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POLIEMBRIONIA EN MANDARINO ORTANIQUE (Citrus reticulata x C. sinensis) Y

EL ORIGEN GENETICO DE LOS EMBRIONES

Oscar Esau Quezada Flores, M.C.
Colegio de postgraduados, 2022

RESUMEN

Se estudio la posicion de los embriones en semillas (120 semillas) de Mandarino
Ortanique (Citrus reticulata x C. sinensis L.) y el origen genético de estos. La evaluacién
se realizé bajo microscopio digital, donde se encontraron seis morfotipos (Dos Grupos,
Entrelazados, Embriones Base, Micropildistante, Sencillo y Base-Entrelazados). Los
embriones se sembraron in vitro, separando cada uno en un tubo de ensayo y
manteniendo la trazabilidad. Las plantulas obtenidas se injertaron en plantas de limén
volkameriano para desarrollo. Después, se analizé el origen genético de los embriones
con base en los morfotipos poliembrionicos realizando extracciones de ADN de hojas (al
menos 0.2 g) y PCR con los SSR: AG14, TAA3, TAA15, TAA41, GT03, CAC23. Se
evaluaron los productos en PAGE y se encontr6 que los embriones cuentan con
tendencias distintas del origen genético con base en los morfotipos, posicién y tamafio;
ademas, que puede existir mas de un embrién distinto a la madre en una semilla y mas
de uno similar; a su vez, se pueden obtener embriones similares a la madre con al menos
72 % de probabilidad; en el morfotipo Micropildistante todos los embriones son distintos
a la madre; los arboles se comportan distinto en la cantidad de semillas, embriones y
morfotipos; y la cantidad de semillas por fruto varia dependiendo la época del afio en que

se producen.
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POLYEMBRYONY IN ORTANIQUE MANDARIN (CITRUS RETICULATA x C.
SINENSIS) AND THE GENETIC ORIGIN OF THE EMBRYOQOS

Oscar Esau Quezada Flores, M.C.
Postgraduate college, 2022

ABSTRACT

The position of embryos in seeds (120 seeds) of Mandarino Ortanique (Citrus
reticulata x C. sinensis L.) and their genetic origin were studied. The evaluation was
performed under digital microscopy, where six morphotypes were found (Two-group,
Intertwined, Base Embryos, Micropildistant, Single and Base-Intertwined). The embryos
were seeded in vitro, separating each one in a test tube and maintaining traceability. The
seedlings obtained were grafted onto Volkamerian lemon plants for development. Then,
the genetic origin of the embryos was analyzed based on polyembryonic morphotypes by
performing DNA extractions from leaves (at least 0.2 g) and PCR with the SSRs: AG14,
TAA3, TAA15, TAA41, GT03, CAC23. The products were evaluated in PAGE and it was
found that the embryos have different tendencies of genetic origin based on morphotypes,
position and size; in addition, there can be more than one embryo different from the
mother in a seed and more than one similar embryo; in turn, embryos similar to the mother
can be obtained with at least 72 % probability; in the Micropildistante morphotype all
embryos are different from the mother; trees behave differently in the number of seeds,
embryos and morphotypes; and the number of seeds per fruit varies depending on the

time of the year in which they are produced.

Keywords: Morphotypes, Seed Anatomy, Apomixis, Genetic Origin.
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I. INTRODUCCION

La produccion y consumo mundial de citricos ha aumentado desde 1980, en especial
de naranjas, mandarinas, limones y limas, esto a causa de las mejoras en el transporte
y empaquetado que reducen costos y mejoran la calidad (Maya, 2017). Para cubrir esta
produccion, el crecimiento en la demanda de zonas de cultivo también ha aumentado
con el paso de los afios, y con ello la aplicacion de tecnologias emergentes de
produccién, entre las que la propagacién clonal tiene un impacto importante (en citricos

se utiliza la apomixis) (Asker S. E., 1992) .

La apomixis o reproduccion asexual mediante semillas es un fenémeno con potencial
en la agricultura ya que ayuda a fijar la heterocigosidad y vigor hibrido (Sailer et al., 2016).
En plantas como los citricos, la apomixis es un suceso comun que causa poliembrionia
(Koltunow et al., 1996), que es la formacion de mas de un embrién por 6vulo (embrién
sinérgico y antipodal, poliembrionia de separacion, embridén adventicio) (Carman, 1997).
Los embriones apomicticos se originan de la nucela, capa que rodea al saco embrionario.
En los citricos, los embriones apomicticos son del tipo esporofitico nucelar porque
implican el desarrollo de embriones extranumerales a partir de células de la nucela del
ovulo sin que lleguen a formar un saco embrionario extra. Dado al origen maternal, los
embriones nucelares se consideran esenciales para la propagacion de plantas con
prueba negativa a patégenos, por lo que ayudan a perpetuar variedades de interés y
sirven como método de seleccion clonal en la produccion de plantas de citricos de calidad

(Xiang y Roose, 1988).



A pesar de este beneficio, la poliembrionia tiene limitantes entre las que destacan la
competencia fisiolégica que limita la viabilidad de los embriones. Se ha visto que, a
medida que aumenta la cantidad de embriones en la semilla, disminuye la masa media
de los embriones, se reduce el vigor y también el de las plantulas que generan, ademas
de que se aumentan las anomalias morfologicas de los embriones. Sin embargo, se
presenta mayor supervivencia de la semilla como conjunto, es decir, la alta frecuencia

de semillas poliembriénicas aumenta la supervivencia (Mendes-Rodrigues et al., 2012).

A nivel de mejoramiento genético, la poliembrionia puede ser considerada un
problema, debido a que la cantidad de embriones apomicticos, fundamentales para la
propagacion clonal de genotipos ya conocidos, obstruyen la identificacion de los pocos
embriones hibridos, esenciales para continuar los programas de seleccion e hibridaciéon

(Trapero et al., 2014).

Se ha reportado que la cantidad de embriones desarrollados a partir de la nucela
define el tamafio del embrion. En la naturaleza, la expresion de los distintos morfotipos
tiene componentes genéticos y ambientales cuya interaccion induce la aparicion en
diferentes frecuencias (Uma Shaanker, 1997) y se asume que podria ser un caracter
distintivo de la forma de la semilla, aunque esto aun necesita ser definido. Los informes
indican que la mayoria de los embriones se ubican en la regién micropilar del évulo, pero
también pueden localizarse en las partes laterales y cercanas a la chalaza (Batygina et

al., 2007).

La poliembrionia también se ha caracterizado en cuanto al tamafio, peso y desarrollo

de los embriones. En algunas investigaciones, se ha argumentado que el tamafio de los



embriones da indicio de la procedencia (Uma Shaanker, 1997), otras sefialan que la
distribucién de la biomasa en los embriones depende del nUmero de embriones y otras
han revelado que el desarrollo de los embriones nucelares se caracteriza por ser

asincrono (Kishore et al., 2012).

A la fecha, no existe alguna clasificacion o patron reportado de los morfotipos de los
embriones en citricos con relacion a la posicion dentro del saco embrionario; tampoco
algun trabajo sefiala la relacién entre esta posicion y tamafio de los embriones en
conjunto, y mas importante, no se conoce si el origen genético de los embriones podria
tener relacion con la disposicion topoldgica (morfotipos), con la forma o tamafio. Tener
esta informacion facilitaria la propagacion clonal y el mejoramiento genético.
Considerando lo anterior, los objetivos de esta investigacion fueron: 1) Caracterizar los
morfotipos anatomicos de embriones de semillas de Mandarino Ortanique y generar
nomenclatura con base en ello; 2) Determinar si el morfotipo anatémico de los embriones

en las semillas de Mandarino Ortanique tiene relacién con su origen genético.



ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivos

1) Caracterizar los morfotipos anatomicos de embriones de semillas de Mandarino

Ortanique y generar nomenclatura con base en ello;

2) Determinar si el morfotipo anatémico de los embriones en las semillas de

Mandarino Ortanique tiene relacion con su origen genético.

Hipotesis

1. Existen caracteristicas determinantes que correlacionan los morfotipos y el origen

genético de los embriones.

2. En cada semilla hay al menos un embrion igual a la madre y pueden presentarse

mas de un embrién distinto a la madre en una semilla.



lll. REVISION DE LITERATURA

Poliembrionia

Desde que en 1719 Van-Leeuwenhoek observo la presencia de més de un embrién
en semillas de naranja, en otras plantas se detecté fendmeno de la poliembrionia
(Kozlowski, 1972). La poliembrionia es la formacion de mas de un embrion por 6vulo
(embrién sinérgico y antipodal, poliembrionia de separacion, embrion adventicio)
(Carman, 1997). Autores como Maheshwari y Sachar (1963), clasificaron a la
poliembrionia en dos tipos: la verdadera (con un saco embrionario) y la falsa (con mas

de un saco embrionario).

En angiospermas, la poliembrionia verdadera puede tener como punto de origen el
tegumento interno y la nucela, por lo que de acuerdo con Haberlandt (1925), las células
del tegumento interno tienen capacidad de producir embriones, lo que indica que los
embriones apomicticos no Unicamente se pueden formar a partir de células de la nucela;
de igual forma Fagerind (1944), menciona que mas de un saco embrionario en el mismo
ovulo podria dar como resultado la poliembrionia, estas variantes pueden dar origen a

distintos morfotipos de los embriones en la semilla.

La poliembrionia, es frecuente en gimnospermas, se presenta por la division del
proembrion cigético, sin embargo, en angiospermas suele presentarse de otra manera.
Las proliferaciones en las gimnospermas surgen del extremo inferior de la masa
proembrionaria de células que después se convierten en embriones independientes

(Kozlowski, 1972).



A lo largo del tiempo se han presentado diferentes clasificaciones de poliembrionia
en angiospermas, como lo hace Kultonow (1993), quien plantea cuatro tipos de apomixis:
la diplosporia meidtica, diplosporia mitética, aposporia y embrionia adventicia; a su vez
coloca a los citricos dentro de la ultima categoria, lo que sefiala que los embriones

apomicticos formados en los citricos son de origen nucelar o fuera del saco embrionario.

La poliembrionia en citricos se presenta por apomixis facultativa donde hay
desarrollo simultaneo de embriones de origen nucelar y cigético. Los tejidos nucelares
promueven la embriogénesis después de diferenciarse, el desarrollo depende del
endospermo y las plantulas resultantes cuentan con el genotipo de la madre (Kepiro y

Roose, 2007).

Durante el desarrollo del saco embrionario las células nucelares embriogénicas
tienen acceso al endospermo y desarrollan embriones asexuales ademas del embrion
cigotico (Koltunow et al., 1996), particularmente en la region micropilar. Las semillas
poliembrionicas permiten conservar los genotipos mejor adaptados y mantener el vigor
de los clones viejos que debido a la continua propagacién vegetativa se van deteriorando

(Sedgley y Griffin, 1989).

Las plantas, a diferencia de los animales, cuentan con mayor variedad de formas en
las cuales los poliembriones pueden ser formados. El desarrollo de la poliembrionia
puede involucrar diversos procesos (v.g. particion, gemacion, partenogénesis,
fecundacion mudltiple); dos estrategias reproductivas (sexual o asexual); diferentes
células originales (nucelares, integumentales, huevo, sinérgidas, antipodas,

endospermo), ademas de la participacion de dos fases del ciclo de vida (esporofito y



gametofito); a su vez la formacion de dos sacos embrionarios es posible (Koltunow,
1993). Esta variedad de eventos puede llevar a la formacion de diferentes tipos de
embriones que presentan distintos niveles de ploidia. En las semillas poliembridnicas,
los procesos sexuales y asexuales pueden ser desarrollados simultaneamente (Batygina

et al., 2003; Koltunow, 1993).

Existen dos tipos de apomixis, con base en el origen del embrion: apomixis
gametofitica y embrionia adventicia. La embrionia adventicia es la formacion de
embriones a partir de células somaticas, usualmente de la nucela. En la apomixis
gametofitica se produce a partir de un saco embrionario diploide y el embrion es
desarrollado por partenogénesis del megagametofito no reducido. Los embriones que
surgen a partir de la ovocélula son formados por partenogénesis diploide y los originados
a partir de las sinérgidas o antipodas son formados por apogametia diploide (CIMMYT,

IRD y The European Commission, 2001).

Desde el punto de vista del mejoramiento, la poliembrionia puede restringir la
recombinacién genética, pero también proporciona un mecanismo para el desarrollo de
cultivares superiores preservando estos genotipos de manera indefinida. Las plantas
apomicticas, al igual que las de origen sexual, desarrollan semillas a partir del 6vulo de
la flor, pero la ovocélula y el nicleo espermético no se unen para formar un embrién. Por
lo tanto, los embriones de una planta apomictica solamente reciben la informacion

genética de la planta madre (CIMMYT, IRD y The European Commission, 2001).

La poliembrionia puede ser dividida como esporofitica y gametofitica basada en las

células que originan al embrion, si es formado a partir de las células somaticas del cigoto,



nucela, o del integumento, la poliembrionia seria esporofitica. Los embriones formados
por células provenientes del gametofito (huevo, sinérgidas, antipodas) son llamados

gametofiticos (Batygina y Vinogradova, 2007).

Existen distintas propuestas acerca del estudio de la poliembrionia en citricos, la
primera es seleccionar genotipos con mayor porcentaje de semillas poliembrionicas para
asegurar la posibilidad de generar plantulas nucelares, favoreciendo la propagacion
clonal (Duarte et al., 2013). La segunda, es utilizar genotipos con mayor cantidad de
embriones por semilla, ya que la competencia entre embriones impide el desarrollo de
los cigoticos, por el crecimiento vigoroso de los embriones nucelares (Koltunow et al.,

1996).

Para utilizar la poliembrionia se requiere detectar el origen cig6tico o nucelar de los
embriones en etapas tempranas. Una de las ventajas es la capacidad de elegir al hibrido
resultante de cruzas dirigidas al mejoramiento genético; de igual forma, diferenciar cuales
embriones son nucelares permitird propagar portainjertos que mantengan la uniformidad

del huerto (Villegas-Monter y Andrade-Rodriguez, 2008).

Anatomia

En citricos se cuenta con un évulo anatropo. El cuerpo del évulo se incurva 180°, de
modo que el funiculo se alarga, se adhiere a un lado de la nucela constituyendo la rafe,

y la chalaza se posiciona opuesta al hilio y micrépilo (Figuras 1y 2) (UNN, 2013).
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Figura 1. Representacion de un 6vulo anatropo (UNN, 2013).

Figura 2. Micrografia de barrido de 6vulo anatropo (Gonzalez, 2010).

La documentacion de los detalles anatomicos de los embriones, ha dejado de lado
la descripcién y acomodo de los mismos, por lo que no se han llegado a describir los
morfotipos predominantes. Un morfotipo puede ser definido como un arreglo topoldgico
de los embriones en la semilla configurado por la posicién, tamafio, formay origen. Hasta
ahora, no se han analizado los morfotipos de los embriones en las semillas maduras y
no han sido contrastados con el origen genético, solamente se han analizado
anatOmicamente a semillas en desarrollo y el origen genético de los embriones por
tamafio, como se puede observar en los trabajos de Andrade et al., (2005), Martinez-

Ochoa et al., (2022) y ademas los que han llegado a realizar estudios de los arreglos de



embriones, también llamados morfotipos, han evaluado la cantidad de embriones que se
encuentran en cada una de las semillas, pero no consideran la posicién y “arreglo”

(Kishore et al., 2012).

La caracterizacion morfolégica de recursos fitogenéticos es la determinacién del
conjunto de caracteres mediante el uso de descriptores definidos que permiten
diferenciar taxondmicamente a las plantas. Algunas caracteristicas pueden tener alta
heredabilidad, y facil deteccion, con la posibilidad de expresar la misma forma en
diferentes ambientes. Las caracteristicas morfolégicas son utilizadas en el estudio de la
variabilidad genética, para la identificacion de plantas y conservacion de los recursos
fitogenéticos. Por lo tanto, la caracterizacion es el primer paso en el mejoramiento de

plantas y programas de conservacion (Hernéndez-Villarreal, 2013)

A lo largo del estudio de la poliembrionia en citricos se ha buscado explicar el origen
de los distintos embriones en la semilla, como lo realizado por Andrade y Villegas (2003),
sefialando que los citricos presentan mas de un embrién dentro de una semilla, donde
un embrién cuenta con recombinacion genética y el resto de embriones de la semilla no.
Los embriones sin recombinacion genética dan origen a plantas uniformes, por lo que
puede ayudar a propagar variedades tolerantes a patdgenos de manera clonal; ademas
de obtener plantas uniformes, con prueba negativa de virus como lo sefialé Perissé
(2002). Esto ayudaria a obtener plantas de mejor calidad para la produccion de citricos,
por lo que es importante conocer el origen genético de los embriones dentro de la semilla,
sin embargo, para involucrar analisis genéticos se requiere la descripcion morfologica de

los morfotipos de los embriones en las semillas y aun no existen trabajos donde se
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describan tales “morfotipos” y los relacionen con el origen genético de las plantas de las

gue provienen.

Existen pocos precedentes con relacion a la descripcion anatomica de semillas de
citricos, como el trabajo de Sanchez et al. (2006), donde analizan el saco embrionario y
el desarrollo de los embriones de semillas de tres portainjertos (Citrus reshni Hort. ex
Tan.; C. volkameriana Pasqg. y C. amblycarpa Ochse), por medio de cortes de 6vulos, en
diferentes etapas del desarrollo, sin embargo, no llegan a describir el desarrollo del 6vulo
hasta la formacion de la semilla madura, ni involucran analisis genéticos de los
embriones producidos. Estos mismos autores sefialan que no es posible identificar el
origen de los embriones por medio de la anatomia, debido a que encontraron embriones
tanto en el extremo nucelar micropilar del saco embrionario, como en las areas laterales
del micrépilo los cuales cambiaron de posicion durante el desarrollo, ademas de que no
analizaron la presencia de un patrén en la manera de moverse de los embriones al

desarrollarse hasta la posicion final.

La mayoria de los citricos presentan reproduccion apomictica esporofitica adventicia
y generan semillas poliembriénicas. Los embriones mdltiples de las semillas se originan
porgue en los 6vulos se lleva a cabo el desarrollo de embriones cigoticos producto de la
cruza de los progenitores, de manera simultdnea a la formacién de embriones soméaticos

(clones) a partir de células de la nucela (Hand y Koltunow, 2014).

Analisis genético a nivel molecular

El origen genético de los embriones en semillas poliembrionicas puede ser

determinado mediante marcadores moleculares. Un marcador es un punto de referencia
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en el genoma que se define como un segmento especifico de ADN que se utiliza para
rastrear la herencia de un gen cercano o0 una region gendmica involucrados en la
expresion de un rasgo o respuesta (Nadeem et al.,, 2018). En la discriminacién de
plantulas nucelares y cigoticas de varias especies de Citrus se han empleado RAPD (Rao
etal., 2007), AFLP (Kepiro y Roose, 2007), SSR (Yildiz et al., 2013), EST-SSR (Chunxian

et al., 2008).

Los microsatélites o SSRs (Simple-Sequence Repeat, por sus siglas en inglés) son
repeticiones consecutivas o en tandem (una tras otra) de secuencias de ADN de pocos
pares de bases (pb) (1-6 pb) en longitud, denominadas unidades de repeticion. Son
marcadores codominantes y son de facil aplicacion en relacion con otros tipos de
marcadores debido a que presentan mayor simplicidad tecnologica con relacion a los
RFLP y AFLP, y no requieren alta concentracion y calidad de ADN. Los SSRs al contrario
de los marcadores RAPD, presentan alta reproducibilidad entre laboratorios y
generalmente permiten detectar todos los alelos posibles de un locus (Ortiz et al., 2000).
Kijas et al. (1997), utilizaron un hibrido entre lima rangpur (Citrus limonia Osbeck) y
naranijo trifoliado (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) del programa de reproduccién de vastagos
de citricos de CSIRO para aislar el ADN y desarrollar los SSRs para citricos. Mediante
estas aportaciones diferentes estudios se han llevado a cabo en Citrus relacionados con
la identidad paternal (Martinez-Ochoa et al., 2022), la diversidad (Samarina, 2021), el

mapeo genético (Biswas et al. 2011), entre otros.
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Diversidad genética

La diversidad es el conjunto de variaciones a nivel de secuencia de ADN que
presentan en conjunto los individuos de una poblacion. Estas variaciones son posibles
de cuantificar y visualizar mediante la evaluacion de marcadores morfoldgicos,
bioquimicos y moleculares. Sin embargo, dado que el efecto ambiental es un
componente importante de la expresion de los caracteres fenotipicos, los marcadores de
ADN son de preferencia utilizados debido a que son neutros al efecto del ambiente, por
lo que la precision en la lectura es util para estudios de diversidad y similitud genética.
La manera mas viable de proteger variedades o especies en peligro de extincion es
conociendo la diversidad genética, la investigacion por medio del germoplasma es
también la base para la mejora de variedades y la innovacion de recursos genéticos (Bin

et al., 2022).

Los marcadores moleculares SSR fueron propuestos por Moore et al. (1991), en los
tltimos afos para los analisis de diversidad, los SSR se han utilizado ampliamente en la
investigacion sobre identificacion de germoplasma, andlisis de diversidad genética,
mapeo de genes e identificacién de relaciones genéticas con efectividad (Amar et al.,
2011). Existen pocos estudios con relacion a la diversidad en Citrus o sobre la
comparacién de la capacidad de discriminacion, la eficiencia y capacidad de mapeo de
los sistemas de marcadores SSR (Biswas et al., 2011). La extension de la diversidad que
presentan las especies, las poblaciones dentro de una misma especie o los individuos
dentro de una misma poblacion puede ser medida mediante indicadores de diversidad,
donde la frecuencia de los alelos, niumero de alelos y de genotipos que pueden formar la

base de un primer acercamiento para llegar a otros estimadores como la heterocigosidad.
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Con base en este ultimo indicador es posible estimar las distancias genéticas entre y
dentro de poblaciones e individuos para luego visualizarlas mediante dendrogramas de
similitud genética. Estos analisis son de utilidad en la biologia de la conservacién (Faith,
1992), y dan bases para el mejoramiento de variedades y la innovacion de recursos (Bin
et al., 2022), y son esenciales en estudios filogenéticos para discriminar o asociar

individuos entre si y que tan cercanos genéticamente se encuentran (Samarina, 2021).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Descripcion general

El experimento comenzd con la cosecha de frutos y hojas de las plantas madre,
después, los frutos fueron procesados (Lavados, desinfectados y empaquetados) para
transporte de campo al Colegio de Postgraduados para la extraccion de semillas, luego
se continud con el analisis de los morfotipos de los embriones, después con la siembra
de los embriones, enseguida con la injertacion de las plantulas obtenidas de los
embriones, para obtener al menos 0.2 g de material foliar para la extraccion de ADN; que
condujo a extraer, evaluar y cuantificar el ADN para determinar si era apto para la
elaboracién de las PCR’s, se continud con la estandarizacion de los protocolos de PCR
para examinar varias posiciones sobre el genoma de las muestras finales, y luego migrar
los productos de PCR en geles de poliacrilamida para posterior lectura y analisis. Toda

esta serie de pasos del proceso de investigacion se esquematiza en el anexo A8.

Obtencién de frutos

Este estudio se llevé a cabo en semillas de Mandarino Ortanique (C. reticulata x C.
sinensis) provenientes de una huerta de polinizacion libre del Vivero Cazones localizado
en Cazones de Herrera, Veracruz, México, en las coordenadas 20° 42' latitud norte y 97°
18' longitud oeste, y entre 80-120 m de altitud (INEGI, 2010); con precipitacion pluvial

media anual de 2000 mm; temperatura media anual de 25 °C (INAFED, 2021).

Se cosecharon frutos en dos épocas, marzo y septiembre de 2021. Para la seleccion

de frutos, se recolectaron todos los frutos de ocho arboles escogidos, y se eligieron cinco
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frutos al azar del conjunto obtenido de cada arbol. Se obtuvieron 40 frutos en total; los
frutos seleccionados de cada arbol se lavaron en agua con cloro al 5 % durante tres
minutos y se secaron con un trapo esterilizado para almacenaje en bolsas plasticas

nuevas a 4-7°C como lo indica la FAO e INTA (2003) para mandarinas.

Obtencion y descripcion de las semillas

Las semillas de cada fruto se obtuvieron con base en la descripcién de Andrade y
Villegas (2005). Brevemente, se hizo un corte tipo “anillado” poco profundo por los
costados de los frutos, con el propésito de no dafar las semillas, para luego girar las dos
mitades hasta la separacion. Las semillas se extrajeron manualmente y se contaron para
obtener el nimero total y promedio de semillas por fruto, asi como el andlisis de
distribucion normal. Enseguida, a las semillas se le retiré el mucilago lavandolas y
agitandolas suavemente en agua desionizada tratada con 6xido de calcio (2 g L? de
agua) durante 10 minutos y luego se lavaron tres veces con agua desionizada
esterilizada. Una vez limpias, las semillas se almacenaron en frascos de vidrio y se
dejaron en inmersiébn con agua desionizada y esterilizada a temperatura ambiente
durante 24 h. Los frascos que contenian las semillas se identificaron para mantener la
trazabilidad del arbol y fruto del que provenian; cada embrién fue identificado con un

namero de cuatro digitos, v.g. 8351 (arbol ocho, fruto tres, semilla cinco y embrién uno).

Obtencidn y descripcion de las series de embriones

El arreglo topologico, tamafio y forma de 120 semillas y sus embriones se

examinaron con la finalidad de obtener la descripcion de los morfotipos existentes. Los
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embriones se obtuvieron mediante diseccion de las semillas con bisturi del nimero 11y
pinzas de diseccion. Se utilizé un microscopio digital (LCD Digital Microscope 1000x
Portatil G7000) con aumento de 10X para retirar el tegumento externo e interno y separar
los embriones. Una vez separados, se procuré mantener la disposicion de los embriones
en varios planos para asegurar el registro preciso de la orientacién con relacién al
micrépilo, chalaza y rafe (Figuras 3 y 4). Los planos de orientacion fueron transversal,
sagital y coronal. El tamafio de la semilla se registr6 empleando la escala de hojas
milimétricas y la forma se definié con base en los lineamientos del IPGRI (2000) (Figura
5). Se analizaron los colores del tegumento externo de la semilla, el del tegumento interno

en la zona de la chalaza (Figura 6).

Figura 3. Semilla de naranja (C. sinensis) con divisiones en el plano transversal y sagital.

Figura 4. Semilla de naranja (C. sinensis) con divisién en el plano coronal.
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Figura 6. Imagenes de la misma semilla de Mandarino Ortanique con tegumento externo (a),
interno (b) y sin tegumento (c).

Cultivo de las series de embriones

Con la finalidad de obtener tejido suficiente para el analisis molecular, los embriones
de cada semilla se sembraron en condiciones in vitro y mas tarde se injertaron sobre
patrones de limén volkameriano de cuatro meses (provenientes de semilla). El cultivo in
vitro se hizo en tubos con medio de cultivo base en Ca (NO)3 (20 mL L?), KPO (20 mL
L), MgSO4 (10 mL L), quelatos (10 mL L), NHANO3 (3 mL L), KNO3 (3 mL L),
myo-inositol (6 mL L), thiamina (1 mL L), vitaminas (1 mL L?), agar (6 g L), azlcar
(20 g LY. La siembra se realiz6 en campana de flujo laminar esterilizada con Timsen®
(sales cuaternarias de amonio) 2 g L en agua deionizada. Se utilizaron bisturi del
namero 11 y pinzas de diseccion esterilizados con Germinator 500 TM. Los embriones

se colocaron sobre el medio de cultivo con la radicula dirigida hacia abajo con la ayuda
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de pinzas de diseccion, unicamente en el caso de los embriones mas pequefios la
transferencia al medio de cultivo se hizo con bisturi para no maltratarlos con las pinzas.
Una vez colocados los embriones, los tubos se taparon y sellaron herméticamente con
pelicula eléstica y se dejaron entre tres semanas a tres meses para el crecimiento y
posterior transplante sobre portainjertos en condiciones de invernadero. Las semillas
utilizadas para la descripcion de las series de embriones fueron diferentes a las utilizadas

para el cultivo in vitro de las series de embriones.

Injerto de vitroplantulas

Una vez germinadas las vitroplantulas y con tamafio de 2 a 12 mm, se retiraron del
tubo de cultivo y se injertaron en portainjertos de limén volkameriano de 4 mm de
didmetro. Estos portainjertos se establecieron en condiciones de espacio protegido y
certificada en el “Vivero Cazones” ubicado en Cazones de Herrera, Veracruz. El método
de injerto utilizado fue el de pua a 40-50 cm de altura en el portainjerto. Después de
realizado el injerto, se utilizé Parafim® para amarrarlo y se mantuvo dentro de una

capsula climatica transitoria preparada mediante bolsas plasticas translucidas.

Analisis genético molecular

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo de dos maneras: de hojas de las vitroplantulas injertadas
sobrevivientes (91.6 %) y del endospermo de algunos de los embriones (8.4 %). Para
ello, se utilizaron dos protocolos de extraccion. Para las hojas, el método de extraccion

se basd en el protocolo para “Aislamiento del ADN gendémico” (CIMMYT, 2006) con
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pequefias modificaciones (Anexo Al) mientras que, para la extracciéon del ADN de
endospermo, el protocolo aplicado fue aquél descrito por (Gao et al., 2008). Después de
haber realizado las extracciones de ADN, se cuantific6 por absorbancia utilizando un
espectrofotometro de ultra bajo volumen (NanoDrop 1000c, ThermoScientific, Waltham,
MA, EUA) y la integridad se verificé en geles de agarosa 1 % con bromuro de etidio (10
mL mL™1). La verificacién de los valores de concentracion y la sefial obtenida en gel de
cada ADN se hizo mediante el programa ImageJ. Una vez verificada la concentracion,

se hicieron diluciones de trabajo a 10 ng yL* con TE pH 8.0.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Se trabajé con 21 marcadores SSR reportados por Martinez-Ochoa et al (2022),
donde seis de ellos se utilizaron para los andlisis finales por su valor informativo para
Mandarino Ortanique (AG14, TAA3, TAA15, TAA41, GT03, CAC23). Las secuencias
flanqueantes de estos marcadores se encuentran en el cuadro 10 (Anexo A2). Los
marcadores seleccionados se optimizaron mediante PCR de gradiente en reacciones de
15 ul. Cada reaccion consistio en 3.2 yL de agua grado HPLC, 3.0 uL de solucion
amortiguadora 5x, 1.2 y L de dNTPs a 2.5 mM cada uno (Thermo Scientific, USA), 0.9
ML de cloruro de Magnesio 25 mM, 2.3 pL de iniciadores a 2 uM, 0.2 uL de Tag-ADN
polimerasa (5 U ult) (Promega) y 2.0 uL (10 ng ul'') de ADN molde. El programa de
amplificacion consistié en un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min, seguido
de 30 ciclos compuestos por un min para desnaturalizacion, seguido un mina Y °C (Y =
gradiente de temperatura de alineamiento de 48 a 60 °C) para alineacion de iniciadores

y un min a 72 °C para extension, y un ciclo de extension final durante cuatro min a 72 °C
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utilizando un termociclador BioRad C1000 (California, USA). Cada marcador optimizado
(Cuadro 9 -Anexo A2-) se amplifico en placas de 96 pozos utilizando un termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Singapur). Los programas de PCR

utilizados fueron basados en los sefialamientos de Kijas et al. (1997).

Electroforesis con productos de PCR

El producto de PCR se mezclé con 5 pL de SGB 5X (50 mM Tris, 5 mM EDTA pH
8, 25 % de sacarosa, 0.2 % p/v de azul de bromofenol y agua HPLC como solvente).
La sefal de amplificacion de cada reaccion se verific6 en geles de agarosa al 1 %
(Sigma®, St. Louis MO, EE.UU.) antes de la electroforesis en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante al 8 % con tincién en nitrato de plata (Sigma®, St. Louis, MO, EE.UU.)
siguiendo el protocolo descrito por el CIMMYT (2006). Los geles se fotografiaron en un
transiluminador (MiniBis Pro 16 mm, DNR Bio-Imaging Systems®, Jerusalem, Israel) y el
peso en pares de bases (pb) se calculé con el programa GelAnalyzer (Lazar, Hungria)

para construir la matriz de datos moleculares.

Analisis de datos

Los datos moleculares se evaluaron por medio de andlisis de diversidad utilizando
PowerMarker (Liu y Muse, 2005, EE.UU.) y la interfaz MEGA 7 (Kumar et al., 2016) para
construir dendrogramas con base en matriz de distancias genéticas de alelos
compartidos. Se realizé primero el resumen estadistico, después el analisis de frecuencia
de alelos, de genotipos y frecuencia basada en distancias; para contrastar el origen
genético de cada embridn, con la posicion dentro de la semilla y definir las tendencias

con las que cuenta cada morfotipo.
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V. RESULTADOS

Numero y anatomia de las semillas

La distribucion de semillas por fruto no fue normal debido a que se registraron de 0
a 30 semillas con 4.25 semillas en promedio. De 120 semillas para el analisis de los
morfotipos, se detectaron cuatro de las siete formas de semilla reportados en los
lineamientos descritos por IPGRI (2000). Estas fueron esferoide, ovoide, cuneiforme y
semi-deltoide. La forma predominante (50 %) fue ovoide con presencia en casi todos los
morfotipos y la menos frecuente (11 %) fue la semi-deltoide. Las semillas se dividieron
en tres tamafos, chicas (X < 0.89 cm), medianas (0.89 cm > X < 1.16 cm) y grandes

(1.16 cm > X < 1.44 cm).

Morfotipos

Los andlisis morfoanatémicos fueron realizados en 120 semillas divididas en tres
planos (Figuras 3 y 4), para determinar la orientacion de los embriones y describir el
morfotipo para cada una de ellas. Se encontraron seis morfotipos o arreglos de
embriones en diferentes porcentajes, los cuales son: Dos Grupos (10 %), Embriones
Base (30 %), Entrelazados (13.33 %), Sencillo (10 %), Micropildistante (3.33 %) y Base-
Entrelazados (33.33 %). Estos arreglos de embriones se proponen como “Morfotipos” y
se esquematizan en el Anexo A7, cada uno cuenta con caracteristicas que lo definen,
basadas en: forma de la semilla, estructura del tegumento externo (TE) de la semilla,
tonalidad de la chalaza una vez expuesto el tegumento interno, ubicacion, tamafio y

forma del embrion. Por ejemplo, se observéo que la mayoria de los morfotipos se
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encontraron en semillas de forma ovoide (con excepcidén del morfotipo Dos Grupos) y
gue en el morfotipo Sencillo, la forma de la semilla fue semi-deltoide, que de hecho fue

la forma menos frecuente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Formas de las semillas por morfotipo,

Morfotipo Forma de semilla Color de la chalaza Semillas
por fruto
Dos grupos Esferoides Café 5-12
Embriones base Ovoides y cuneiformes Café o rojiza (ocasional) 4
Entrelazados Ovoide y Esferoide Café o rojiza (ocasional) 7
Sencillo Semi-deltoide y ovoide Café 5
Micropildistante  Ovoides Café 5
Base-Entrelazados Ovoides Rojiza o café (ocasional) 6

Morfotipo Dos grupos

Descripcion morfolégica

Este morfotipo se encontré en 12 semillas (10 %). Consistié en dos grupos de
embriones: el primer grupo (G1) cercano al micropilo y el segundo (G2) préximo a la
chalaza. En los dos grupos, los embriones tuvieron las radiculas orientadas hacia el
micropilo. En el primer grupo (G1), los embriones presentaron todas las radiculas unidas
al area micropilar (Figura 7). Por su parte, los embriones del segundo grupo (G2), tenian
radiculas unidas al rafe orientadas hacia el micropilo. Las semillas que tienen este
morfotipo son de medianas a grandes con forma esferoide (IPGRI, 2000), los frutos de

los que provienen contienen entre 5-12 semillas, con cuatro embriones en promedio,
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cotiledones son mayormente de color crema o blanco con verde, y la chalaza es café

(Cuadro 1).

Figura 7. Morfotipo dos Grupos. Se presentan los dos conjuntos de embriones, G1y G2 vy la
orientacion es en relacion con la chalaza (C), micrépilo (M) y rafe (R).

Origen genético

Para discriminar el origen parental, se evaluaron a nivel molecular cuatro series de
embriones con este morfotipo (Cuadro 2). En total se analizaron las plantulas
provenientes de 27 embriones. Se encontraron siete genotipos que indicaron que hubo
23 % de embriones distintos a la madre y 77 % similares. En este caso, las plantulas del
grupo G1 derivadas de los embriones mas pequefios y proximos al micropilo son distintas
a la madre; pero en el grupo G2, el embrion de mayor tamafio y mas cercano al
tegumento interno dio lugar a plantas distintas a la madre; presentaron seis subgrupos
gue cuentan con diferencias ligeras entre si, donde dos individuos distintos a la madre

tienen el mismo genotipo (622-10 y 3511); el individuo 7112 resulto ser el que muestra
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mayores diferencias con base en los alelos detectados en las seis posiciones del genoma

(Figura 8).

Cuadro 2. Origen parental, tamafio y orientacion de las plantulas derivadas de los embriones del
morfotipo Dos Grupos.

Individuo Ubicacion Tamano Origen Individuo Ubicacion Tamano Origen
(mm) (mm)
3511 M2 15 D 6224 M2 45 s
anterior Anterior
3512 M2 2.2 s 6225 M2 3.0 s
anterior posterior
3513 M2 25 s 6226 M1 2.0 s
anterior Anterior
M1 M1
3514 Anterior y 6.0 S 6227 Anterior 2.0
posterior
ClyM1
C2 2.0 e 6228 Anterior y 9.0 D
3515 : ;
anterior posterior
C2 Cl
3516 Anterior y 2.0 e 6229 Anterlqr y 8.0 S
; posterior
posterior
C1 C1
3517 Anterior y 6.0 S 62210  Anteriory 9.0 D
posterior posterior
2 M2
3518 Anterior y 7.0 S 7111 : 1.1 D
: Anterior
posterior
M2 M1
4221 Anterior y 4.0 S 7112 Anterior y 3.0 D
posterior posterior
M1 M1
4222 Anterior y 7.0 S 7113 , 5.0 S
: Anterior
posterior
ClyM1
4223 ClYC2 8.0 D 7114 Anterior y 9.0 S
posterior
6221 M1 15 7115 M2 3.0 s
Anterior posterior
6222 M2 1.0 s 7116  C2yM2  10.0 D
Anterior
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Tamaifio Tamafo

Individuo Ubicacion (mm) Origen Individuo Ubicacion (mm) Origen
Anterior y
posterior
M2
6223 Anterior 1.0 S

Chalaza 1 (C1); Chalaza 2 (C2); Micropilo 1 (M1); Micropilo 2 (M2); Distinto (D); Similar (S); Muerto (::::)

712

&“Nﬁ
¥ 8§ g®

Figura 8. Dendrograma de similitud genética de las plantulas de los embriones del morfotipo Dos
Grupos.

Morfotipo Embriones en la base

Descripcion morfologica

Este morfotipo se encontré en 36 semillas (30 %). La principal caracteristica es un
embrion grande (que mide ~10 mm y ocupa alrededor del 60 % del volumen de la
semilla), el embrién cuenta con un cotiledén que rodea a los demas embriones que son
de menor tamario y tienen forma similar entre si. Este morfotipo llega a tener hasta ocho
embriones viables.

Las semillas que tienen este morfotipo son chicas y medianas, con forma ovoide y

en algunos casos cuneiformes (IPGRI, 2000); los frutos de donde se originan tienen
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cuatro semillas en promedio con tres embriones; los cotiledones son de color blanco
verdoso (IPGRI, 2000); la chalaza, en la mayoria de los casos, es de color café y en

pocos casos rojiza (Cuadro 1).

Figura 9. Morfotipo embriones base. Tiene un embrién grande y varios embriones cercanos al
micropilo; la orientacion es en relacion con la chalaza (C), micrépilo (M) y rafe (R).

Origen genético

Se examinaron a nivel molecular tres series de embriones con este morfotipo
(Cuadro 3). En total fueron 18 plantulas provenientes de 18 embriones. Se encontraron
cinco genotipos que indicaron que hubo 22.2 % de embriones distintos a la madrey 77.8
% similares. En este caso, la mayoria de las veces los embriones mas pequenfios,
localizados en los cuadrantes M1 y M2 (zona del micrépilo), son distintos a la madre; y
en algunos casos cuando el embrion de mayor tamafio rodea al de menor tamafio, ambos
embriones son distintos a la madre; presentaron cuatro subgrupos gue cuentan con

diferencias de mas de dos posiciones en el genoma entre si; donde los individuos 6115
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y 5213 son mas cercanos entre si (diferencias en so6lo dos posiciones en el genoma),
pero sin ser idénticos, con base en los alelos detectados en las seis posiciones del
genoma (Figura 10).

Cuadro 3. Origen parental, tamafio y orientacion de las plantulas derivadas de los embriones del
morfotipo Embriones Base.

Tamafo Tamano

Individuo Ubicacion Origen Individuo  Ubicacion Origen
(mm) (mm)
M1 M1
5211  Anteriory 5.0 S 6114 , 15
. Anterior
posterior
M2 M1
5212  Anteriory 5.5 S 6115 : 2.0 D
: Anterior
posterior
M2 c2
5213  Anteriory 2.0 D 6116 p . 3.0 S
. osterior
posterior
M1 C1,C2, M1
5214  Anteriory 4.0 S 6117 Y M2 6.5 S
posterior Posteriores
5215 C1 C1,C2, M1
Anterior y 6.0 S 6118 Y M2 9.5
posterior Anteriores
C2Y M2
5216 Anteriory 9.0 s 7411 ClyC2 25 S
: Anteriores
posterior
6111 MLIYM2 54 S 7412 ClyC2 35 S
Anterior Posteriores
ClycC2
6112 M1Y M2 4.0 7413 Anterlqres y 30 D
Anterior posteriores
6113 C1,C2, M1
M1 Y M2
Anterior 4.5 S 7414 Anteriores y 9.0 D

posteriores

Chalaza 1 (C1); Chalaza 2 (C2); Micropilo 1 (M1); Micropilo 2 (M2); Distinto (D); Similar (S); Muerto (::::)

28



() 23

=
>,
ke
B
%
: 5
6115 1
0 50
IN|
11 A6
flj\/"c) s
© %
<
T g e ©
N Y,
(2]

& =

Figura 10. Dendrograma de similitud genética de las plantulas provenientes de los embriones
con morfotipo Embriones base.

Entrelazados

Descripcion morfolégica

Este morfotipo se encontré en 16 semillas (13.33 %). La principal caracteristica son
los cotiledones entrelazados, de tal forma que se muestra una disposicién similar al
arreglo de las hojas “opuesto distico”. Este morfotipo llega a tener hasta ocho embriones

viables.

Las semillas que tienen este morfotipo son principalmente medianas con forma
ovoide y en pocos casos esferoides (IPGRI, 2000). Los frutos de los que provienen
contienen en promedio siete semillas, cada una con cinco embriones como media; sus
cotiledones son de color blanco verdoso; la chalaza, en la mitad de los casos es de color

café y en la otra mitad rojiza (Cuadro 1).
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Figura 11. Morfotipo entrelazados. Se presentan varios embriones con los cotiledones
entrelazados; la orientacion es en relacién con la chalaza (C), micrépilo (M) y rafe (R).

Origen genético

Para discriminar el origen parental, se evaluaron a nivel molecular cuatro series de
embriones con este morfotipo (Cuadro 4). En total se analizaron las plantulas
provenientes de 18 embriones. Se encontraron seis genotipos, el 27.7 % de los
embriones fueron distintos y 72.3 % similares a la madre. En este caso, los individuos
mostraron que los embriones mas internos (en la zona donde se cruzan los tres planos
de la semilla) y con tamafio mediano (con relacion a los demas en la semilla) son distintos
a la madre; presentaron cinco subgrupos que cuentan con diferencias ligeras entre si; el
individuo 7316 es el mas alejado de la planta madre; el individuo 4323 es un genotipo
con diferencias en otra zona del genoma en la que los demas individuos no difieren; los
individuos 7314 y 7313 son mas cercanos entre si sin llegar a ser idénticos, con base en

los alelos detectados en las seis posiciones del genoma (Figura 12).
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Cuadro 4. Origen parental, tamafio y orientacion de las plantulas derivadas de los embriones del
morfotipo Entrelazados.

Individuo  Ubicacion Tamano Origen Individu Ubicacién Tamano Origen
(mm) (mm)
ClywMm1 C1,C2, M1
2231 Anterior y 9.0 S 4321 Y M2 8.0 S
posterior Posteriores
. Clywm1l
2939 M2 Anterior 3.0 S 4322 Anteriores 5.5 S
C2y M2
. C2Y M2
2933 Anterlo_r y 10.0 S 4323 Anteriores 5.5 D
posterior
7311 M1 15 s
Posterior
3541 ML Anterior 1.5 7312 M2 2.0 s
Posterior
ClyM1
3542 M2 Anterior 5.0 D 7313 Anterioresy 6.0 D
Posteriores
C1,C2, M1 M2
Y M2 S 7314 . 2.0 D
3543 . Anterior
Posteriores 9.5
M2 C2y M2
3544 Anteri 3.5 S 7315 Anterioresy 9.0 S
nterior :
Posteriores
C1,C2, M1 c1
3545 Y M2 9.0 D 7316 . 5.5 D
. Anterior
Anteriores

Chalaza 1 (C1); Chalaza 2 (C2); Micropilo 1 (M1); Micropilo 2 (M2); Distinto (D); Similar (S); Muerto (::::)
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Figura 12. Dendrograma de similitud genética de las plantulas de los embriones del morfotipo
Entrelazados.

Morfotipo Sencillo

Descripcion morfologica

Este morfotipo se encontr6é en 12 semillas (10 %). La caracteristica principal es que
tiene un embrién que abarca alrededor del 98 % del volumen de la semilla, éste cuenta
con dos cotiledones opuestos, como regularmente se percibe en las semillas de las
dicotiledéneas que no son poliembridnicas y en ocasiones se pueden observar uno o dos
embriones viables, o en su defecto, rudimentos de embrion, estos se encuentran en los
cuadrantes M1y M2 muy cercanos a la zona del micropilo; los rudimentos son menores

a 1 mm de largo.

Las semillas que tienen este morfotipo son principalmente de medianas a grandes,

en su mayoria con forma semi-deltoide y en algunos casos ovoide (IPGRI, 2000), los
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frutos de los que provienen tienen cinco semillas en promedio y cada una con dos

embriones como media, los cotiledones son blancos y chalaza café (Cuadro 1).

Figura 13. Morfotipo Sencillo. Se presenta un embrién grande en todo el volumen de la semilla
y rudimentos (ru) en la zona del micropilo; la orientacién es en relacion con la chalaza (C),
micrépilo (M) y rafe (R).

Morfotipo Micropildistante

Descripcion morflégica

Este morfotipo se encontré en cuatro semillas (3.33 %). La principal caracteristica
son los embriones entrelazados y de tamafios similares, la mayoria con la radicula
cercana al micropilo (cuadrantes M1 y M2), sin embargo, uno o dos embriones tienen la
radicula alejada del micrépilo (cuadrante C2), todas las radiculas se encuentran

conectadas al rafe; este morfotipo llega a tener hasta seis embriones viables.

Las semillas con este morfotipo son grandes y con forma ovoide (IPGRI, 2000). Los

frutos de los que provienen tienen cinco semillas en promedio y cada una con cinco
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embriones como media. Los embriones son de color blanco verdoso o blanco amatrillento;

la chalaza es de color café (Cuadro 1).

Figura 14. Morfotipo micropildistante. Se presentan los embriones entrelazados con al menos
una radicula alejada del micrépilo y unida al rafe; la orientacién es en relacion con la chalaza (C),
micrépilo (M) y rafe (R).

Origen genético

Para discriminar el origen parental, se evaluaron a nivel molecular tres series de
embriones con este morfotipo (Cuadro 5). En total se analizaron 12 plantulas. Se
encontraron ocho genotipos, es el Unico caso donde el 100 % de embriones fueron
distintos a la madre. Dos genotipos resaltan por contar con varios integrantes con distinta
procedencia; uno de estos genotipos contiene a cinco individuos, donde tres individuos
provenientes de la misma semilla son similares entre si (1321, 1322 y 1323), sin
embargo, son distintos a la planta madre; en otro genotipo a dos individuos procedentes
de la misma semilla (8423 y 8425) son distintos a la planta madre y similares entre si

(Figura 15).
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Cuadro 5. Origen parental, tamafio y orientacion de las plantulas derivadas de los embriones del

morfotipo Micropildistante.

Individuo  Ubicacién Tamano Origen Individuo Ubicacion Tamano Origen
(mm) (mm)
1321 MLAnterior g g D 8421 M1 1.0 D
y Posterior Anterior
1302 M2 Anterior g g D 8422 M1 15 D
y Posterior Anterior
Cl,C2y
1323 M2 7.0 D gagz  ClyML oo D
Anteriores y Anteriores
Posteriores
C1, C2, M1
2141 M2 Anterior 4.0 D 8424 y M2 10.0 D
Posteriores
Cily Ml
Anterioresy 9.5 D 8425 C2 Anterior 4.0 D
2142 :
Posteriores
o143  CLYML g5 D
Anteriores

Chalaza 1 (C1); Chalaza 2 (C2); Micropilo 1 (M1); Micropilo 2 (M2); Distinto (D); Similar (S); Muerto (::::)
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Figura 15. Dendrograma de similitud genética de las plantulas de los embriones del morfotipo
Micropildistante.

Morfotipo Base-Entrelazados

Descripcion morfologica

Este morfotipo se encontré en 36 semillas (33.33 %), es el morfotipo mas frecuente,
seguido del morfotipo embriones base; sus rasgos principales son que cuenta con
caracteristicas del morfotipo embriones base y del morfotipo entrelazados. Como en el
morfotipo Embriones base presenta varios embriones en la base (cuadrantes M1y M2)
y como en morfotipo Entrelazados, cuenta con embriones entrelazados en todos los

cuadrantes, los embriones de la base siempre se encuentran mas cercanos al micropilo
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gue los embriones entrelazados; este morfotipo es el que cuenta con mayor cantidad de

embriones viables, hasta 12 embriones.

Las semillas con este morfotipo son principalmente medianas, de forma ovoide
(IPGRI, 2000); los frutos de donde se originan tienen seis semillas en promedio y ocho
embriones como media; los cotiledones son color blanco verdoso o de color crema; la

chalaza es normalmente rojiza y en algunos casos es café (Cuadro 1).

Figura 16. Morfotipo Base- Entrelazados. Morfotipo Dos Grupos. Se presentan los dos conjuntos
de embriones; uno con embriones entrelazados y otro con embriones en la base; la orientacion
es en relacion con la chalaza (C), micrépilo (M) y rafe (R).

Origen genético
Para discriminar el origen parental, se evaluaron a nivel molecular ocho series de
embriones con este morfotipo (Cuadro 6). En total se analizaron 52 plantulas. Se

encontraron 10 genotipos, el 20.6 % de embriones fueron distintos a la madre y 79.4 %

similares. Las plantas obtenidas de los embriones méas pequefios en la zona de la base
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son distintos a la madre; ademas, en la zona de los embriones entrelazados, los méas
grandes y proximos al tequmento interno también son distintos a la madre. Cuatro de los
genotipos distintos a la planta madre mostraron mas de un individuo, como lo es en el
caso de 8516 con 8223, en 8326 con 8313, en 8314 con 8312 y en 8511 con 4211; el
individuo mas alejado de la planta madre es el 5411, con base en los alelos detectados

en las seis posiciones del genoma (Figura 17).
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Cuadro 6. Origen parental, tamafio y orientacion de las plantulas derivadas de los embriones del
morfotipo Base -Entrelazados.

Individuo Ubicacion Tamano Origen  Individuo Ubicacién Tamano Origen
(mm) (mm)
2121 M2 Anterior 2.0 8313 M1 25 D
Anterior
2122 M2 Anterior 2.0 8314 M1 3.0 D
Anterior
M2 M1
2123 Posterior 2.5 8315 Anterior 4.5 S
M2 M1
2124 Posterior 3.0 S 8316 Anterior 1
. Cl,C2, M1
2125 ~MIlAnterior g g S 8317 y M2 8.0 S
y Posterior .
Anteriores
M1y M2 C1, C2, M1
2126 Anterior y 7.5 S 8318 y M2 9.0 S
Posterior Anteriores
C1, Cl\i’le C1,C2, M1
2127 y 9.0 S 8319 y M2 9.0 S
Anterior y .
. Posteriores
Posterior
C1,C2, M1
4211 M1 Anterior 2.0 D 831-10 y M2 6.5 S
Posteriores
M2 M2
4212 Posterior 4.0 8511 Anterior 3.0 D
4213 M1 Anterior 25 S 8512 Mz. 3.0 S
Anterior
C1,C2, M1 M2
4214 y M2 8.0 S 8513 . 15
) Posterior
Anterior
4215 M2 55 s 8514 M2 2.5 S
Posterior Anterior
C1l,C2, M1
4216 y M2 9.0 S gs1s  CLYML g, D
. Anterior
Posterior
5111 M1 35 gs16  CLYML o g, D
Posterior Posterior
A(r:nle)r/i(ljvrlés C2yM2
5112 6.5 S 8517 Anteriores 8.0
y_ Posteriores
Posteriores
C1l,C2, M1
5113 y M2 8.5 S 8221 MLIYM2 5, S
) Anteriores
Anteriores
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Individuo Ubicacion Tamano Origen  Individuo Ubicacién Tamano Origen
(mm) (mm)
y
Posteriores
5411  M1Anterior ., D 8222 M1 1.0
y Posterior Posterior
C1l,C2, M1
5412 M2 Anterior 25 D 8223 Y M2 7.5 D
Anteriores
M|2 C1,C2, M1
5413 . 4.0 S 8224 Y M2 8.5 S
Anterior :
Posteriores
5414 M2 Anterior o o S 8321 M2 1.0 S
y Posterior Posterior
5415 M1 3.0 S 8322 M2 1.0 S
Posterior Posterior
C2y M2 M2
5416 Anterior y 7.5 S 8323 . 1.0 S
. Posterior
Posterior
ClyM1 M1
5417 Anterior y 7.5 S 8324 , 2.0 S
: Anterior
Posterior
8310 M1 Anterior 1.0 8325 ~ MlyM2 25 S
Anteriores
M2 C1,C2, M1
8311 . 3.0 D 8326 Y M2 8.0 D
Posterior .
Posteriores
M2 Cl,C2, M1
8312 . 2.0 D 8327 Y M2 8.5 D
Posterior .
Anteriores

Chalaza 1 (C1); Chalaza 2 (C2); Micropilo 1 (M1); Micropilo 2 (M2); Distinto (D); Similar (S); Muerto (::::)
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Figura 17. Dendrograma de similitud genética de las plantulas de los embriones del morfotipo
Base- Entrelazados.

Relacion entre morfotipos

Los morfotipos muestran diferencias entre si, como se puede observar en la Figura
18; el morfotipo micropildistante es el que tiene mayor diferencia en el comportamiento
de los alelos a causa de que todos sus embriones fueron distintos a la planta madre; el
morfotipo que queda en el centro es Dos Grupos, mostrando relacion con los demas
morfotipos, los grupos G1 y G2, de manera individual llegan a mostrar arreglos de
embriones como los morfotipos En, BE y EB; el morfotipo Base-Entrelazados esta en
mayor medida relacionado con el morfotipo Entrelazados que con Embriones Base; el
morfotipo Embriones Base se encuentra mas relacionado con Micropildistante; en el

cuadro 27 (Anexo A6) se muestra la similitud entre los morfotipos. Este comportamiento
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puede ser debido a que los tipos de apomixis presentados en los distintos morfotipos
muestran tendencias en el comportamiento, como lo es en el caso de En y BE, donde
sus embriones entrelazan los cotiledones, con la diferencia de que Base-Entrelazados
muestra embriones pequefios en la base y Entrelazados no, por lo que muestran similitud
pero no son idénticos en el comportamiento; en el caso del morfotipo DG, cada grupo
puede estar presentando un tipo de apomixis, lo que hace que pueda tener embriones
entrelazados en un grupo y uno sencillo en otro, o también Embriones en la Base o Base-
Entrelazados, por lo que se puede dar explicacién a que en el dendrograma se posicione
en el centro; los morfotipos EB y M muestran cercania en el comportamiento, esto puede
ser debido a que cuentan con individuos que son similares entre si pero distintos a la
madre, sin embargo, Micropildistante se separa de los demas por tener la totalidad de

sus embriones distintos a la planta madre.
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Figura 18. Frecuencia de alelos compartidos entre los morfotipos.
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Variacion e identidad genética

Los productos de PCR fueron examinados por medio de PAGE, como se muestra en
la Figura 19. Los resultados obtenidos de los diferentes primers en todos los individuos
se muestran en el cuadro 20 (Anexo A6), de color verde los individuos similares a la
planta madre y en naranja los individuos diferentes, éstos se separan por el tipo de

morfotipo.
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Figura 19. Ejemplo de patrones de bandeo con el marcador GTO03; Alelo 1 (Al); Alelo 2 (A2);
Alelo 3 (A3).

Se encontr6 polimorfismo en seis de los 21 marcadores examinados. Estos
marcadores tuvieron un PIC que oscil6 de 0.138 a 0.434, con promedio de 0.364, lo que
indica un valor informativo. Derivado de ello, fue posible determinar que el intervalo de la
frecuencia del alelo mas comun fue de 0.508 a 0.9211 con promedio de 0.593, lo que
derivé en encontrar de tres a cuatro alelos por marcador y de tres a cinco genotipos entre

los seis marcadores (Anexo A6).

La variaciébn a nivel de las seis posiciones del genoma evaluadas, condujo a

encontrar valores de heterocigosidad de 0.1579 a 0.9298 con promedio de 0.7822 y
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diversidad genética de 0.1467 a 0.5397 con promedio de 0.4587. Esta diversidad se
denotd entre los arboles madre, semillas y embriones y trascendié en la identidad

genética como se describe a continuacion.

En las distintas posiciones evaluadas con los seis mercadores se obtuvieron entre
tres y cuatro alelos, en el caso de AG 14 se presentaron tres alelos y solamente tres
genotipos de los nueve posibles; en TAA3 se presentaron tres alelos y solamente tres
genotipos de los nueve posibles; para TAA 15 se presentaron cuatro alelos y solamente
cinco genotipos de los 16 posibles; en TAA41 se presentaron cuatro alelos y solamente
cinco genotipos de los 16 posibles; para GT0O3 se presentaron cuatro alelos y solamente
cinco genotipos de los 16 posibles; y en el caso de CAC23 se presentaron tres alelos y
solamente tres genotipos de los nueve posibles. La posicion en el genoma con mayor

valor de 0.4349 de PIC fue el TAA41 con un valor de heterocigosidad de 0.9298.

Arbol 1

Con tres plantulas descendientes de una semilla de un fruto, se encontré que todas
las plantulas fueron diferentes entre si con base en los alelos detectados en las seis
posiciones del genoma, por lo que las plantulas no son genéticamente idénticas a la

madre (Figura 20).
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Figura 20. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 1 y la descendencia.

Arbol 2

Con ocho plantulas descendientes de tres semillas de dos frutos, se encontr6 que la
mayoria de poblacion fue similar a la madre, solamente dos individuos de la misma
semilla presentaron diferencias a la madre y entre si, con base en los alelos detectados

en las seis posiciones del genoma (Figura 21).
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Figura 21. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 2 y la descendencia.
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Arbol 3

Con 11 plantulas descendientes de dos semillas de un fruto, se encontré que la
mayoria de poblacion fue similar a la madre, y tres individuos de dos semillas presentaron
diferencias a la madre con base en los alelos detectados en las seis posiciones del
genoma, dos de ellos similares entre si, pero de diferente semilla (3511 y 3542), el 3545

fue diferente al 3542 que provienen de la misma (Figura 22).
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Figura 22. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 3 y la descendencia.

Arbol 4

Con 11 plantulas descendientes de tres semillas de dos frutos, se encontré que la
mayoria de la poblacion fue similar a la madre, y tres individuos de tres semillas

presentaron diferencias a la madre y entre si, con base en los alelos detectados en las
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seis posiciones del genoma, por lo que las tres plantulas no son genéticamente idénticas

a la madre y el origen difiere del de la madre (Figura 23).
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Figura 23. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 4 y la decendencia.
Arbol 5

Con 15 plantulas descendientes de tres semillas de tres frutos, se encontré que la
mayoria de poblacién fue similar a la madre, y tres individuos de tres semillas presentaron

diferencias a la madre y entre si, pero dos mas cercanos de diferente semilla (5411 y

5212) con base en los alelos detectados en las seis posiciones del genoma (Figura 24).
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Figura 24. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 5 y la descendencia.

Arbol 6

Con 13 plantulas descendientes de dos semillas de dos frutos, se encontré que la
mayoria de poblacion fue similar a la madre, y tres individuos de dos semillas presentaron
diferencias a la madre y entre si, pero dos mas cercanos de diferente semilla (6228 y
6115) con base en los alelos detectados en las seis posiciones del genoma, por lo que

las tres plantulas no son genéticamente idénticas a la madre (Figura 25).
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Figura 25. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 6 y la descendencia.
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Arbol 7

Con 17 plantulas descendientes de tres semillas de tres frutos, se encontré que la
mayoria de la poblacion fue similar a la madre, ocho individuos de tres semillas (48 %)
presentaron cuatro subgrupos que cuentan con diferencias ligeras entre si, donde un
genotipo resalta por sus diferencias con los demas (7316); con base en los alelos
detectados en las seis posiciones del genoma, por lo que las ocho plantulas no son

genéticamente idénticas a la madre (Figura 26).

7112

Figura 26. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 7 y la descendencia.

Arbol 8

Con 29 plantulas descendientes de cinco semillas de cuatro frutos, se encontré que
el 51 % de la poblacién fue similar a la madre, y el resto distinto (provenientes de cuatro
semillas) estos individuos presentaron cinco subgrupos con diferencias entre si, uno de
los subgrupos presentd genotipos idénticos (8423 y 8424); a diferencia de los demas
arboles, en este se presentaban mas cercanos los individuos de una misma semilla que

eran distintos a la madre; con base en los alelos detectados en las seis posiciones del
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genoma de Mandarino Ortanique, por lo que las tres plantulas no son genéticamente

idénticas a la madre (Figura 27).
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Figura 27. Frecuencia de alelos compartidos entre la planta madre 8 y la descendencia.

Plantulas distintas y sus madres

En total 35 plantulas (29 %) de las 121 que se trabajaron fueron distintas a la madre,
dando 23 subgrupos, donde un genotipo fue el mas comudn con seis individuos similares
entre si, provenientes de cinco semillas distintas; el segundo genotipo mas frecuente
cuenta con cuatro individuos provenientes de tres semillas distintas; y en el tercer
genotipo se agrupan tres individuos de tres semillas distintas. Se muestran individuos
distintos a la madre, pero idénticos entre si y que son de la misma semilla, como lo son
8423 y 8425. Las plantas madres, que fueron propagadas por yemas de la misma
variedad, mostraron ser idénticas entre si, con excepcion del arbol 1, este arbol presenté
el menor niumero de series completas sobrevivientes. De los 35 individuos distintos a la

planta madre, 13 (37 %) se encuentran en tres genotipos y el resto (63 %) de individuos
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en 20 genotipos. Todo con base en los alelos detectados en las seis posiciones del
genoma, por lo que las 35 plantulas no son genéticamente idénticas a la madre; se

deduce que el origen difiere del de la madre (Figura 28).
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Figura 28. Frecuencia de alelos compartidos entre las plantas con recombinacién genética y las
plantas madre.
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VI. DISCUSION

En la actualidad se han realizado algunos trabajos de poliembrionia en citricos donde
se menciona que los distintos embriones producidos de manera cigética o nucelar se
pueden diferenciar de acuerdo con la posicidén en la semilla (Andrade et al. 2005), sin
embargo, no se cuenta con la descripcion especifica del origen de los embriones en una
semilla contrastando tanto andlisis moleculares como caracterizacién morfolégica, lo cual
ayudaria a la propagacion de variedades de interés provenientes de embriones nucelares
capaces de generar plantas idénticas a la madre (USAID, 2007). Al identificar a los
embriones nucelares se permite reproducir portainjertos que den homogeneidad del
huerto, mantener las caracteristicas deseadas por medio de clones que por la constante
propagacion vegetativa han perdido vigor, y obtener plantas con prueba negativa a virus,
viroides, fitoplasmas y bacterias en programas de saneamiento y certificacion (Villegas-
Monter y Andrade-Rodriguez, 2008), esta informacion ayudaria a mejorar la calidad de
planta que ofrecen los viveristas, y a su vez prosperar en el rendimiento y calidad de

fruto.

Morfotipos propuestos

De acuerdo con los morfotipos detectados y nomenclatura propuesta en esta
investigacion, es posible que dependiendo del tipo de arreglo embrionario se presenten
distintos tipos de poliembrionia. Por ejemplo, la embrionia adventicia podria generar un
morfotipo como Embriones Base; en tanto que, la formacion de varios sacos
embrionarios podria dar origen al morfotipo Dos Grupos, como lo sefiala Kultonow

(1993), que para citricos se presenta la embrionia adventicia. Sin embargo, Koltunow y
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Grossniklaus (2003), en un trabajo posterior mencionan que los citricos pueden presentar
dos tipos de poliembrionia: aposporia y embrionia adventicia; la caracterizacion de los
morfotipos y del origen, contribuye a entender por qué se presentan distintos embriones

en diferentes posiciones, tamafos y la relacion existente con el genotipo.

El origen del morfotipo Dos Grupos podria tener relacién con la formacion de dos
sacos embrionarios y por consecuencia presentar varios embriones en cada saco, sin
embargo, no se tienen estudios aun sobre el tema. Como Bacchi (1943) menciona, los
embriones gemelos se pueden formar en diferentes sacos embrionarios dentro de la
misma semilla en Citrus. Por otro lado, Crane (2001) menciona que en algunos casos,
los sacos embrionarios reducidos y no reducidos pueden coexistir en el mismo nudcelo, y
gue la capacidad de formar multiples sacos embrionarios en el mismo 6vulo aumenta la
frecuencia de la poliembrionia. Este hecho también es planteado por Koltunow y
Grossniklaus (2003), quienes sefialan que el inicio exitoso de la embriogénesis en sacos
embrionarios derivados de ambas vias puede dar lugar a una semilla poliembrionaria; en
consecuencia, se debe realizar un analisis de seguimiento de distintas semillas en
distintas etapas del desarrollo dentro del fruto, sin embargo, esto se ve dificil, ya que los
meétodos utilizados actualmente son destructivos, se requeriria de algun equipo que

permita el andlisis de las semillas en desarrollo dentro del fruto sin dafarlo.

El morfotipo de Embriones Base, podria tener relacion con la embrionia adventicia
en la formacién del embridon de mayor tamafio (Koltunow y Grossniklaus, 2003) y también
por lo mencionado por Tisserat y Murashige (1979), quienes describen que la
poliembrionia puede ser dada por la formacion de embriones a partir de células de otros

embriones (también llamada biparticion), de las sinérgidas y antipodas, células de la
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nucela, de los tegumentos e incluso de las hojas; ademas Koltunow y Grossniklaus
(2003), mencionan que la embrionia adventicia ocurre en una fase tardia del desarrollo
del 6vulo a partir de células del tegumento o de la nucela y que, por lo general, la
supervivencia del embrién depende del éxito de la fecundacion del saco embrionario
adyacente derivado de la meiosis, y de la capacidad del embrién adventicio de crecer lo

suficiente como para acceder al endospermo nutritivo.

Los embriones en el morfotipo entrelazado puede ser explicado por embrionia
adventicia en la formacion de embriones a partir de los tegumentos internos y externos,
a partir de la nucela, sinérgidas, antipodas y ovocélula (Koltunow y Grossniklaus, 2003),
lo que podria dar origen a varias capas de embriones, ademas, muestran disposicion
similar a la de las hojas en el tallo (opuestas disticas), esto puede deberse a que se
formen a partir de células de las hojas, como mencionan Tisserat y Murashige (1979);
Johri et al. (1992) resaltan que en ambos casos podrian ser distintos a la madre en el
embrién mas préximo al micropilo y a su vez alejado del tegumento interno, y de origen
apomictico los mas cercanos al tegumento interno; lo que se puede resaltar con los
analisis moleculares contrastados con los morfotipos (descripcidon del morfotipo

entrelazados).

Dentro del morfotipo Sencillo se pueden encontrar rudimentos de embriones que no
alcanzan a formarse completamente, puede ser debido a falta de nutrientes al momento
de la formacién, como lo mencionan Johri et al. (1992), quienes indican que embriones
cigoticos pueden o no sobrevivir, y que, si no se produce la fecundacién, el embrién
adventicio crece obteniendo nutrientes de las células nucelares y tegumentarias en

degradacion.
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La formacion del morfotipo Micropildistante puede deberse a la fecundacién y
desarrollo de embriones por células de las antipodas, y a la formacién de una conexion
con el rafe para la nutricion, ya que los 6vulos antrépicos cuentan con rafe dorsal,
micropilo y chalaza (Saxton y Péringuey, 2010); el rafe funge como via de administracién
principal de nutrientes dentro de la semilla, y tiene la posibilidad de formar embriones
tanto de las sinérgidas como de las antipodas (Johri et al.,1992). Ademas, se presentan
embriones similares entre si, pero distintos a la madre, que también se presenta en
embriones base, que puede ser explicado por la biparticion (Tisserat y Murashige, 1979).
Este comportamiento ayuda a explicar como es posible que se presenten varios
embriones distintos a la planta madre con tamafos similares, y la apomixis facultativa
(Kepiro y Roose, 2007), podria explicar porque no se generan embriones de origen
nucelar en el caso de este morfotipo, que tiene frecuencia de 3.33 % de los casos, lo que
nos dice que Mandarino Ortanique tiene mayor tendencia a mantener el genotipo en la

propagacion por semilla.

La formacion del morfotipo Base-Entrelazados puede tener relacidbn con por
embrionia adventicia en la formacién de embriones a partir de los tegumentos internos y
externos o a partir de la nucela (Koltunow y Grossniklaus, 2003), lo que puede formar
embriones en la zona mas cercana a la chalaza o en la zona mas cercana al micropilo;
esto también puede ser explicado por la fecundacién o apomixis en las sinérgidas y

antipodas (Batygina y Vinogradova, 2007)..

Es mencionado que multiples embriones adventicios pueden desarrollarse de forma
asincronica dentro del mismo 6vulo (Gustafsson, 1946), por lo que la competencia y

empaquetamiento afectan la morfologia al desarrollarse en el espacio reducido de la
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semilla. Los embriones adventicios pueden dividirse en embriones nucelares y
embriones tegumentarios, en funcion del lugar en donde se originen los embriones.
Naumova (1993) menciona que la organizacion temprana de los embriones adventicios
difiere en algunas caracteristicas de los embriones cigéticos, es posible que la causa sea
el espacio limitado y que el campo de tensién mecanica en la nucela difiere del saco
embrionario, todo esto apoya la idea de que existan distintos morfotipos con tendencias

en el origen genético de cada uno de sus embriones.

Se requiere del estudio de las distintas especies de citricos para definir los morfotipos
presentes e intentar detectar como se presenta la apomixis en cada caso, de igual forma
se deben analizar en distintos ciclos de produccion ya que las condiciones son diferentes,
como sugieren Moreira et al. (1947), las muestras de estudio deben incluir semillas
extraidas de frutos de diferentes arboles, dado que existe variacién anual en el grado de
poliembrionia lo que coincide con lo que reportan Andrade et al. (2003), considerando
esto, se vuelve necesario estudiar muestras de los diferentes cultivos en distintas épocas
de cosecha. La poliembrionia muestra variaciones entre épocas por lo que sefialan
Koltunow y Grossniklaus (2003), que los eventos apomicticos pueden ser facultativos, y
gue, dependiendo del tipo de apomixis, los eventos de reproduccion sexual pueden

ocurrir en el mismo évulo o en diferentes 6vulos de la misma planta apomictica.

De los seis morfotipos evaluados, en el Micropildistante todas las plantas obtenidas
de los embriones fueron diferentes a la madre y en los otros cinco el 72 % fueron iguales.
Otro aspecto importante, exceptuando al morfotipo micropildistante, es que en los otros

cinco morfotipos la mayoria de las plantas diferentes a la madre provenian de embriones
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pequefios préximos al micropilo (16.7 %) y en algunos de los embriones de mayor

tamafo ubicados proximos a la chalaza (11.2 %).

Discusion de resultados del andlisis genético molecular con base en morfotipos

Para el morfotipo Dos Grupos se presentan embriones distintos a la madre en ambos
grupos, por lo que es posible que se muestre lo que mencionan Bacchi (1943), Crane
(2001), Koltunow y Grossniklaus (2003), que se pueden presentar mas de un saco
embrionario y en cada uno existe la posibilidad de obtener embriones cigoticos o

nucelares.

En el morfotipo Embriones Base, los embriones diferentes a la planta madre, se
observaron en plantas generadas de los embriones mas pequefios y proximos al
micropilo como distintos a la madre, lo que nos dice que se presenta lo mencionado por
Koltunow y Grossniklaus (2003), que algunos embriones comienzan a desarrollarse
previamente a la fecundacion, por lo que cuentan con mayor tamafio y al momento de
presentarse la demanda de nutrientes de los demas embriones (similares o distintos a la
madre) no logran crecer como el ya existente. Al solo presentarse algunos embriones de
la base distintos a la madre pero con origenes diferentes entre si, nos dice que es posible

que exista heterofertilizaciéon (Maruyama et al., 2013).

En el morfotipo Entrelazados las plantas diferentes a la madre se obtuvieron del
embrion mas alejado del tegumento interno, dejando al embrién fecundado rodeado por
embriones nucelares, lo que se asemeja a lo mencionado por Tisserat y Murashige

(1979), que los embriones pueden tener origen de células de hojas.
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En el morfotipo micropildistante es posible que exista heterofertilizacion sin
embriones nucelares. Se presentan embriones de tamafios similares, lo que nos dice
gue las fertilizaciones que se presentaron fueron en momentos no distantes, este tipo de

morfotipo se puede utilizar para propagar plantas de cruzas dirigidas.

En el morfotipo Base-Entrelazados, los embriones pequefios en la base son distintos
a la planta madre, al igual que en el arreglo Embriones Base, ademas de los embriones
mas grandes y proximos al tegumento interno de los que se encuentran entrelazados a
diferencia de los embriones en la base, los entrelazados se comportaron parecido al

segundo grupo del morfotipo DG.
Discusién de la variacion e identidad genética

Como se observo en este estudio, hubo variacion en las seis posiciones del genoma
de Mandarino Ortanique entre los arboles madre y los embriones examinados. Con este
escenario, hubo casos donde se muestran individuos distintos a la madre, pero idénticos
entre si y que son de la misma semilla, donde es posible que se esté presentando

biparticién, tal como indican Koltunow y Grossniklaus (2003).

Ademas, se llegaron a presentar diferencias con las demas plantas madre, a pesar
de ser todos propagados de manera vegetativa, esto nos da indicios de la presencia de
una posible mutacién, como se muestra en el caso del Arbol 1 comparado con los otros

siete.

En promedio, las plantas obtenidas de embriones con diferente morfotipo mostraron
39.9 % de embriones distintos a la madre, sin embargo, el rango de porcentajes fluctua

desde 20 % hasta 100 % de embriones distintos a la madre por arbol, lo que se puede
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deber a lo mencionado por Uma-Shaanker (1997), que la poliembrionia puede variar a

causa de la nutricion con la que la planta se desarrolla.
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VII. CONCLUSIONES

Se encontraron seis morfotipos en semillas de Mandarino Ortanique.

Los embriones dentro de las semillas cuentan con tendencias distintas en el origen
genético con base en el morfotipo, posicion y tamafio.

Puede existir mas de un embrion distinto a la madre en una semilla.

Se pueden obtener embriones similares a la madre con al menos 72 % de

probabilidades.
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VIill. RECOMENDACIONES

Separar los embriones para la siembra, ya que es una practica que beneficia la
velocidad de germinacion, ademéas de mejorar la forma de la raiz y el vastago.
Evaluar en otras especies.

Para el andlisis molecular se pueden realizar las extracciones de ADN
directamente de cada embrion.

Para la produccién de semillas se deben tener plantas con manejo especifico.
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ANEXOS

Anexo Al. Protocolos de extraccion de ADN

Cuadro 7. Protocolo de extraccién de ADN de hojas de Mandarino Ortanique.

Paso Descripcion
1 Preparacion de CTAB
1. Pre-CTAB ..., 12mL
2. CTAB ..o 240 mg
3. Betamercaptoetanol 2 %...240 uL
2 Calentar a 70°C el pre-CTAB
3 Agregar el CTAB. Disolver en vortex.
Una vez disuelto el CTAB, adicionar el Betamercaptoetanol, mezclar hasta
disolver
4 Agregar un mL de esta solucion a la muestra previamente molida
5 Incubar a 65 °C durante 90 min
6 Centrifugar a 11,500 rpm por 10 min
7 Transferir el sobrenadante a microtubos nuevos
8 Agregar la misma cantidad de cloroformo isoamilico (24:1) que el
sobrenadante transferido
9 Centrifugar a 11,500 rpm por 10 min
10 Transferir el sobrenadante a microtubos nuevos
11 Precipitar con % del volumen del sobrenadante transferido con isopropanol
absoluto frio.
12 Centrifugar a 11,500 rpm por 10 min
13 Incubar a -75°C (ultracongelador) durante 5 min
14 Incubar a -20°C (ultracongelador) durante 1 hrs
15 Centrifugar a 11,500 rpm por 5 min
16 Desechar isopropanol
17 Lavar pastilla con 1 mL etanol al 70 % (2 lavados)
18 Centrifugar a 8,500 rpm por 5 min
19 Lavar pastilla con 1 mL etanol al 70 %
20 Centrifugar a 8,500 rpm por 5 min
21 Dejar secar a 30°C durante 12-15 minutos, hasta secar la pastilla
22 Resuspender muestra en 70 uL TE de pH 8.0
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Cuadro 8. Protocolo de extraccion de ADN proveniente de embriones y endospermo de
Mandarino Ortanique.

Paso Descripcion

1 Separacion de los embriones, registrando el
origen anatébmico

2 Registrar el peso de cada uno de los embriones para definir las proporciones
(20 mg = 100 %)

3 Moler a temperatura ambiente dentro de un tubo de 1.5 ml hasta obtener un

polvo fino con un pistilo plastico esterilizado.

CTAB-lauril sarcosyl buffer! to isolate DNA of seeds using microtubes of 1.1 ml

25 rxn 250 rxn 500 rxn TS50 rxn
SOL. COMC. [FIraL] 10 ml 100 ml 200 mil 300 mil
dH20 5.6 mil 56.0 ml 112 .0 ml 1650 mil
1 M Tris-7.5 100 b 1.0 mil 10.0 mil 20.0 mil 30.0 ml
5 M MNacl F0OO0 mbi 1.4 mil 14.0 mil 28.0 ml 420 ml
4 0.5 M EDTA-8.0 50 mihA 1.0 mil 10.0 ml 20,0 mil 0.0 ml
CTAB 1 %o ol gr 1.0gr 20gr 3.0gr
1095 Sarcosyl? 1 %6 1.0 ml 10.0 ml 20.0 ml 30.0 ml
2 use a fresh buffer every time. Before adding CTAB (SiEma M-7635) and lawril sarcosyl (SiEma L5125), heat the
buffer until 65 °C. You can prepare the buffer one day before to DrA isolation, but do add neither CTAB nor
fr:::::m phenol [Sigma PA557] without touching the Tris layer. Mix it wigorously with the chloroform [Baker
9180} before add to tha samples. Do not use the phenal if it has a rose color.
A sterilize by filtration the 10% lauril sarcosyl solution before adding.
5 Agregar inmediatamente después de la molienda el CTAB-lauril sarcosyl buffer
a 65°C y mezclar por inversion.
6 Incubar las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente con una
agitacion suave y continua.
- Dar un breve pulso en centrifuga. Afiadir 400 ul de fenol:cloroformo (1:1) y
mezclar bien.
8 Incubar las muestras bajo agitacion durante 10 minutos a RT.
9 Centrifugar las muestras a 11,500 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

10 Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y estéril (aproximadamente 200 ul)
nuevos tubos.
Precipitar con un volumen de isopropanol frio. Mezclar suavemente por
1 . L N )
inversion. Incubar a -20°C durante al menos 60 minutos.
12 Centrifugar a 11,500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente y vierta
el isopropanol.
Lavar con un volumen de etanol al 70 % (aproximadamente 400 ml).
Centrifugar a 11,500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Decantar el etanol.

13

14 Evaporar el etanol restante dejando las muestras en una campana laminar
durante la noche.

Diluir el ADN con 100 ul de TE pH 8.0

15
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Anexo A2. Caracteristicas de los marcadores SSR

Cuadro 9. Temperaturas de alineacién de los marcadores SSR para PCR.

Primer X
TAA 52 45.4
CCSM 147 49.35
CCsSM 13 50.7
CCSM 18 51.45

TAA 41 50
ATCO09 52.45
CCsSM 4 52.5

TAA27 53.1
GT 03 50.3
CT 02 54.5

CATO01 5455
TAA45 5455

CAC 23 49
AG 14 48.5
F6 55.05
CAGG9 55.2

TAA 15 49
F4 56.5
TAA 3 56.7
F7 56.75

TAA 1 56.95

Cuadro 10. Caracteristicas de los marcadores moleculares.

Marcador

Forward Reverse

TAA1
TAA15
TAA27
TAA41
TAA45
TAA52
CAC23
CAGG9
TAA3

GACAACATCAACAACAGCAAGAGC AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC
GAAAGGGTTACTTGACCAGGC CTTCCCAGCTGCACAAGC
GGATGAAAAATGCTCAAAATG TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC

AGGTCTACATTGGCATTGTC ACATGCAGTGCTATAATGAATG
GCACCTTTTATACCTGACTCGG TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG
GATCTTGACTGAACTTAAAG ATGTATTGTGTTGATAACG
ATCACAATTACTAGCAGCGCC TTGCCATTGTAGCATGTTGG
AATGCTGAAGATAATCCGCG TGCCTTGCTCTCCACTCC

AGAGAAGAAACATTTGCGGAGC GAGATGGGACTTGGTTCATCACG
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CCSM 4 TTCTCCTCATCTTCGACTCC CCGATCTTACGACGTATCAA
CCSM147 AGACTCACGTAACCTACTTC GCTATGTTATGATACGTCTG
CCSM13 CTAGAGCCGAATTCACC AACAGCTACCAAGACACC
CCSM18 AACAGTTGAAGAGGAAG GTGATTGCTGGTGTCGTT

ATCO9 TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG
GTO3 GCCTTCTTGATTTACCGGAC TGCTCCGAACTTCATCATTG
CATO1 GCTTTCGATCCCTCCACATA GATCCCTACAATCCTTGGTCC
C102 ACGGTGCGTTTTGAGGTAAG TGACTGTTGGATTTGGGATG
AG1l4 AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC

F6 TTCATTTGGAACAAAACCCAATTC GCTGCTAATCACAGCATCAAGAGA
F4 AGTGAACTGTCCATTGGATTTTCG GTGTTGAATCCCGACCTTCTACC
F7 CTGTTACCGTTGAGGAAACCAAAG CTCTTCAGCTGGTTTCTCTTCCTG

Anexo A3. Protocolos de gel de agarosa

Cuadro 11. Amortiguador de carga para gel de electroforesis TBE 5X.

a

Componente Peso molecular 1L 2L 3L
Trizma Base 121.0 540¢g 108.0g 162.0g
Acido Bérico 61.83 27.5 55.0g 82.5g
EDTAO5M,pH80 - 20.0 ml 40.0 ml 60.0 ml
Cuadro 12. Preparacion de SGB (amortiguador de carga con tinte).

Componente [final] 50 ml

Tris 1.0 M, pH 8.0 50 mM 2.5ml

EDTA 0.5 M, pH 8.0 5 mM 0.5 ml

Sacarosa 25% 125¢g

Azul de bromofenol 2 mg ml1 100 mg

dH-0 ---  hasta50ml

Cuadro 13. Procedimiento para elaboracién de gel de agarosa (2 % para gel de calidad y 3 %

para ver productos de PCR).

1. Pese 1 g de agarosa y colocarla en un matraz de 250 ml para un gel 1 % de
100 ml. Ajuste concentracion y volumen segun se requiera.

2. Agregue 100 ml de TBE 1X. Mezcle agitando suavemente hasta disolver los

grumos.

3. Caliente la mezcla en horno de microondas de 1-2 minutos dando pulsos de 20
seg y mezclando suavemente hasta que la agarosa se disuelva completamente.
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4. Deje enfriar hasta que no se observe evaporacion. Inmediatamente después
afiada 10 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml). Mezcle suavemente y evite la
formacion de burbujas.

NOTA: Para afadir el bromuro de etidio a la solucion de agarosa, utilizar la
micropipeta exclusiva para la manipulacion de BrEt.

5. Vierta la mezcla en el molde para el gel. No olvide colocar los peines y verificar
gue queden correctamente posicionados. Dejar enfriar por aproximadamente 20
min.

6. Colocar el molde con el gel dentro de la celda de electroforesis. Asegurar que
el gel quede completamente cubierto con el amortiguador de corrida.

7. Quitar el peine y checar que no queden burbujas dentro de los pozos del peine.
Si es el caso, quitarlas con la punta de una pipeta.

8. Cargar las muestras segun el mapa de cargado y migrarlas segun se requiera.
Por ejemplo, para un gel de calidad de ADN, mezclar 2 ul de ADN mas 3 ul de
buffer de carga, colocar los 5 ul resultantes en el pozo evitando introducir
burbujas. En un pozo aparte, colocar como referencia de peso e integridad, 25 ng
de marcador Lambda sin digerir. Migrar a 80 V durante 30 min.

Anexo A4. Programa de PCR

Cuadro 14. Programa de PCR.

1 Hold 3 Temp 30 cycles 2 Holds
94 94 48 72 72 10
5:00 1:.00 1:00 1:00 4:00 o0

Anexo A5. Protocolo de elaboracién de PAGE

Cuadro 15. Cantidades para la preparacion de geles de poliacrilamida.

Componente/concentracion 6% 8% 10% 12%
ddH20 39 ml 36 ml 33 ml 30ml
Poliacrilamida 29:1 al 409! 9 ml 12 ml 15 ml 18 ml
TBE bX 12 ml 12 ml 12 ml 12 ml
APSal 25% 210ul 210ul 210 ul 210 ul
TEMED 60 ul 60ul 60 ul 60 ul
Rango de separacién en pb 60-400 40-200

! también se puede emplear la mezcla 19:1. Si no se conoce cual es la relacién conveniente para separar
los fragmentos, se debe hacer una prueba de migracién. Las mezclas de acrilamida se preparan pesando
por separado los componentes y disolviéndolos en agua, o bien, se pueden adquirir en Sigma-Aldrich con
las referencias: 29:1 al 40% Cat. No. A2792 6 19:1 al 409 Cat. No. A-2917.
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Cuadro 16. Cantidades para la preparacion de la solucion fijadora (Fixer).

Componente Peso molecular 1L
dH20 e 900 ml
Alcohol etilico absoluto 46.97 100 ml
Acido acético glacial 60.05 5 ml

Cuadro 17. Construccion del molde.

1. Seleccione las placas de vidrio que usara para construir el molde. Las placas
son de dos tipos diferentes, una con bordes redondeados y otra con pestafias. Un
molde se construye con una de cada tipo.

2. Limpie las placas, primero con EtOH al 70 % y luego con dH20. Utilice toallas
Kimwipes® para limpiarlos. Ambas placas deben estar libres de particulas y grasa
para prevenir la formacion de burbujas que distorsionen la migracion.

3. Inserte la liga de plastico con borde de 1 mm para rodear tres lados de la placa
con bordes redondeados. Si lo requiere, jale suavemente la liga para amoldarla.
El lado bordeado de la liga debe quedar orientado hacia la parte limpia de manera
que las muescas de la liga queden hacia abajo y en las esquinas redondeadas.
Identifique esta liga por el color naranja y no la confunda con las ligas amarilla y
azul. Estas ligas son para preparar geles de diferente espesor.

4. Una vez colocada la liga, ponga la placa sobre una superficie limpia y plana.

5. Coloque los separadores de color negro de 1 mm de espesor sobre esta placa,
péngalos paralelos a los lados cortos y coincida los bordes redondeados de los
separadores y la placa. No deje espacios grandes entre el separador y la liga.

6. Encime la placa de vidrio que tiene pestafias sobre la placa con liga y
separadores. Oriente las pestafias de esta placa hacia el lado que no tiene liga
de la otra placa, de manera que quede el espacio para colocar el peine. Las caras
limpias de ambas placas deben coincidir también. Ajuste todos los bordes y
verifique que los separadores no estén enterrados a la liga para evitar fugas de la
solucién de acrilamida.

7. Con ayuda de una espatula, levante ambas placas y sujételas con los clips
azules. Los clips deberan presionar los lados que tienen liga. Ponga un clip en los
lados pequefios y dos clips en el lado grande inferior. Revise nuevamente la
posicion de los separadores. Si se movieron de lugar, vuelva a empezar.

8. Inserte el peine de plastico de 1mm entre las placas. Empiece insertando el
peine por los “dientes” de uno de sus extremos. Una vez que hayan entrado,
inserte la mitad del peine de manera que quede levantado. Este sera el molde
gue formara el gel.
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Cuadro 18. Protocolo de preparacion de gel de poliacrilamida.

1. Prepare la solucién de acrilamida en un matraz de 200 ml. Agregue primero el
agua (36 ml), la acrilamida (12 ml) y luego el TBE 5X(12 ml). Utilice una probeta
diferente para cada componente. Mezcle bien. Incorpore los activadores APS (210
puL) y TEMED (60 pL) en ese orden; utilizando una micropipeta de 1 ml'y 200 pL
para todo el proceso. Mezcle bien con movimiento circular y evite formar burbujas
tanto como pueda.

2. Vacie inmediatamente la mezcla del gel hasta que llegue al borde de la placa
con pestafias, hagalo por una de las esquinas del molde, de modo que la mezcla
guede entre ambas placa.

3. Empuje el peine e insértelo completamente. Ajuste la posicion y rellene el molde
inmediatamente hasta cubrir por completo los dientes del peine. Utilice una pipeta
de 1 ml para rellenar el gel por las esquinas del molde.

4. Deje polimerizar el gel 60 min.

Cuadro 19. Protocolo de electroforesis.

1. Prepare la celda de electroforesis. Verifiqgue que esté alineada con una burbuja
de alineacion, luego agregue amortiguador de corrida al contenedor inferior de la
celda hasta que alcance 1.5 cm de altura. Necesitara 400 ml de amortiguador TBE
1X para el sistema completo.

2. Quite con cuidado las pinzas azules y la liga. Enseguida, coloque el molde en
el contenedor al que se le puso el amortiguador. El gel debe quedar hacia el
interior de la celda, de tal modo que la migracién de las muestras sea vertical. Las
pinzas y ligas pongalas en una charola con agua destilada y lavelas tan pronto
sea posible. No deje secar la acrilamida que conlleven.

3. Sujete el molde con clips blancos, uno de cada lado. Haga lo mismo con el otro
gel. Si solo tiene un gel, coloque dos placas de vidrio de esquinas redondeadas
en el lado sin gel de la celda y también sujételas con clips blancos.

4. Agregue el amortiguador de corrida en el contenedor superior de la celda hasta
cubrir completamente el gel. Siempre utilice amortiguador nuevo en este
reservorio. Examine que no haya fugas de amortiguador del contenedor superior
al inferior. Si las hay, apriete mas el molde utilizando dos clips blancos en cada
lado en lugar de uno.

5. Compruebe que no haya burbujas en la parte inferior del gel. Si las hay,
empujelas hacia afuera con amortiguador de corrida utilizando la aguja de una
jeringa hipodérmica. La presencia de burbujas deforma la migracién de las
bandas.

6. Antes de cargar, incorpore amortiguador de carga a las muestras y centrifugue
brevemente. Cinco microlitros de amortiguador por muestra seran suficientes para
empezar.

7. Haga un mapa de carga. Anote el orden de las muestras y la ubicacion de la
escalerilla molecular. Si el objetivo del estudio es para huella genética, considere
iniciar en el pozo 11 del peine y colocar la escalerilla cada 10-15 muestras. Si el

74



objetivo es para seleccidn, ubique la primera muestra en el pozo 5 y posicione la
escalerilla de peso al principio y final del gel.

8. Para cargar, retire lentamente el peine jalandolo hacia arriba. No o mueva
hacia los lados para prevenir rotura y desarreglos de los “dientes”. Retire los
restos de acrilamida polimerizada sin jalarlos. Revise los pozos y saque las
burbujas atrapadas con la aguja de la jeringa inyectando suavemente
amortiguador. Curve la aguja para facilitar la manipulacion. Si es necesario,
también rectifique los dientes desalineados.

9. Cargue 1.5- 3.0 ul de muestra por pozo y 25 ng de la escalerilla de peso
molecular. Utilice una punta de 10 ul. Para cargar la muestra, apoye la punta sobre
la placa exterior del molde. Puede reutilizar la punta lavandola en el amortiguador
de corrida con pipeteo suave y repetido.

10. Una vez cargadas las muestras, coloque la tapa de la celda de electroforesis.
Conecte correctamente los electrodos a la fuente de poder. Migre las muestras a
250 V durante 1.5 a 3 h dependiendo del tamafio del fragmento y de la
concentracion de acrilamida.

11. Rellene inmediatamente con agua fria el contenedor interno de la celda. Utilice
mangueras de latex de 1 cm de didmetro conectadas a la celda de electroforesis
y a una bomba de agua sumergida en 4 L de agua. Recircule esta agua durante
toda la corrida. Evite el calentamiento del sistema colocando botellas de agua
congelada dentro del contenedor que tiene el agua recirculante. Verifique
ocasionalmente el nivel del amortiguador de corrida. Rellene si se requiere.

12. Terminada la corrida, apague la fuente de poder y la bomba de agua
sumergible. Desarme el sistema y coloque las placas sobre sobre una superficie
planay limpia.

13. Despegue las placas de vidrio con ayuda de una espéatula, para ello,
introduzca esta espatula entre las dos placas y empuje hacia arriba hasta que
entre aire entre la placa superior y el gel. Sujete con ambas manos y poco a poco
levante la placa para no romper el gel.

14. Una vez expuesto el gel, elimine el exceso de acrilamida, cortando con una
regla metalica humedecida las partes del gel no deseadas o aquellas
filamentosas.

15. Despegue el gel con una espatula delgada de bordes redondeados.
Humedézcala e insértela por debajo del gel, empezando por una esquina.
Despegue el gel con cuidado. Enseguida, humedezca sus guantes y con ambas
manos, levante el gel poco a poco. Transfiéralo a solucion fijadora. Manténgalo a
4°C hasta la tincion y revelado.
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Anexo A6 Variacion e identidad genética

Cuadro 20. Embriones similares y diferentes a la madre y morfotipo de la semilla.

Embriones

m E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 por serie Muertos Morfotipo
521 6 0 Base
611 8 1 base
741 4 0 base
351 8 2 Dos grupos
422 3 0 Dos grupos
622 10 0 dos grupos
711 6 0 dos grupos
223 3 1 Entrelazados
354 5 1 Entrelazados
432 3 0 Entrelazados
731 6 0 entrelazados
212 7 3 Base- Entrelazados
421 6 1 Base- Entrelazados
511 3 0 Base- Entrelazados
541 7 0 Base- Entrelazados
831 10 0 Base- Entrelazados
851 6 0 Base- Entrelazados
822 4 0 Base- Entrelazados
832 7 0 Base- Entrelazados
132 1 1 1 3 0 Micropildistante
214 1 1 - 3 1 Micropildistante
8421 1 1 1 1 1 6 -1 Micropildistante

Cuadro 21. Resumen estadistico de los alelos en los diferentes marcadores.

Diversidad

Marcador Fre.ale.may Genotipos Alelos genética Heterocigosidad PIC

AG 14 0.9211 3 3.00 0.1467 0.1579 0.1382
TAA3 0.5351 3 3.00 0.5132 0.8947 0.3983
TAA 15 0.5219 5 4.00 0.5381 0.8947 0.4344
TAA 41 0.5088 5 4.00 0.5397 0.9298 0.4349
GT 03 0.5263 5 3.00 0.5107 0.9211 0.3931
CAC23 0.5439 3 3.00 0.5040 0.8947 0.3855
Promedio 0.5928 4 3.33 0.4587 0.7822 0.3641
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Cuadro 22. Frecuencia de alelos en los distintos marcadores.

Marcador Alelo Cantidad Frec Varianza SD
AG 14 125 16 0.0702 0.00026459 0.0163
AG 14 146 2 0.0088 0.00003780 0.0061
AG 14 152 105 0.9211 0.00029159 0.0171
TAA3 139 122 0.5351 0.00022004 0.0148
TAA3 157 102 0.4474 0.00020654 0.0144
TAA15 162 119 0.5219 0.00024586 0.0157
TAA15 183 4 0.0175 0.00007425 0.0086
TAA15 201 99 0.4342 0.00025058 0.0158
TAA41 137 116 0.5088 0.00023017 0.0152
TAA41 149 8 0.0351 0.00014309 0.0120
TAA41 158 102 0.4474 0.00020654 0.0144
GTO03 146 120 0.5263 0.00018629 0.0136
GTO03 167 3 0.0132 0.00005619 0.0075
GTO03 176 105 0.4605 0.00019794 0.0141
CAC23 240 124 0.5439 0.00021397 0.0146
CAC 23 249 102 0.4474 0.00020654 0.0144

Cuadro 23. Frecuencia de Genotipos por marcador.

Marcador Alelol Alelo2 Covarianza Cantidad Frec
AG 14 125 152 0.0003 16 0.1404
AG 14 146 152 0.0000 2 0.0175
AG 14 152 0.0003 96 0.8421
TAA3 139 0.0002 10 0.0877
TAA3 139 157 0.0001 102 0.8947
TAA 15 162 162 0.0002 9 0.0789
TAA 15 162 183 0.0000 3 0.0263
TAA 15 162 201 0.0001 98 0.8596
TAA 15 183 201 0.0000 1 0.0088
TAA 41 137 0.0002 7 0.0614
TAA 41 137 149 0.0001 4 0.0351
TAA 41 137 158 0.0001 98 0.8596
TAA 41 149 158 0.0001 4 0.0351
GTO03 146 0.0002 8 0.0702
GTO03 146 167 0.0000 2 0.0175
GTO03 146 176 0.0002 102 0.8947
GTO03 167 176 0.0000 1 0.0088
GTO03 176 0.0002 1 0.0088
CAC 23 240 0.0002 11 0.0965
CAC 23 240 249 0.0002 102 0.8947
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Cuadro 24. Matriz de frecuencia de alelos de los diferentes marcadores.

Marcador Alelo A1l A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
AG 14 125 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0938 0.0357 0.1111 0.1167
AG 14 146 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0278 0.0167
AG 14 152 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 0.9063 0.9643 0.8611 0.8667
CAC23 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0625 0.0000 0.0000 0.0000
CAC23 240 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000 0.5313 0.5714 0.5833 0.5667
CAC23 249 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000 0.4063 0.4286 0.4167 0.4333
GT 03 146 0.6250 0.5556 0.5000 0.5833 0.5000 0.5000 0.5556 0.5000
GT 03 167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0313 0.0000 0.0000 0.0333
GT 03 176 0.3750 0.4444 0.5000 0.4167 0.4688 0.5000 0.4444 0.4667
TAA 15 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000
TAA15 162 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000 0.5000 0.5833 0.5333
TAA15 183 0.1250 0.0000 0.0000 0.0417 0.0313 0.0000 0.0000 0.0167
TAA15 201 0.3750 0.5000 0.5000 0.4583 0.4688 0.5000 0.4167 0.3500
TAA3 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0667
TAA 3 139 0.5000 0.6111 0.6364 0.5417 0.5000 0.5357 0.5278 0.5000
TAA3 157 0.5000 0.3889 0.3636 0.4583 0.5000 0.4643 0.4722 0.4333
TAA 41 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0625 0.0000 0.0000 0.0000
TAA41 137 0.6250 0.5556 0.5000 0.5000 0.4063 0.5357 0.5278 0.5167
TAA41 149 0.0000 0.0000 0.0000 0.0417 0.0625 0.0357 0.0278 0.0500
TAA41 158 0.3750 0.4444 0.5000 0.4583 0.4688 0.4286 0.4444 0.4333

Cuadro 25. Frecuencia de alelos compartidos basada en distancias entre las ocho poblaciones.

Progenitor Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Al 0.0000 0.0833 0.1061 0.0694 0.0938 0.0893 0.0718 0.0861
A2 0.0833 0.0000 0.0227 0.0324 0.0891 0.0456 0.0694 0.0944
A3 0.1061 0.0227 0.0000 0.0436 0.0852 0.0465 0.0875 0.0977
A4 0.0694 0.0324 0.0436 0.0000 0.0694 0.0456 0.0625 0.0847
A5 0.0938 0.0891 0.0852 0.0694 0.0000 0.0580 0.0660 0.0691
A6 0.0893 0.0456 0.0465 0.0456 0.0580 0.0000 0.0463 0.0619
A7 0.0718 0.0694 0.0875 0.0625 0.0660 0.0463 0.0000 0.0481
A8 0.0861 0.0944 0.0977 0.0847 0.0691 0.0619 0.0481 0.0000
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Cuadro 26. Frecuencia de alelos por morfotipo.

Marker Allele BE DG EB En M
AG 14 125 0.05434783 0.03703704 0.08333333 0.02380952 0.19230769
AG 14 146 0.01086957 0 0 0.02380952 0
AG 14 152 0.93478261 0.96296296 0.91666667 0.95238095 0.80769231
CAC23 240 0.5326087 0.55555556 0.55555556 0.52380952 0.57692308
CAC 23 249 0.4673913 0.44444444 0.44444444 0.47619048 0.42307692
GT 03 146 0.51086957 0.53703704 0.41666667 0.52380952 0.57692308
GT 03 147 0 0 0.08333333 0 0
GT 03 167 0 0 0.02777778 0 0.07692308
GT 03 176 0.48913043 0.46296296 0.47222222 0.47619048 0.34615385
TAA 15 162 0.55434783 0.53703704 0.5 0.52380952 0.5
TAA 15 183 0.01086957 0.01851852 0 0 0.07692308
TAA 15 201 0.43478261 0.44444444 0.5 0.47619048 0.42307692
TAA3 139 0.5326087 0.53703704 0.5 0.57142857 0.57692308
TAA3 157 0.4673913 0.46296296 0.5 0.42857143 0.42307692
TAA 41 137 0.48913043 0.5 0.52777778 0.5 0.61538462
TAA 41 149 0.02173913 0.03703704 0.02777778 0.02380952 0.07692308
TAA 41 158 0.48913043 0.46296296 0.44444444 0.47619048 0.30769231
Cuadro 27. Similaridad entre los morfotipos.
BE DG EB En M

BE 0.97913312 0.94907407 0.97575914 0.89715719

DG 0.97913312 1 0.95216049 0.97530864 0.90883191

EB 0.94907407 0.95216049 1 0.94510582 0.89494302

En 0.97575914 0.97530864 0.94510582 1 0.89957265

M 0.89715719 0.90883191 0.89494302 0.89957265 1
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Anexo A7. Representaciones de los morfotipos
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Figura 29. llustracion de la posiciéon de los embriones en el morfotipo Dos grupos.
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Figura 30. llustracion de la posicién de los embriones en el morfotipo Embriones base.
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Figura 31. llustracion de la posicién de los embriones en el morfotipo Entrelazados.
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Figura 32. llustracion de la posicion de los embriones en el morfotipo Base-Entrelazados.
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Figura 33. llustracion de la posicién de los embriones en el morfotipo Micropildistante.
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Figura 34. llustracion de la posicion de los embriones en el morfotipo Sencillo.
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Anexo A8. Proceso del experimento
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Figura 35. Proceso del experimento.
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