Mapeo Genético, Evaluacion de Germoplasma y
Desarrollo de Herramientas Gendmicas para
Acelerar el Mejoramiento Genético de
Cultivares de Mango

Investigador Responsable: David N. Kuhn
Biologo Molecular
USDA-ARS Estacion de Investigacion de Horticultura
Subtropical

Miami, Florida



Kuhn Reporte Final de Genémica de Mango 2

Julio 2017

W;f'”"f"‘ffv~ T T
'l y e e dll ek el

’

s 1L e

-—

5

RESUMEN

La gendmica se refiere al estudio del genoma completo de un organismo de interés en lugar de
estudiar genes individuales, caracteristicas o procesos. La ventaja de la obtencion del genoma de
mango es que permitird el uso extensivo de la informacién gendmica que hay de otras plantas
como Arabidopsis, arroz, maiz, vid, etc. La informacion genémica de otras plantas es muy util
porque las plantas comparten un grupo bdsico de genes, rutas metabdlicas, reguladores
transcripcionales, respuestas mediadas por hormonas y respuestas al estrés. El conocimiento
sobre los atributos compartidos entre las plantas sugiere que es muy probable que los genes y las
rutas bioquimicas serdn similares en el mango. Para contribuir al conocimiento de los genomas
de plantas, es necesario entender mds sobre el mango mediante: la construccién de un mapa
genético molecular a partir de polimorfismos de un nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés);
genotipado de germoplasma de mango con los marcadores SNP mapeados para estimar la
diversidad genética e identificacion de nuevos progenitores o padres para los programas de
mejoramiento y seleccion.

El arbol de mango (Mangifera indica) es un cultivo tropical/subtropical que produce una fruta
deliciosa, y es importante desde el punto de vista econémico y nutrimental. La mayoria de los
cultivares comerciales son seleccionados, es decir no son producto de programas de
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mejoramiento genético. Para proveer herramientas mds rapidas pare el mejoramiento genético
del mango, se utilizaron marcadores moleculares SNP para crear un mapa genético consenso que
identific6 los 20 grupos de ligamiento (cromosomas) en siete poblaciones de mapeo. Una
caracteristica importante en el mango es la poliembrionia, la cudl se usa para propagacién clonal
de cultivares y patrones del cultivo. En cultivares de mango poliembriénicos, ademds del
embridn cigoto, se desarrollan varios embriones apomicticos del tejido maternal que rodea el
huevo fertilizado. En el mapa genético obtenido en esta investigacidn, esta caracteristica se
asocio con el grupo de ligamiento 8 y se validé en dos de las siete poblaciones de mapeo.
Adicionalmente, se observo una asociacion significativa entre la caracteristica y los marcadores
SNP para atributos vegetativos como el tipo de ramificacién y las caracteristicas de la floracion,
el color de la piel del fruto, la intensidad del rubor, la forma de la barba y el color de la pulpa en
la fruta.

La determinacion de la diversidad genética y la relacion en el germoplasma disponible para el
cultivo de mango es esencial para identificar a los progenitores genéticamente distantes con
caracteristicas horticolas favorables para producir poblaciones hibridas para la seleccion de
cultivares mejorados. Por esta razén, 911 individuos de M. indica y otras especies localizadas en
bancos de germoplasma de Australia, Senegal, Tailandia y los Estados Unidos se genotipificaron
con 384 marcadores SNP. Andlisis de mds de 730,000 datos genotipicos indicaron que
esencialmente toda la diversidad genética en los mangos se ha capturado en las colecciones de
germoplasma actuales y que es muy limitada en los cultivares comerciales. También fue posible
detectar identificacion incorrecta de especies de Mangifera en tales bancos de germoplasma y
entre los progenitores utilizados en programas de mejoramiento y de seleccion. Los resultados
obtenidos en esta investigacion son la base para investigaciones futuras, por ejemplo, para la
seleccién de progenitores mds diversos tanto para el mejoramiento como para la seleccion de
cultivares. Ademds se podra realizar la identificacion de cultivares de mango existentes y
mejorados de una manera precisa y con base genotipica ademads de la fenotipica.

INTRODUCCION

El Mango (Mangifera indica L.) es uno de los cultivos més importante a nivel mundial debido al
tamafio grande de sus frutas y la pulpa suave y dulce. La produccion de mango ocupa el Sto.
lugar entre todas las frutas, y el 2do. lugar, después del platano, entre las frutas tropicales (Galdn
Sauco 2015). Un grupo subtropical en la India se caracteriza por su semilla monoembridnica y
un grupo tropical en la regién Sureste de Asia por su semilla poliembriénica (Mukherjee and Litz
2009).

El mango se ha cultivado ampliamente en la India y el Sureste de Asia durante miles de afos. En
los siglos XV y XVI, los comerciantes Portugueses y Espafioles distribuyeron el mango a otras
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Litz 2009). A principios del siglo XX, algunos
cultivares de la India y Asia se combinaron en un centro nuevo de desarrollo de mango en
Florida, donde se seleccionaron muchos cultivares y se distribuyeron. Esos cultivares se
seleccionaron con base en aroma y sabor mds suaves, una piel mas colorida y tamafio mds grande
de los frutos, de hecho son los principales cultivares utilizados a la fecha en el comercio a nivel
internacional.
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A la fecha, el mango se cultiva en mas de 100 paises en regiones tropicales y subtropicales con
una produccién total de 43.3 millones de toneladas (MT) en el 2013 (Galén Sauco 2015). La
mayoria de la producciéon mundial proviene de Asia (76%), mientras que América (12%) ocupa
el segundo lugar y Africa (11.8%) el tercer lugar. India es el mayor productor con 18 MT
destinadas al consumo doméstico, seguido por China (4.5 MT), Tailandia (3.1 MT), Indonesia
(2.6 MT) y México (1.9 MT) (Galadn Sauco 2015). México ocupa el Sto. lugar en produccién; sin
embargo, tiene el primer lugar en exportacion a los USA, que representa el 43% del mercado
global de importacidn.

Alrededor del mundo hay cientos y posiblemente miles de cultivares y selecciones diferentes de
mango, la mayoria de los cudles solo se cultivan y comercializan localmente. Los cultivares que
se comercializan a nivel internacional son pocos debido a los requisitos especificos para
cultivares como un color favorable y caracteristicas de almacenamiento y transporte deseables.

A la fecha, el desarrollo de herramientas genéticas y gendmicas para el mango han sido limitadas
y por lo tanto han contribuido muy poco al mejoramiento genético de éstos frutos a nivel
mundial. Un mapa genético muy limitado fue producido por Kashkush et al. (2001) y no fue de
la resolucidn requerida para la seleccion asistida por marcadores o asociacién de caracteristicas a
los marcadores. En fecha reciente, una mapa de alta resolucion fue producido por Luo, Shu et al.
(2016) que puede ser mas ttil. Por otro lado, varios transcriptomas de diferentes tejidos de
mango se produjeron (Pandit, Kulkarni et al. 2010, Azim, Khan et al. 2014, Luria, Sela et al.
2014, Wu, Jia et al. 2014, Dautt-Castro, Ochoa-Leyva et al. 2015, Sherman, Rubinstein et al.
2015). In 2016, Kuhn, Dillon et al. (2016) identificaron ~400,000 marcadores de polimorfismos
de un nucleétido (SNP) usando un transcriptoma de ‘"Tommy Atkins' como referencia y ARN
expresado de 17 cultivares con diversidad genética. Varios grupos han explorado la diversidad
genética del mango usando una variedad de marcadores y todos han encontrado bases genéticas
limitadas entre los cultivares comerciales cultivados y comercializados a nivel internacional
(Schnell, Brown et al. 2006, Dillon, Bally et al. 2013, Sherman, Rubinstein et al. 2015). Se
requiere de un nimero mayor de marcadores moleculares sin sesgo y de un mapa genético de alta
resoluciéon como herramientas moleculares esenciales para los genetistas de mango. Las
bondades de la gendmica dirigirdn el futuro hacia el mejoramiento de cultivares de mango.

Los cultivares de mango comerciales, mejorados, actuales se seleccionan bdsicamente por
polinizacion abierta de plantulas, posteriormente propagadas vegetativamente para mantener la
uniformidad genética (Bally, Lu et al. 2009). La demanda continua de cultivares nuevos y
mejorados con produccion superior y factores de calidad es un reto para los mejoradores que se
apoyan en técnicas tradicionales de mejoramiento. Los factores que limitan el progreso del
mejoramiento tradicional de frutos de drboles son la fase juvenil larga, tiempo de generacion
largo, requerimientos de grandes dreas en el campo, asi como el personal para mantener y
evaluar las poblaciones hibridas. Ademads, los mejoradores de mango tienen la problematica de la
alta heterocigocidad, tipo de embridn y bajos porcentajes de cruzas (0.1%) de un gran nimero de
flores por panicula, un alto indice de aborto de frutos, y una sola semilla por flor lo que resulta
en un ndmero bajo de frutos (0.1% de flores). Lo anterior resulta en una practica de cruzas
manuales muy poco eficiente (Bally, Lu et al. 2009). Ademas, el conocimiento de la
heredabilidad de caracteristicas horticolas en el mango es muy escasa o nula (Schnell, Brown et
al. 2006). Finalmente, la falta de diversidad genotipica y fenotipica entre los cultivares
comerciales puede reducir la eficiencia del mejoramiento si se continua usdndolos como
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progenitores. Las herramientas gendmicas moleculares actuales tienen el potencial para estimar
la diversidad genética, identificar marcadores asociados a rasgos horticolas deseables e
importantes, y en general, mejorar la eficiencia de los programas de mejoramiento genético.

En este proyecto, generamos un mapa genético consenso de mango, el cudl es una herramienta
muy valiosa para mejorar la eficiencia y sobrepasar los retos de los programas de mejoramiento
de mango. Usamos el mapa genético para identificar marcadores y regiones del genoma que se
asocian con caracteristicas horticolas importantes como el tipo de embrion, tipo de ramificacion,
floracidn, color de la piel, intensidad del rubor, forma de la barba y color de la pulpa. Con 384
marcadores SNP realizamos genotipeo de 10 bancos de germoplasma domésticos e
internacionales para obtener una estimacion exacta del germoplasma disponible de mango.
También para identificar de manera correcta las colecciones de mango y mediante evidencia
genética distinguir y clasificar las numerosas especies de mango.

OBJETIVOS
1. Producir un mapa genético de alta resolucion para mango.

e Genotipificar 775 individuos de 7 poblaciones de mapeo con 1054 marcadores genéticos SNP.
e Producir un Mapa Genético de Alta Resolucién con 20 grupos de enlace (LG).

e Asociar caracteristicas agrondmicas con regiones del mapa y los marcadores SNP.

e Mapear Poblaciones (primero progenitor hembra).

2. Tamizar todo el germoplasma de mango con marcadores genéticos para identificar arboles con
caracteristicas favorables y usar el genotipo en cruzas de mejoramiento en el futuro.

e Seleccionar un subgrupo de 384 marcadores SNP distribuidos de manera uniforme en el mapa
genético del mango que incluyen SNPs asociados con caracteristicas horticolas.

e Genotipificar 1911 individuos de bancos de germoplasma de todo el mundo con 384 marcadores
SNP (>730,000 puntos de datos genotipicos).

e Estimar la diversidad genética en bancos de germoplasma a partir de datos genotipicos.

MATERIALES AND METODOS

Poblaciones de Mapeo:

Se utilizaron siete poblaciones para el mapeo y la construccién del mapa consenso (Tabla 1). Las
cuatro poblaciones de Australia comparten el progenitor paternal, Kensington Pride (KP).
Ademds, el cultivar progenitor maternal NMBP1243, de una de las poblaciones, es una progenie
de Irwin (I) x KP poblacién. La poblacion Brasilefia Haden (H) x Tommy Atkins (TA)
comparten ambos padres con las poblaciones autopolinizadas de H y TA de la Estacién de
Investigacion de Horticultura Subtropical (SHRS, por sus siglas en inglés). La poblacion
autopolinizada TA se obtuvo por germinacion y genotipeo de fruta de una huerta comercial
sembrada solo con TA. La poblacién autopolinizada H se obtuvo por germinacion y genotipeo
de fruta de un arbol aislado en la SHRS.
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Tabla 1. Nimero de progenie y los origenes de siete poblaciones de mapeo hibridas usadas para
obtener el mapa genético consenso de mango. En las poblaciones se nombré al progenitor

maternal x progenitor paternal.

Numero de

Nombre de la poblacion individuos Origen de la Poblacion
Tommy Atkins x Tommy Atkins (TA x TA)
(Autopolinizada) 60 USDA-ARS, SHRS, USA'
Tommy Atkins x Kensington Pride (TA x KP) 100 DAFQ, Australia?
Haden x Tommy Atkins (H x TA) 225 Embrapa, Brazil®
Haden x Haden (H x H)
(Autopolinizada) 40 USDA-ARS, SHRS,USA'
Irwin x Kensington Pride (I x KP) 180 DAFQ, Australia?
NMBP1243 x Kensington Pride (NMBP1243
x KP) 100 DAFQ, Australia®
Creeper x Kensington Pride (Cr x KP) 70 DAFQ, Australia?

! United States Department of Agriculture-Agricultural Research Service, Subtropical
Horticulture Research Station, United States of America

2 Department of Agriculture and Fisheries, Queensland, Australia
3 Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa), Pernambuco, Brazil

Bancos de Germoplasma:

Hojas de cada drbol individual se colectaron en bolsas de papel marcadas. Las muestras
internacionales se enviaron por mensajeria rapida con las bolsas de papel o sobres en una hielera

de polietileno con enfriadores.

Tabla 2. Bancos de germoplasma de Mango genotipificados.

Poblacién Estacion Localizacién Numero de
Individuos
Germoplasma SHRS ARS Miami, FL 210
Germoplasma Fairchild Tropical Botanical | Miami, FL 109
Garden
Germinados de Policruzas SHRS ARS Miami, FL 386
Germoplasma Zill private collection Boynton Beach, FL 48
Germinados de polinizacién abierta | Zill private collection Boynton Beach, FL. 56
Germoplasma Fruit and Spice Park Homestead, FL 171
Germoplasma SRS and WRS Mareeba, Australia 685
Mangifera laurina hibridos SRS and WRS Mareeba, Australia 84
Germoplasma Senegal 63
Germoplasma Thailand 40
Germoplasma y otras especies Florida International Miami, FL. 59

University (E. Warschefsky)
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Total 1911

Secuencias de los SNP:

Las secuencias de los marcadores SNP provienen de tres fuentes diferentes: Department of
Agriculture and Fisheries, Queensland (DAFQ, Australia), SHRS, USA and the Agriculture
Research Organization (ARO), Israel (Tabla 2). Los marcadores SNP de la SHRS se obtuvieron
como se describe por Kuhn et al. (2016). Los marcadores SNP de la ARO se identificaron segin
se describe por Sherman et al. (2015). Los marcadores SNP de la DAFQ se identificaron segtin
Hoang et al. (2015).

Aislamiento de ADN:

El ADN para el genotipeo se obtuvo de las hojas individuales de la progenie de las poblaciones
de mapeo segin Kuhn et al. (2016). E1 ADN se cuantificé por fluorescencia en un fluorémetro de
placa (BioMark, Inc.) y se ajust6 a 10 ng/uL. en un robot de manejo de liquidos (Hamilton, Inc.,
Reno, NV, USA).

Ensayos de marcadores SNP:

L

Los1054 ensayos de SNP se hicieron con las
RS et secuencias de los SNP por Fluidigm (South San
Francisco, CA, USA) y ensayados en una
plataforma Fluidigm EP-1. El genotipeo se realiz
i en el Fluidigm EP-1, una plataforma para ensayo de
microfluidics SNP de alta eficiencia. Todas las
— muestras individuales se genotipificaron con los 96
— marcadores. Salida tipica del Fluidigm EP-1 para el
Y % genotipado de una poblacién con un marcador SNP.
__ El verde es homocigoto para el alelo marcado con

| Hex, El Rojo es homocigoto para el alelo marcado
1 conFam,y el azul es heterocigoto.

-—

Mapeo Genético:
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Para obtener los mapas genéticos para cada una de las siete poblaciones de mapeo (Tablal), se
utilizaron dos programas de mapeo, JoinMap4 (Kyazma B.V.®, Wageningen, Netherlands) y
OneMap (Margarido, Souza et al. 2007).

Analisis del genotipo del Germoplasma:

Los genotipos SNP de las colecciones de germoplasma se obtuvieron como se describi6
anteriormente. Los genotipos se codificaron como 1 (alelo homocigoto 1, verde), 2 (alelo
homocigoto 2, r0jo), 3 (heterocigoto, azul) and O (sin dato). Las matrices de distancia en pares
se calcularon con DistClust usando un algoritmo de distancias Hamming. Las agrupaciones se
definieron con el andlisis k_medoid. Los accesos agrupados se exportaron a Excel para afiadir
los nombres de acceso y el cddigo de color para los genotipos de cada acceso. En la hoja de
Excel las lineas son accesos y las columnas los marcadores SNP.

Asociacion de caracteristicas:

Los datos fenotipicos de las 14 caracteristicas cualitativas fueron disponibles para las
poblaciones derivadas de las cruzas TA x KP, Cr x KP y I x KP. En todos los casos KP fue el
donador de polen y es poliembridnico. Las caracteristicas cualitativas medidas fueron: estado de
madurez de la fruta, forma de la fruta, color de la piel, color del rubor , intensidad del rubor,
floracion, forma del extremo del tallo, undimiento en el fruto, forma de la barba, color de la
pulpa, tipo de embridn, sabor, tipo de ramificacion, y vigor del arbol (Tabla 3). El tipo de
embrion se midi6 por inspeccion visual de la semilla sin la cascarilla, del padre de la poblacién
de mapeo F; (Aron, Czosnek et al. 1998).

De las 14 caracteristicas evaluadas, doce fueron determinadas en una muestra al azar de 10 frutas
de cada genotipo individual dentro de tres poblaciones de mapeo. Las frutas se maduraron a
26°C y se evaluaron en el estado de madurez de consumo (Holmes, Hofman et al. 2010) usando
el criterio detallado en la Tabla 3.

La asociacion de caracteristicas con los marcadores SNP mapeados se realiz6 con MapQTL6
(Kyazma B.V.®, Wageningen, Netherlands) usando cruzas polinizadas (CP) para el tipo de
poblacién y el Interval Mapping (IM) para estadisticas de asociacién. Los pardmetros de los
calculos fueron los estandar para MapQTL6. Los puntos umbral globales se calcularon como se
describe en MapQTL6 (10,000 pruebas de permutacion) y solo las caracteristicas que mostraron
probabilidades de asociacion mds altas que el umbral global se consideraron significativas.

RESULTADOS

El manuscrito del mapa genético del mango y la asociacion de caracteristicas, “Genetic map of
mango: a tool for mango breeding”, fue publicado en la revista Frontiers in Plant Science (Front.
Plant Sci., 20 de Abril 2017 https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00577) (Kuhn, Bally et al. 2017).
Se agradeci6 al NMB en el articulo:

Financiamiento: DK, AG, JR recibieron financiamiento de la USDA-ARS CRIS #6631-21000-
022-00D y el National Mango Board NACA#58-6038-5-001.
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Mapa Genético Consenso:

Para incluir a todos los marcadores en el mapa genético consenso del mango, utilizamos la
estrategia descrita en la seccién de Materiales y Métodos, con lo mejor de JoinMap4 y OneMap.
El mapa consenso con 726 marcadores SNP distribuidos a través de los 20 LG se muestra en la
Figura 1.
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Figura 1. El mapa genético consenso del mango. Las lineas verticales representan los grupos de
ligamiento. Las lineas horizontales que cruzan las verticales, representan el nombre y posicién
de los marcadores SNP en cM en el grupo de ligamiento.
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En la Tabla 3 se muestra la longitud calculada en centimorgans (cM) y el nimero de marcadores
para cada uno de los 20 LG. El grupo de enlace 8 fue el més largo (247.8 cM) y el LG 16 tuvo el
mayor nimero de marcadores (71). La distancia promedio entre marcadores para cada LG se
muestra en la Tabla 6 y el promedio de la distancia entre todos los marcadores fue 4.095 cM. La
mayor distancia entre marcadores fue 44.775 cM en el LG 13 y la menor corta fue 0.001 cM en

el LG 8 y 13 sin incluir marcadores idénticos (0.000 cM distancia).

Tabla 3. Estadisticas del Mapa Consenso. Resumen del mapa de grupos de ligamiento (LG)
consenso final que contiene 726 marcadores en los 20 grupos.

Nimero de Distancia Distancia Distancia
marcadores por Longitud de cada | promedio entre | maxima entre minima entre
grupo de grupo de enlace marcadores marcadores marcadores

LG ligamiento (cM) (cM) (cM) (cM)

1 28 111.2 4.120 14.629 0.058

2 31 135.6 4.520 22.779 0.053

3 26 79.4 3.177 19.760 0.081

4 36 223.2 6.377 41.634 0.073

5 31 126.3 4.209 19.450 0.185

6 25 80.4 3.351 17.440 0.166

7 29 151.1 5.397 24.997 0.002

8 42 247.8 6.045 32912 0.001

9 35 143.1 4.210 25.709 0.012

10 42 186.5 4.549 28.816 0.001

11 26 77.2 3.090 14.414 0.002

12 35 148.8 4.378 26.070 0.000

13 43 154.9 3.689 44.775 0.001

14 27 114.9 4422 22.593 0.020

15 45 166.2 3.778 17.991 0.000

16 71 228.0 3.257 17.854 0.000

17 56 156.7 2.849 26.688 0.000

18 21 76.5 3.826 21.565 0.002

19 34 126.7 3.839 20.472 0.000

20 43 156.1 3.716 20.124 0.023
Total 726 2890.6
Minima 21 76.5
Maxima 71 247.8
Promedio 36.3 144.5
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Asociacion de Rasgos Cualitativos con el Mapa:

Se obtuvieron datos fenotipicos cualitativos para tres de las poblaciones de mapeo (TA x KP, I x
KP, y Cr x KP). Con la prueba de Intervalos de mapeo usando MapQTL se encontraron siete de
los 14 parametros cualitativos usados en el estudio de asociacion que tenian puntuaciones
significativas con la prueba estadistica LOD al menos en una de las poblaciones. La Tabla 4
muestra las siete caracteristicas que mostraron puntuaciones LOD significativas y su posicion en
el mapa. Todas las puntuaciones LOD reportadas quedaron por encima del valor umbral
determinado mediante pruebas de permutacion para el rasgo en la poblacion respectiva.

El tipo de embridn fue la tnica caracteristica que presentd una puntuacion LOD significativa en
el mismo marcador (Mi_0173) a través de dos poblaciones diferentes (Figura 2). El Marcador
Mi_0173 no se pudo mapear en la poblacion I x KP, por lo que no se pudo probar una
puntuacién LOD significativa en esa poblacidn. Para la asociacién de rasgos, solo se utilizaron
datos genotipicos de marcadores mapeados en la poblacién de prueba para asegurar que la fase
especifica de la poblacion fue correcta.

La floracidn, el color de la pulpa y el tipo de ramificacién, mostraron asociacion significativa
con marcadores en dos poblaciones de mapeo. La asociacion de marcadores fue en diferentes
LG en cada una de las poblaciones (Tabla 4). Por ejemplo, la floracién mostré una asociacién
significativa a un marcadorenel LG9 enIx KPyen LG 13 en TA x KP. El color base de la
piel, la intensidad del rubor y la forma de barba mostraron una asociacion significativa con
marcadores en un solo GL solamente en una poblacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Asociacion de Rasgos en Tres Poblaciones de Mapeo. Abreviaturas: grupo de

13

ligamiento (LG), Tommy Atkins x Kensington Pride (TA x KP), Creeper x Kensington Pride (Cr

x KP), Irwin x Kensington Pride (I x KP), puntuacién de la prueba estadistica lod (LOD).

Posicion TA x KP CrxKP IxKP
Caracteristica GL Marcador (cM) LOD LOD LOD
8  Mi_0173 46.1 4.96 8.82
8  mango_rep_c6716 74.8 7.70
Tipo de Embrién | 8  Contig1936 78.3 7.40
8  mango_rep_c886 80.2 7.23
8  Mi_0102 85.3 6.65
Color de Ta piel 17 Mi 0135 0.0 5.61
17 SSKP009C1_A627T 0.1 5.61
20 Mi_0450 19.2 4.62
20 Mi_0145 30.8 5.83
20 mango_rep_c4542 33.9 6.17
20 Mi_0341 45.6 6.65
20 SSKP003C1_C682T 57.6 5.99
20 Mi_0343 67.5 5.75
20 Mi_0277 68.6 5.69
Intensidad del 20 mango_rep_c15051 69.6 5.62
rubor 20 mango_rep_c8905 70.4 5.60
20 Mi_0357 71.1 5.57
20 Mi_0330 724 5.49
20 Mi_0046 73.1 5.43
20 Contig2601 74.0 5.33
13 Contigl142 0.4 5.80
9 Mi_0417 109.2 4.86
Floracién 9 Mi_0402 122.4 8.05
9 mango_rep_c9549 124.5 7.91
9 Mi_0142 128.8 7.14
9 Mi_0497 129.6 7.03
Forma de barba 1T mango_c48384 17.7 6.16
11 mango_rep_c52196 17.8 6.16
Color de pulpa 16  Mi 0217 125.8 5.18
13 Mi_0029 5.6 4.36
Tipo de ramas 8  Mi_0192 29.6 4.90
16  Contig3904 97.5 4.48
16  Contigl327 100.4 4.42
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Genotipado del Germoplasma de Mango:

Figura 2. Genotipos de germoplasma de mango agrupados.

7 oa s s

S—

Se colectaron hojas de 1911 arboles individuales de 10 bancos de germoplasma (Tabla 3). Las
muestras fueron de 31 especies de Mangifera, tres grupos diferentes de hibridos interespecificos
(M. laurina x M. indica), un experimento de policruzas con progenie de polinizacion abierta de 6
cultivares de mango, cultivares comerciales, y accesos denominados de los bancos de
germoplasma. El conjunto de datos consistié de 733,824 puntos de datos genotipicos y se edito.
Individuos y marcadores con mas de 5% sin datos se eliminaron. EI conjunto de datos completo
y codificado de colores se muestra en la Figura 2.

Se complica presentar un andlisis detallado de los datos en el formato del reporte final. Por lo
que se muestra una representacion visual de los datos completos que permitan entender los
resultados del genotipeo de manera global. Los patrones de bandeo mostrados en la Figura 2
representan el agrupamiento de los accesos de germoplasma por genotipo. Las bandas que son
predominantemente azul y naranja representan individuos altamente homocigotos. La segunda
franja de bandas de arriba contiene 142 cultivares del Sureste de Asia tales como Nam Doc Mai,
Carabao, Nam Tam Teen y Okrong. La franja de bandas debajo de la mitad de la Figura 2 con
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columnas muy claramente delimitadas contiene 86 supuestos hibridos, dénde el progenitor
maternal fue poliembriénico. Ellos muestran genotipos idénticos para 263 de 267 marcadores
SNP lo que los hace clonas del progenitor maternal en lugar de hibridos. La franja de bandas en
la parte de abajo, donde predomina el azul y naranja contiene 119 accesos y comprende 27 de las
31 especies de Mangifera de este estudio. Los 267 marcadores SNP en el grupo de datos editado
produjo genotipos con menos del 5% de datos no encontrados para las 31 especies de Mangifera
asi como para individuos de otros géneros relacionados Bouea macrophylla. Los resultados
sugieren que el potencial de diversidad genética en el género Mangifera se ha capturado con el
conjunto de marcadores SNP. El grupo de datos se dividié en subgrupos: solo especies, solo
hibridos, germoplasma de Miami més descendientes de policruza y solo germoplasma del
mundo. En el subgrupo de solo especies, los nimeros del grupo fueron alterados en el andlisis
k_medoid para permitir resolucion de todas las especies posibles (Figura 3). Los nimeros de
acceso con diferentes nombres de especies mostraron genotipos idénticos, lo cudl pone en duda
la clasificacion de esas especies. Otro resultado que llama la atencién es que hubo diferencias
mayores en el genotipo entre diferentes accesos de M. indica que entre especies diferentes. Lo
anterior indica que la clasificacion de M. indica basada en caracteristicas fenotipicas no es la
mejor, y resalta la necesidad de realizar la clasificacion con base en el genotipo.

Figura 3. Datos del genotipeo del germoplasma del Subgrupo solo especies.

Los 267 marcadores SNP permitieron resolver con facilidad la identidad de la mayoria de los
cultivares de mango comerciales mas comunes. Ademads, el progenitor macho de los cultivares
de Florida se pudo inferir. La conclusion del proyecto de genotipeo es que los cultivares de
mango comerciales actuales son genéticamente muy similares, lo cudl explica en parte por qué se
ha avanzado tan poco en la obtencién de variedades mejoradas. Las variedades producidas en el
programa de mejoramiento Australiano en los ultimos 20 afios, son casi idénticas en su genotipo,
debido a la similitud de los progenitores utilizados en las cruzas. La similitud e identidad de los
genotipos también se ve en los cultivares favoritos en culturas particulares; por ejemplo, el
cultivar Carabao para la gente de las Filipinas. Todos los accesos de Carabao de los bancos de
germoplasma de alrededor del mundo son esencialmente idénticos, pero fécil de distinguir del
resto de las variedades de M. indica. Lo anterior sugiere que la seleccién del hombre ha jugado
un papel muy importante en lo que pensamos qué es o como debe ser un cultivar de mango.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El mapa genético del mango a partir de marcadores SNP

Los mapas genéticos se construyen a partir del genotipeo de la progenie (poblaciones de mapeo)
de las cruzas entre los drboles que se escogen por sus fenotipos deseables y diferentes (rasgos).
Por ejemplo, un progenitor hembra que produce mangos verdes y es resistente a la antracnosis se
cruza con un progenitor macho que produce mangos rojos y es sensible a la antracnosis. El
simple objetivo de la cruza es obtener mangos rojos y resistentes a la antracnosis. Sin embargo,
el objetivo del mejoramiento molecular es identificar las regiones del genoma del mango que
regulan el color de la fruta y la resistencia a la antracnosis. Para poder realizarlo, se requiere de
un mapa genético que nos de més informacidn acerca de la distancia entre los genes en cada
grupo de ligamiento LG (cromosoma), cudles genes se asocian a la caracteristica particular y
cudles alelos de los genes se heredan de los genomas de los padres.

Los mapas genéticos solo se pueden hacer de una cruza entre dos padres conocidos. Los mapas
no se pueden obtener mediante genotipeo de plantas de semillas de polinizacion abierta
provenientes de arboles de un progenitor hembra. Realizar las cruzas, identificar hibridos
verdaderos, crecer los arboles hasta madurez y colectar los datos fenotipicos toma al menos siete
afios. Por lo anterior, buscamos poblaciones de mapeo pre-existentes, descritas en la Tabla 1, de
nuestros colaboradores internacionales para poder producir un mapa consenso y asociar
caracteristicas horticolas al mapa.

Los 1054 marcadores SNP usados dieron muy buena resolucion para identificar los 20 grupos de
ligamiento para el mapa consenso, representando los 20 cromosomas en el genoma haploide del
mango. Esos marcadores SNP fueron muy reproducibles y con un nivel de confianza muy bueno
para el genotipeo de individuos de las poblaciones de mapeo con menos del 5% de datos no
encontrados. Lo anterior nos permitié usar las siete poblaciones de mapeo para producir el mapa
consenso, lo cudl aument6 el nimero global de marcadores mapeados. El tener mds progenitores
aumenta la probabilidad de obtener al menos un padre heterocigoto para un marcador en una
poblacién de mapeo, lo cudl es necesario para poder mapear el marcador.

El mapa genético del mango lo completamos con 726 marcadores SNP e identificamos los 20
grupos de ligamiento (cromosomas) del genoma del mango. Siete rasgos horticolas se asociaron
a los marcadores genéticos mapeados: poliembrionia, tipo de ramificacion, floracién, color de la
piel, intensidad del rubor, forma de la barba y color de la pulpa.

Impacto de los Resultados: La obtencion del mapa genético es un paso necesario para identificar
marcadores asociados a caracteristicas deseables para ser usados en la seleccion asistida por
marcadores (MAS, por sus siglas en inglés) para hacer mds eficiente el mejoramiento del mango.
Por ejemplo, la asociacién de la poliembrionia con un marcador genético permite al mejorador
identificar ese rasgo en germinados sin tener que esperar afios hasta que se desarrollen los
arboles, flores y frutos. La identificacion rdpida de drboles poliembridnicos significa que el
mejorador puede incrementar la seleccion favorable al sembrar los embriones clonales. De
manera similar, pardmetros importantes desde el punto de vista comercial como el color de los
frutos y el color de la pulpa se pueden identificar a nivel de germinados mediante los SNPs de tal
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manera que los mejoradores del cultivo pueden enfocar sus esfuerzos en los germinados que
tienen mayor probabilidad de mejorar los cultivares.

Genotipeo del germoplasma de mango

Realizamos el genotipeo de 911 accesos provenientes de bancos de germoplasma nacionales e
internacionales con 384 marcadores SNP. Los resultados apoyan la conclusién que los bancos de
germoplasma abarcan la diversidad genética disponible en el mango. Los programas de
mejoramiento genético, a la fecha no aprovechan la diversidad genética utilizable y apta.

Impacto de los Resultados: La diversidad genética de los bancos de germoplasma se compard
con la de los progenitores usados en los programas de mejoramiento actuales. Los padres
utilizados en el mejoramiento muestran poca diversidad genética, aunque hay cultivares con
diversidad genética disponibles. Los cultivares comerciales que tienen genotipos diferentes al de
los progenitores utilizados en los programas de mejoramiento y tienen caracteristicas deseables
como color, sabor, y resistencia a enfermedades, deberan ser introducidos en los programas para
obtener variedades mejoradas. En esencia, los mejoradores no han tomado ventaja del "vigor de
los hibridos" en sus programas de mejoramiento.

El andlisis de los datos del genotipeo de germoplasma también sugiere que la cultura y etnicidad
juegan un papel importante en la industria del mango. Los cultivares de dreas diferentes como
Tailandia y las Filipinas muestran poca diversidad genética dentro de su drea, pero son diferentes
en su genotipo cuando se comparan con los de otras dreas. Lo anterior sugiere que la seleccion de
variedades durante muchos siglos, por el hombre, ha jugado un papel muy importante en los
cultivares comerciales disponibles en todo el mundo. Los USA tiene poblaciones inmigrantes de
areas donde se consume de manera tradicional el mango, por lo que si se les provee sus mangos
favoritos a esas poblaciones, se promovera el consumo de mango ampliamente en los mercados
estadounidenses que no tienen una historia cultural de consumo de mango.
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