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Resumen

La cuantificacion y expresion de genes relacionados
con floracioén constituye una herramienta importante
para entender este proceso. Trabajos realizados en
Arabidopsis spp. han servido como base para estudios
moleculares en frutales. El objetivo fue cuantificar la
expresion del gen flowering locus T (MiFT) en mango
‘Ataulfo’ y su relacion con ambiente y reguladores de
crecimiento. Se llevaron a cabo dos experimentos: 1)
se aplicaron arboles con 2 500 mg L de paclobutrazol
(PBZ) en una sola aplicacion (1X) a 30 dias después de la
poda (ddp). Se colectaron hojas maduras de septiembre a
diciembre 2013 y enero a febrero 2014 bajo condiciones de
sol y sombreadas. Experimento 2: se aplicaron reguladores
de crecimiento, PBZ (2 500 mg L', 1X), Prohexadiona de
calcio (P-Ca) (500mgL",3X)yacido giberélico (250 mg L,
1X). Se cuantifico la expresion MiFT, se evalu6 el nimero
y tipo de crecimiento emergido en floracion, temperatura y
precipitacion. El disefio experimental fue completamente al
azar con arreglo factorial en experimento 1 y completamente
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Abstract

The quantification and expression of genes related to
flowering is an important tool to understand this process.
Studies carried outin Arabidopsis ssp. have served as abasis
for molecular studies in fruit trees. The objective was to
quantify the expression of the gene flowering locus T (MiFT)
in ‘Ataulfo’ mango and its relationship with environment
and growth regulators. Two experiments were carried out:
1) trees with 2 500 mg L' of paclobutrazol (PBZ) were
applied in a single application (1X) at 30 days after pruning
(ddp). The mature leaves were collected from September to
December 2013 and January to February 2014 under sunny
and shaded conditions. Experiment 2: growth regulators,
PBZ (2 500 mg L', 1X), calcium prohexadione (P-Ca)
(500mg L, 3X)and gibberellicacid (250 mg L, 1X) were
applied. The expression MiFT was quantified, the number
and type of growth emerged in flowering, temperature and
precipitation were evaluated. The experimental design
was completely randomized with factorial arrangement in
experiment 1 and completely randomized in experiment 2.
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al azar en el experimento 2. MiFT se expreso en todos los
meses muestreados, la expresion vario de 0.3 hasta 31.4%.
Porotraparte, al evaluarlaexpresion del gen conrespectoala
orientaciondel brote, los resultados fueronde 0.081% el lado
sombreadoy 12% el soleado. Brotes soleados presentaron el
mayor porcentaje de floracion (66%). MiFT se expreso en
hojas tratadas con PBZ y P-Ca, la mayor expresion fue en
diciembre, mes mas frio, con 4.7y 30.3%, respectivamente,
lo que favorecio floracion. Giberelinas inhibi6 la expresion
del gen y por ende floracion.

Palabras claves: Mangifera indica L., expresion de genes,
floracion, reguladores de crecimiento.

Introduccion

Actualmente, la identificacion, cuantificacion y expresion
de genes relacionados con floracion constituye una
herramienta importante para entender el proceso desde
inducciodn, iniciacion y diferenciacion floral en muchos
frutales (Nishikawa et al., 2007; Muiioz et al., 2012). En
mango, varios estudios mencionan que las hojas maduras son
capaces de percibir el estimulo ambiental para floracion y
producir grandes cantidades de “florigero” bajo condiciones
inductivas y transportarlo al meristemo apical desde una
distancia de hasta 100 cm en condiciones subtropicales y de
52 entropicales (Davenporty Ying, 2004; Davenport et al.,
2006; Ramirez y Davenport, 2010). La induccion floral se
manifiesta por la generacion de este “florigero” en la hoja,
aparentemente desconocido.

En Arabidopsis thaliana, una especie anual, se han
identificado cuatro rutas que permiten la floracion;
fotoperiodo, vernalizacion, giberelinas y autonoma, y su
relacion a nivel genético ha sido muy estudiado (Wilkie et
al., 2008). En la ruta del fotoperiodo que desencadena la
floracion en Arabidopsis, participa el reloj circadiano que
conduce aque muchos metabolitos y procesos moleculares,
como la expresion de genes, varien a lo largo del dia.
Constans (CO), gen clave en el control de la floracion de
estaespecie, proporcionael vinculo entre el mecanismo que
detectalaluzdel diaylaproducciondelasenal de floracion.
CO es entonces un factor de transcripcion que activa el gen
flowering locus T (FT) el cual genera la sefial de floracion
mediante su transcripto de FT mRNA que se traduce en la
proteina FT (Corbesier et al., 2007; Zeevaart, 2008).
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MiFT was expressed in all sampled months, the expression
varied from 0.3 to 31.4%. Onthe other hand, when evaluating
the expression of the gene with respect to the orientation
of'the outbreak, the results were 0.081% on the shaded side
and 12% on the sunny side. Sunny shoots had the highest
flowering ptercentage (66%). MiFT was expressed in leaves
treated with PBZ and P-Ca, the highest expression was in
December, cooler month, with 4.7 and 30.3%, respectively,
which favored flowering. Gibberellins inhibited the
expression of the gene and therefore flowering.

Keywords: Mangifera indica L., flowering, gene
expression, growth regulators.

Introduction

Currently, identification, quantification and expression
of genes related to flowering is an important tool for
understanding the process from induction, floral initiation
and differentiation in many fruit (Nishikawa et al., 2007;
Muiioz et al.,2012) bIn mango, several studies mention that
the mature leaves are able to perceive the environmental
stimulus for flowering and produce large amounts of
“florigero” under inductive conditions and transport it
to the apical meristem from a distance of up to 100 cm
in subtropical conditions and 52 in tropical (Davenport
and Ying, 2004; Davenport et al., 2006; Ramirez and
Davenport, 2010). The floral induction is manifested by
the generation of this “flower” on the leaf, apparently
unknown.

In Arabidopsis thaliana, an annual species, four routes
have been identified that allow flowering; photoperiod,
vernalization, gibberellins and autonomous, and their
relation at genetic level has been well studied (Wilkie et
al., 2008). In the photoperiod path that triggers flowering
in Arabidopsis, the circadian clock is involved, which leads
to many metabolites and molecular processes, such as gene
expression, varying throughout the day. Constans (CO),
the key gene in controlling the flowering of this species,
provides the link between the mechanism that detects
daylight and the production of the flowering signal. CO is
then a transcription factor that activates the flowering locus
T (FT) gene which generates the flowering signal through
its FT mRNA transcript which translates into FT protein
(Corbesier et al., 2007; Zeevaart, 2008).
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Esta proteina es considerada como el supuesto “florigero”
mencionado hipotéticamente durante mucho tiempo como
el responsable de la floracion en muchas especies y se
mencionaque un mecanismo similar en frutales, incluyendo
el mango (Wilkie et al., 2008), podria estar envuelto en la
induccion floral (Brunner y Nilsson, 2004).

Los estudios realizados en Arabidopsis han servido como
base para estudios moleculares en especies frutales. En
tropicales, los estudios generalmente incluyen una relacion
delaexpresion del gene conlainiciaciony desarrollo floral,
ambiente y reguladores de crecimiento. En mandarina
‘Satsuma’losniveles del gene homologo FT incrementaron
contemperaturas frias durante el tiempo de induccion floral
(Nishikawa et al., 2007) y en naranjo dulce hay evidencias
que los niveles de homdlogos leafy (LFY) y apetala (AP1)
incrementan durante y después de la induccion floral con
temperaturas frias (Pillitteri ez al., 2004).

En el hibrido transgénico de citrico (Citrus sinensis L.
Osbeck x Poncitrus trifoliata L. Raf) unasobre-expresion de
LFYyAP1 redujeron sustancialmente la fase juvenil, aunque
la floracion al parecer dependio del control ambiental (Pefia
et al., 2001). En Poncirus trifoliata la expresion de FT le
confiere la floracion temprana (Endo ez al., 2005). Mientras
que en mandarina ‘Moncada’ FT es inhibido por la carga de
fruta (Mufioz et al., 2011).

Enarboles de naranjo dulce ‘Salustiana’, se observé que las
giberelinas inhibieron floracion reprimiendo la expresion
delos genes homologos flowering locus T (CiFT), en hojas;
mientras que el paclobutrazol (PBZ) increment6 la floracion
estimulando su expresion. La actividad de los homoélogos
terminal flower 1, flowering locus C, suppressor of
overexpression of constans 1,y apetala 1 no fueron afectados
por los reguladores (Muiioz et al., 2012).

Enmango hay pocainformacion al respecto, recientemente,
un gene como el flowering locus T (FT) fue identificado y
caracterizado. La secuencia de flowering locus T (MiFT)
mostro una alta identidad al gene FT de otras plantas y su
expresion incremento6 en hojas bajo condiciones inductivas
de floracidon (temperaturas bajas) y en arboles con baja
produccion de fruta. La aplicacion de 250 mg L! de acido
giberélico (AGs) inhibié completamente la floracion y la
expresion de MiFT tanto en alta como en baja produccion.
En este estudio concluyen que MiFT es el factor clave en la
floracion del mango (Nakagawa et al., 2012).

This protein is considered the “florigero” situation
mentioned hypothetically long as responsible for
flowering in many species and mentioned that a similar
mechanism in fruits including mango (Wilkie et al., 2008)
could be involved in floral induction (Brunner and Nilsson,
2004).

Studies in Arabidopsis have served as the basis for molecular
studies in fruit species. In tropical, studies generally
include arelationship of gene expression with initiation and
floral development, environment and growth regulators.
In ‘Satsuma’ mandarin, levels of the homologous
FT gene increased with cold temperatures during
floral induction time (Nishikawa et a/., 2007) and in
sweet orange there is evidence that levels of leafy (LFY)
and apetala (AP1) homologues increase during and
after floral induction with cold temperatures (Pillitteri
etal.,2004).

In the citrus transgenic hybrid (Citrus sinensis L. Osbeck x
Poncitrus trifoliata L. Raf) an overexpression of LFY and
AP1 substantially reduced the juvenile phase, although
flowering apparently depended on environmental control
(Pefia et al., 2001). In Poncirus trifoliata the expression
of FT gives it early flowering (Endo et al., 2005). While in
mandarin ‘Moncada’FT is inhibited by fruitloading (Mufioz
etal.,2011).

In sweet orange trees ‘Salustiana’, it was observed that
gibberellins inhibited flowering by repressing the expression
of homologous genes flowering locus T (CiFT), in leaves;
whereas paclobutrazol (PBZ) increased the flowering
stimulating its expression. The activity of the ferminal
flower 1, flowering locus C, suppressor of overexpression
of constans 1, and apetala 1 homologues were not affected
by regulators (Muiioz et al., 2012).

In mango there is little information about this, recently
a gene like flowering locus T (FT) was identified and
characterized. The flowering locus T (MiFT) sequence
showed a high identity to the FT gene of other plants
and its expression increased in leaves under inductive
flowering conditions (low temperatures) and in
trees with low fruit production. The application of
250 mg L! of gibberellic acid (AGs) completely inhibited
the flowering and expression of MiFT in both high and low
production. In this study they conclude that MiFT is the key
factorin the flowering of the mango (Nakagawaetal.,2012).
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De acuerdo alo anterior, genes relacionados con el proceso
de floracion en plantas herbaceas como Arabidopsis, han
servido como base para realizar estudios en frutales. En
subtropicales y tropicales existen trabajos al respecto
en citricos pero en mango la informaciéon es muy escasa
y nula en el caso de mango ‘Ataulfo’. En esta especie es
necesario realizar estudios a nivel molecular para tratar
de contrarrestar los efectos del clima en la induccidn,
diferenciacion y brotacion floral. Basado en lo anterior, el
objetivo de este estudio fue cuantificar la expresion del gen
flowering locus T (MiFT) de floracion en mango ‘Ataulfo’
y surelacion con ambiente y reguladores de crecimiento.

Materiales y métodos

El estudio se realizé durante el ciclo 2013-2014 con clima
calido (32-35/23-24 °C; dia, noche) y presencia de lluvia
durante los meses de octubre (122 mm), noviembre (161 mm)
y diciembre (105 mm). Se selecciono un huerto comercial
de mango ‘Ataulfo’/criollo regional de seis afios de edad, en
el municipio de Santiago Ixcuintla, Nayarit. La distancia de
plantacion fue 3 x 2.5mentre hileray arbol, respectivamente y
manejado en tipo seto. El huerto se manejo bajo un sistema de
riego por goteo, poda lateral (despunte de aproximadamente
50 cm, solo en lado oriente y poniente) y fertilizacion con
2 kgde Triple 17 por arbol al inicio de la temporada de lluvias
(junio) y 1 kg de fertilizante organico (gallinaza) por arbol
aplicado en septiembre.

Endichohuerto, seseleccionaron 60 arboles de vigoruniforme,
en los cuales se realizaron dos experimentos. Experimento 1.
Expresion de MiFT en hojas tratadas con PBZ por efecto de
épocade muestreoy orientacion en el arbol. Seaplicounasola
dosis (1X)de2500mgL"'dePBZa12arboles, 30 dias después
delapoda(ddp). Como testigo, se colectaron brotes antes de
la aplicacion de PBZ (septiembre 30) y posteriormente a 60,
90, 120 y 150 dias después de la aplicacion (dda); cada mes,
iniciando en noviembre 30 de 2013 a febrero de 2014 (inicio
de floracion). En cada fecha, 36 brotes fueron seleccionados
de seis arboles por tratamiento asignados previamente para
elmuestreo y se tomaron 12 brotes en orientacion norte (lado
sombreado), 12 en oriente (lado soleado por la mafiana) y
12 en poniente (lado soleado por la tarde). Las hojas fueron
separadas, identificadas y almacenadas a -80 °C hasta su
utilizacion para la extraccion de ARN.
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According to the above, genes related to the flowering
process in herbaceous plants such as Arabidopsis, have
served as a basis for studies in fruit trees. In subtropical
and tropical, there are works in this respect in citrus, but in
mango the information is very scarce and null in the case
of ‘Ataulfo’ mango. In this species it is necessary to carry
out studies at the molecular level to try to counteract the
effects of climate on induction, differentiation and floral
bud. Based on the above, the objective of this study was to
quantify the expression of the flowering locus T (MiFT) in
‘ Ataulfo’ mango and its relationship with environment and
growth regulators.

Materials and methods

The study was conducted during the period 2013-2014
with warm weather (32-35/23-24 °C; day, night) and
rainfall during october (122 mm), november (161 mm)
and december (105 mm). A six year old ‘Ataulfo’/ creole
regional mango orchard was selected in the municipality
of Santiago Ixcuintla, Nayarit. The planting distance was
3 x 2.5 mbetween row and tree, respectively and managed
in hedge type. The orchard was managed under a drip
irrigation system, lateral pruning (cut of approximately
50 cm, only on east side and west) and fertilization with
2 kg of Triple 17 per tree at the beginning of the rainy
season (June) and 1 kg of organic fertilizer (manure) per
tree applied in September.

In this orchard, 60 trees of uniform vigor were selected,
in which two experiments were performed. Experiment 1.
Expression of MiFT in leaves treated with PBZ by effect of
sampling time and orientation in the tree. A single dose (1X)
0f2500mgL-'de PBZ was applied to12 trees, 30 days after
pruning (ddp). As a control, shoots were collected before
the application of PBZ (September 30) and later at 60,
90, 120 and 150 days after application (dda); that is, each
month, beginning on november 30, 2013 until February
2014 (beginning of flowering). At each date, 36 outbreaks
were selected from only six trees per treatment previously
assigned for sampling and 12 outbreaks were taken in north
orientation (shaded side), 12 in the east (sunny side in the
morning) and 12 in the west (sunny side by the afternoon).
The leaves were separated, identified and stored at -80 °C
until used for RNA extraction.
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Experimento 2. Expresion de MiFT en hojas de Mango
‘Ataulfo’ por efecto de reguladores de crecimiento. Se
evaluaron cuatro tratamientos. 1. La dosis de 500 mg L' de
prohexadiona de calcio (P-Ca), en tres aplicaciones (3X) a
30+45+60 dias después de la poda (ddp). 2. Una dosis de
2500mgL'dePBZenunasolaaplicacion (1X)30ddp.3.Una
dosisde200mgL'de AGs,unaaplicacion(1X)a 120ddpy4.
Testigo. Entodos los casos, se asperjaron 12 arboles. Paralos
tratamientos con P-Cay PBZ, se colectaron brotes emergidos
alos 0 dias después de la aplicacion (dda) y posteriormente
a 60, 90, 120 y 150 dias después de la aplicacion (dda); es
decir, denoviembre 2013 a febrero 2014 (inicio de floracion).
En arboles asperjados con AGs (noviembre 30, 2013) se
colectaronbrotesalos 0,30y 90dias después delaaplicacion.
En el testigo, los brotes se colectaron en fecha similar a los
tratamientos P-Ca y PBZ. En cada fecha, 36 brotes fueron
seleccionados de solo seis arboles (alrededor y parte media)
por tratamiento asignados previamente para el muestreo. Al
igual que el experimento anterior, las hojas fueron separadas,
identificadas y almacenadas a-80 °Chasta suutilizacién para
la extraccion de ARN.

Enambos experimentos PBZ (Austar®) fue aplicado al suelo
bafiando el tallo principal a una altura de 30 cm de la base
del suelo. En el segundo experimento, la solucion de P-Ca
(Apogee®) se prepar6 con agua corriente y seusé 1 ml L' de
surfactante Inex®. P-Ca se aplicd al follaje a punto de goteo
mediante bomba aspersora motorizada. La solucion de AGs
se preparo6 con agua corriente y se us6 urea foliar 1% como
penetrantey 1 ml L' de surfactante Inex® Los arboles testigo
fueron asperjados con agua + urea + surfactante.

Las variables evaluadas en ambos experimentos fueron las
siguientes:

1. Extraccion, cantidad y calidad de ARN y cDNA. Para la
extraccion de ARN, se utilizo lametodologia de Nakagawa
et al. (2012). La extraccion se hizo utilizando un Kit
RNAqueous (Applied Biosystems). Para remover los
fenoles, se utilizo el kit Plant RNA isolation Aid (Applied
Biosystems), el cual fue agregado en el primer paso del
procedimiento de extraccion. Posteriormente la extraccion
fuetratadacon TURBO DNA-free Kit (Applied Biosystems)
para remover el DNA gendmico y purificar y limpiar la
muestra. La cuantificaciony evaluacion se calidad se realizo
mediante espectrofotometria de UV (Thermo Scientific
NanoDrop 2000).

Experiment 2. Expression of MiFT in leaves of Mango
‘Ataulfo’by effect of growth regulators. Four treatments were
evaluated. 1. The dose of 500 mg L' of calcium prohexadione
(P-Ca), in three applications (3X) at 30 + 45 + 60 days
after pruning (ddp). 2. A dose of 2 500 mg L' of PBZ in a
single application (1X) 30 ddp. 3. A dose of 200 mg L' of
AGs, one application (1X) at 120 ddp and 4. Control. In
all cases, 12 trees were sprinkled. For the treatments with
P-Ca and PBZ, emerged shoots were collected at 0 days
after application (dda) and later at 60, 90, 120 and 150 days
after application (dda); that is, from November 2013 to
February 2014 (beginning of flowering). In trees sprayed
with AGs; (November 30, 2013) shoots were collected at 0,
30 and 90 days after application. In the control, the shoots
were collected at a similar date to the treatments P-Ca and
PBZ. Ateachdate, 36 outbreaks were selected from only six
trees (around and half) per treatment previously assigned
forsampling. Like the previous experiment, the leaves were
separated, identified and stored at -80 °C until their use for
RNA extraction.

In both experiments PBZ (Austar®) was applied to the
soil by bathing the main stem at a height of 30 cm from
the soil base. In the second experiment, the solution of
P-Ca (Apogee®) was prepared with tap water and 1 ml L*!
of Inex® surfactant was used. P-Ca was applied to the
foliage to drip point by motorized spray pump. The AG;
solution was prepared with tap water and 1% leaf urea
was used as the penetrating agent and 1 ml L' of Inex®
surfactant was used. The control trees were sprayed with
water + urea + surfactant.

The variables evaluated in both experiments were the
following:

1. Extraction, quantity and quality of RNA and cDNA.
For the extraction of RNA, the methodology of
Nakagawa et al. (2012). Extraction was done using
an RNAqueous Kit (Applied Biosystems). To remove
the phenols, the Plant RNA isolation Aid kit (Applied
Biosystems) was used, which was added in the first step
of the extraction procedure. Subsequently the extraction
was treated with TURBO DNA-free Kit (Applied
Biosystems) to remove the genomic DNA and to purify and
clean the sample. Quantification and quality evaluation was
performed by UV spectrophotometry (Thermo Scientific
NanoDrop 2000).
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Posterior a esto se procedid a la sintesis de ADN
complementario; la primera hebra del cDNA fue sintetizado
porretrotranscriptasa, usando SuperScript® VILO™ cDNA
Synthesis Kit (Applied Biosystems). La cuantificacion y
evaluacion fue similar a la del ARN.

2.Expresionrelativadel gen MiFT. Posterior ala extraccion
de ARN y sintesis de ADN complementario cDNA (por sus
siglas en inglés), la cuantificacion de la expresion relativa
(significa que el nivel del gen de interés en la muestra
tratada representa s6lo un (%) del nivel de gen enddgeno)
fue mediante PCR Tiempo Real, reaccion en cadena de la
polimerasa tiempo real (QPCR, por sus siglas en ingles),
siguiendo la metodologia de Nakagawa et al. (2012).

Los primers forward y reverse, empleados para la
cuantificacion y expresion del gen MiFT en mango
‘Ataulfo’, fueron los reportados por Nakagawaetal. (2012)
y las secuencias de los primers fueron las siguientes:

Gen Secuencia Primer
MiFT CAACATTGGGGATTCACAGG Forward
GAAGTAAACAGCAGCCACAGGA  Reverse

E1 PCR tiempo real, fue realizado con Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Applied Biosystems)
usando StepOne (Applied Biosystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Cada reaccion contenia
12.5 ul de Platinum® SYBR® Green, 0.5 pl de cada uno
de los primers forward y reverse, 0.5 ul de ROX, 9 pl de
agua deionizada (dH20), 2 ul de cDNA de la muestra.
Las condiciones del termociclador fueron 95 °C por 30 s
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 5 sy 60 °C por 30 s. Se
utilizé un gene factor de amplificador de mango (MiEF)
como un control interno (enddgeno). PCR tiempo real fue
realizado en tresrepeticiones y los niveles de transcripcion
fueron normalizados contra MiEF. El calculo de la
expresion relativa del gen se realizé mediante el método
2-2ACT propuesto por Livak y Schmittgen (2001).

3. Numero y tipo de crecimiento. En ambos experimentos
y en los seis arboles restantes (sin muestreo de brotes) de
cada tratamiento, se etiquetaron 30 brotes apicales arbol™!
emergidos después de la poda de verano (agosto 5, 2013);
es decir, 180 por tratamiento. En estos brotes se registro el
numero y tipo de crecimiento (vegetativo, reproductivo e
inactivo) emergido en la yema apical de los brotes durante el
periodo de floracion. Con estos datos, se calculd el porcentaje
de brotes florales, vegetativos e inactivos, considerando
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Subsequent to this we proceeded to the synthesis of
complementary DNA; the first strand of the cDNA was
synthesized by retrotranscriptase, using SuperScript®
VILO™ cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems).
Quantification and evaluation were similar to RNA.

2. Relative expression of the MiFT gene. Following the
extraction of RNA and complementary DNA synthesis
cDNA, the quantification of relative expression (means that
thelevel ofthe gene of interest in the treated sample represents
only one (%) ofthe endogenous gene level) was by Real Time
PCR, real-time polymerase chainreaction (QPCR), following
the methodology of Nakagawa et al. (2012).

The forward and reverse primers used for the quantification
and expression of the MiFT gene in ‘Ataulfo’ mango were
those reported by Nakagawa et al. (2012) and the sequences
of the primers were as follows:

Gen Secuencia Primer
MiFT CAACATTGGGGATTCACAGG Forward
GAAGTAAACAGCAGCCACAGGA  Reverse

The real-time PCR was performed with Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Applied Biosystems) using
StepOne (Applied Biosystems) following the manufacturer’s
instructions. Each reaction contained 12.5 pl of Platinum®
SYBR® Green, 0.5 pl of each of the forward and reverse
primers, 0.5 pl of ROX, 9 ul of deionized water (dH20),
2 ul of sample cDNA. The thermocycler conditions were
95 °C for 30 s followed by 40 cycles of 95 °C for 5 s and
60 °C for 30 s. A mango amplifier factor gene (MiEF) was
used as an internal (endogenous) control. PCR real-time
was performed on three replicates and transcript levels were
normalized against MiEF. Therelative expression of the gene
was calculated using the 24T method proposed by Livak
and Schmittgen (2001).

3. Number and type of growth. In both experiments and in
the six remaining trees (without outbreak sampling) of each
treatment, 30 tree”' apical shoots emerged after summer
pruning (August 5, 2013); that is, 180 per treatment. In
these outbreaks, the number and type of growth (vegetative,
reproductive and inactive) emerged in the apical bud of
shoots during the flowering period. With these data, the
percentage of floral, inactive and vegetative shoots was
calculated, considering the number of each of them among
the total number of outbreaks evaluated, e.g. number of floral
outbreaks/total outbreaks marked.
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el nimero de cada uno de ellos entre el total de brotes
evaluados; por ejemplo niumero de brotes florales/total de
brotes marcados.

4. Temperatura y precipitacion. Los datos de temperatura
fuerontomadosdelsensorcolocado enel experimento anterior
y los de precipitacion de la estacion Verdinefo, ubicada a 2
km del huerto (Red de Estaciones Agroclimatologicas del
estado de Nayarit).

En el experimento 1, se realizaron pruebas de normalidad
Shapiro-Wilks, debido a los valores obtenidos de QR
(cantidad relativa) no presentaron distribucion normal. Se
ajustaron con transformaciones y se analizaron bajo unl
disefio experimental fue completamente al azar, con arreglo
de tratamientos factorial (5x3), donde los factores fueron
los siguientes: Fechas (septiembre, noviembre, diciembre,
enero y febrero) y orientacion en el arbol (lado oriente,
poniente y norte). Se evaluaron 15 tratamientos, mas un
testigo, con tres repeticiones y se analizo con estadisticas no
paramétricas, con la prueba de Kruskal-Wallis, que permitio
comparacion multiples.

En el experimento 2, el disefio experimental fue
completamente al azar, evaluando cuatro tratamientos con
seisrepeticiones, 30 brotes por repeticidon como parcelatitil.
Se uso la prueba de Tukey (p< 0.05) para comparacion de
medias. Se utiliz6 el programa SAS version 9.2.

Resultados y discusion

Cuantificacion y calidad de RNA

En general, la cantidad promedio de RN A en hojas maduras
con PBZ (2 500 mg L', 1X a 30 ddp) fue de 44.7 ng uL!
alcanzando una relacion 260/280 de 1.96 en promedio. La
cantidad promediode cDNA fue2103.6nguL' yunarelacion
260/280de 1.87 (Cuadro 1). Enhojas con P-Ca (500 mgL!,
3X a 30+45+60 ddp) la cantidad de RNA fue de 42.3 ng
uL!, con una relacion de 1.95 (260/280), mientras que la
de cDNA fue de 2025 ng uL'y una relacion de 1.87. Con
AGs, la cantidad de RNA fue de 36.1 ng uL!' y de 2006.7 el
contenido de cDNA conunarelacion260/280de 1.92y 1.85,
respectivamente. En hojas sin regulador, se encontr6 una
cantidadde 33.6ngulL'deRNAy2006.3ngul'decDNA,
larelacion 260/280 fue de 1.89 y 1.85, respectivamente.

4. Temperature and precipitation. The temperature data were
taken from the sensor placed in the previous experiment and
the precipitation of the station Verdinefo, located 2 km from
the orchard (Network of Agroclimatological Stationsofthe
state of Nayarit).

Inexperiment 1, Shapiro-Wilks normality tests were performed,
because the values obtained from QR (relative amount) had no
normal distribution. They were adjusted with transformations
and analyzed under a randomized experimental design with
factorial treatments (5x3), where the factors were as follows:
Dates (September, November, December, January and
February) and orientation in the tree (east, west and north).
Fifteen treatments, plus one control, with three replicates were
evaluated and analyzed with non-parametric statistics, with
the Kruskal-Wallis test, which allowed multiple comparison.

In Experiment 2, the experimental design was completely
randomized, evaluating four treatments with six replicates,
30 shoots per replicate as a useful plot. The Tukey test
(< 0.05) was used for comparison of means. The SAS
version 9.2 program was used.

Results and discussion

Quantification and quality of RNA

In general, the average amount of RN A in mature leaves with
PBZ (2500mgL!, 1X at30dpp) was44.7 ng uL! reaching
a260/280 ratio of 1.96 on average. The average amount of
cDNAwas2103.6nguL!'anda260/280ratio of 1.87 (Table
1). Inleaves with P-Ca (500 mg L', 3X at 30 +45 + 60 ddp)
the amount of RNA was 42.3 ng pu L', with a ratio of 1.95
(260/280), while that of cDNA was 2025 ng uL' and a ratio
of 1.87. With AGs, theamount of RNAwas 36.1 ng u L' and
0f2006.7 the cDNA content witha260/280ratio of 1.92 and
1.85, respectively. In leaves without regulator, we found an
amount of33.6ng u L' RNA and2006.3 ng uL-' cDNA, the
260/280 ratio was 1.89 and 1.85, respectively.

Irrespective of the experiment, the extracted amount of
RNA in ‘Ataulfo’ mango leaves was sufficient to achieve
an outstanding amount of cDNA once converted by
retrotranscriptase, an enzyme that exists in nature as part
of the virus replication mechanism, and uses a tRNA as
oligonucleotide or primer (Falcon and Valera, 2007).



3846 Rev. Mex. Cienc. Agric. Pub. Esp. Num. 19 12 de noviembre - 31 de diciembre, 2017

Maria H. Pérez Barraza et al.

Cuadro 1. Cantidad y calidad de RNA y cDNA en Hojas de mango ‘Ataulfo’.
Table 1. Quantity and quality of RNA and cDNA in ‘Ataulfo’ mango leaves.

Tratamiento RNA (ng pl) Relacion (260/2807) cDNA (ng pl?) Relacion (260/280%)
PBZ 2500 1X 44.7 1.96 2103.6 1.87
P-Ca 500 3X 42.3 1.95 20255 1.87
AG3200 1X 36.1 1.92 2 006.7 1.86
Testigo 33.6 1.89 2 006.3 1.85
CV 52.9 4.37 5.56 1.81

= Longitud de onda para absorcion de los acidos nucleicos/proteinas (Luz UV).

Independientemente del experimento, la cantidad extraidade
ARN en hojas de mango ‘Ataulfo’ fue suficiente para lograr
una cantidad sobresaliente de cDNA una vez convertido
mediante retrotranscriptasa, enzimaque existe en lanaturaleza
como parte del mecanismo de replicacion en virus y utilizaun
tARN como oligonucleotido o primer (Falcony Valera, 2007).

El ARN extraido fue de excelente calidad, de acuerdo a
la relacion 260/280 obtenida en el espectrofotometro. La
relacion entre las lecturas obtenidas a 260 nm y 280 nm
(OD260/ODaso) proveen un estimado de la pureza de los
acidosnucleicos. Los acidos nucleicos tienen un maximo de
absorcion auna longitud de onda de 260 nm. A esta longitud
porlotanto, laabsorcion es unindicativo de laconcentracion,
mientras que en la longitud 280 nm, la absorcion muestra
proteinas y compuestos fenoles. Las extracciones de acidos
nucleicos de buena calidad y pureza deben tener unarelacion
260/280 con valores entre 1.8 - 2, cantidades menores a estos
significa que hay presencia de proteinas, fenoles u otros
contaminantes que pudieran interferir con los resultados
de los ensayos a realizar (Wilfinger et al., 1997; Anénimo,
2007). De igual manera la cantidad de cDNA obtenido fue
de buena calidad sin contaminacion de compuestos como
los mencionados anteriormente. Esto permiti6 realizar de
manera eficiente la qPCR para cuantificar la expresion del
gen MiFT, en ambos experimentos.

Temperaturay precipitacion

En 2013-2014, la temperatura minima en los meses de
octubre y noviembre se mantuvo entre 23 y 24 °C, mientras
que la maxima fue entre 32 y 35 °C, en diciembre la
temperatura minima descendié hasta 17 °C y en enero y
febrero se mantuvo entre 15y 18 °C. Se tuvo presencia de
lluvias durante el mes de octubre y noviembre (122 y 161
mm, respectivamente), en diciembre la precipitacion fue de
105 mm y hubo escasa lluvia en enero y febrero (Figura 1).

The extracted RN A was of excellent quality, according to the
ratio 260/280 obtained in the spectrophotometer. The ratio
between the readings obtained at 260 nm and 280 nm (OD2eo/
OD2so) provides an estimate of the purity of the nucleic acids.
Nucleic acids have amaximum absorption ata wavelength of
260 nm. At this length therefore, the absorption is indicative
of the concentration, whereas in the 280 nm length, the
absorption shows proteins and phenol compounds. Nucleic
acid extractions of good quality and purity should have a
260/280 ratio with values between 1.8-2, lesser amounts
mean that there are presence of proteins, phenols or other
contaminants that could interfere with the results of the tests
to be performed (Wilfinger et al., 1997; Anonimo, 2007).
Likewise the amount of cDNA obtained was of good quality
without contamination of compounds as mentioned above.
This allowed the qPCR to be efficiently performed to quantify
the expression of the MiFT gene in both experiments.

Temperature and precipitation

In 2013-2014, the minimum temperature in October and
November remained between 23 and 24 °C, while the
maximum temperature was between 32 and 35 °C, in
December the minimum temperature dropped to 17 °C and
in January and February remained between 15 and 18 °C.
Rainfall was observed during October and November (122
and 161 mm, respectively), indecemberrainfall was 105 mm
and there was littlerainfall in January and February (Figure 1).

Experiment 1. Expression of MiFT by period effect and
orientation in the tree.The analysis of variance for the
QR variable, relative amount of expression of the gene of
interest MiFT, showed high significance for the intercept
and months (Table 2). While the multiple comparison with
Kruskal-Wallis of the MiFT gene expression according to
the orientation, showed a relation for the west and east side
(Table 3).
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Experimento 1. La expresion de MiFT por efecto de la
época y orientacion en el arbol. El analisis de varianza
para la variable correspondiente QR, cantidad relativa
de la expresion del gen de interés MiFT, mostro alta
significancia para el intercepto y meses (Cuadro 2).
Mientras que la comparacion multiple, con Kruskal-
Wallis, de la expresion del gen MiFT de acuerdo a la
orientacion, mostré relacion para el lado poniente y oriente
(Cuadro 3).

InFigure 2, the results obtained in the expression of the gene
of interest MiFT in relation to the endogenous MiEF gene
are shown. Regarding the time of sampling, the relative
expression of MiFT was observed in all months sampled.
The expression varied from 0.30to 3.4 with respectto MiEF.
The month of greatest expression was december followed
by january and february. Regarding orientation, the relative
expression of MiFT was onaverage 0.81,1.9and 0.54 onthe
north, east and west sides, respectively (Figure 2).

Cuadro 2. Analisis de varianza para datos transformados (Ln X+1) de la expresion del gen.
Table 2. Analysis of variance for transformed data (Ln X+1) of gene expression.

Efecto SC GL CM F P
Intercepto 42.86635 1 42.86635 637.4918 0
Meses 7.31809 4 1.82952 27.208 0
Orientacion 9.67863 4.83932 71.9685
Meses*orientacion 32.51464 4.06433 60.4431
Error 2.01727 30 0.06724

Cuadro 3. Comparacién multiple de la expresion del gen
MiFT segtinlaorientacion en el arbol. Kruskal-

Wallis.
Table 3. Multiple comparison of the MiFT gene expression
according to the orientation in the tree. Kruskal-

Wallis.
Orientaciéon  Norte (N) Oriente (O) Poniente (P)
Norte (N) 0.820157 1.862729
Oriente (O)  0.820157 2.682885
Poniente (P) 1.862729  2.682885
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Figura 1. Temperatura maxima, minima y precipitacion
(PP) presentadas durante el periodo de induccion,
iniciacion y brotacion floral en mango ‘Ataulfo’.

Figure 1. Maximum temperature, minimum and precipitation

(PP) presented during the period of induction,
initiation and floral sprouting in ‘Ataulfo’mango.
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Figura 2. Expresion relativa de MiFT con relacion a MiEF
en hojas de mango ‘Ataulfo’ tratadas con PBZ. N,
O y P, corresponden a norte, oriente y poniente
del arbol.

Figure 2. Relative expression of MiFT relative to MiEF in
‘Ataulfo’ mango leaves treated with PBZ. N, O and
P, correspond to north, east and west of the tree.

Considering the interaction it was found that in September
the expression was MiFT was 0.25 and 0.53 innorth and east
side, respectively, in November the expression was 1.51,
0.8 and 0.4 in north, east and west side, in December MiFT
was expressed only on the east side with 3.4 and west with
0.75, while in january the expression was 2.5 and 0.15 on
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En la Figura 2, se muestran los resultados obtenidos en
la expresion del gen de interés MiFT con relacion al gen
endégeno MiIiEF. Respecto a la época de muestreo, la
expresion relativa de MiFT fue observada en todos los
meses muestreados. La expresion varid de 0.30 hasta 3.4
respecto a MiEF. El mes de mayor expresion fue diciembre
seguido de enero y febrero. Con relacion a la orientacion,
laexpresionrelativade MiFT fue en promediode 0.81, 1.9
y 0.54 enellado norte, oriente y poniente, respectivamente
(Figura 2).

Considerando la interaccion se encontrd que en el mes de
septiembre la expresion fue MiFT fue de 0.25y 0.53 enlado
norte y oriente, respectivamente, en noviembre la expresion
fue de 1.51, 0.8 y 0.4 en lado norte, oriente y poniente, en
diciembre MiFT se expreso solo en lado oriente con 3.4 y
poniente con 0.75, mientras que en enero la expresion fue de
2.5y 0.15 en lado norte y poniente y de 3.1 en lado oriente.
En febrero la expresion fue en lado norte, oriente y poniente
de 0.25, 1.8 y 0.5, respectivamente.

En hojas tratadas con PBZ, la expresion de MiFT (gen
de interés) fue observada en todos los meses de estudio,
pero solo en hojas de brotes soleados durante la mafiana se
expreso en mayor cantidad respecto a las hojas de brotes
soleado por la tarde y hojas completamente sombreadas.
En hojas de brotes sombreados (lado norte), la expresion
mayor expresion fue en los meses de noviembre y enero;
pero fue minima comparada con lado oriente. Lo anterior,
indica que probablemente el gen MiFT esta regulado por
luz al expresarse en mayor cantidad del lado solado y una
minima expresion en lado norte donde los arboles siempre
estan sombreados por la union de copas entre arboles
(formacion tipo seto).

Puede observarse que en el mes de septiembre (antes de
la aplicacion de PBZ), la expresion fue nula en hojas con
orientacion poniente, pero hubo una minima expresion del
gen en hojas soleadas del lado oriente; en los siguientes
meses MiFT presenté una minima expresion en hojas
sombreadas probablemente por efecto del regulador PBZ,
lo que dio lugar a que un pequefio porcentaje de brotes
sombreados florecieran.

En manzano ‘Fuji’ (36° latitud norte, 139° longitud oeste
y 747 msnm) no encontraron diferencias en la expresion
del gen flowering locus T (MdFT1) (homologo de MiFT)
en yemas apicales de brotes sombreados y soleados pero la
expresion de MiTFL1 (represor floral) fue mayor en brotes
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north and west sides and 3.1 on east side. In February, the
expression was on the north, east and west sides 0 0.25, 1.8
and 0.5, respectively.

In leaves treated with PBZ, the expression of MiFT (gene
of interest) was observed in all months of study, but only in
leaves of sunny buds during the morning was expressed
in greater quantity with respect to leaves of sunny
shoots in the afternoon and completely shaded leaves. In
leaves of shaded shoots (north side), the expression greater
expression was in the months of November and January; but
itwas minimal compared to the east side. This indicates that
the MiFT geneis probably regulated by light when expressed
in greater quantity on the soil side and aminimum expression
on the north side where the trees are always shaded by the
union of tree tops (hedge-like formation).

Itcanbe observed that in the month of September (before the
application of PBZ), the expression was null in leaves with
orientation west, but there was a minimal expression of the
gene insunny leaves of the east side; in the following months
MiFT presented a minimal expression in leaves shaded
probably by effect of the regulator PBZ, which resulted in
that a small percentage of shaded shoots flourished.

In ‘Fuji’appletree (36°north latitude, 139° westlongitudeand
747 meter above sea level) found no difference in flowering
locus T (MdFT1) gene expression (MiFT homolog) inapical
buds of shaded and sunny buds but the expression of MiTFL1
(floral repressor) was higher in shaded shoots (Kittikorn et
al.,2011), results that do not coincide with our study, despite
results in apple, were obtained in different species and tissue
and shading was only 50% and in the present study conducted
under field conditions very different from those ofapple tree
(21°northlatitude 105° westlongitude, 150 m), atleast on the
north side, the shade was about 90%.

The highest expression was found in December and January
onasunny side, which coincided with the presence of colder
temperatures and probably with the time when induction and
floral initiation occurred in mango, as reported in mandarin
‘Satsuma’ by Nakagawa et al. (2007) where the level of
the orthologous gene flowering locus T (CiFT) increased
with cold temperatures during floral induction time and in
sweet orange tree LFY and AP1 increased during and after
floral induction (Pillitteri et al., 2004). On the other hand,
Nakagawa et al. (2012) identified a gene as the flowering
locus T (MiFT) on leaves of ‘Irwin’ mango trees that
developed under inductive temperatures at flowering (15 °C).
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sombreados (Kittikorn et al., 2011), resultados que no
coinciden con nuestro estudio, no obstante los resultados
enmanzano, se obtuvieron en diferente especiey tejidoy el
sombreo fue de solo 50%, y en el presente estudio realizado
bajo condiciones de campo muy diferentes a las de manzano
(21°1atitud norte 105° longitud oeste, 150 msnm), al menos
de lado norte, el sombreo fue cerca de 90 %.

La mayor expresion se encontr6 en diciembre y enero en
lado soleado, lo que coincidié también con la presencia de
temperaturas mas frias y probablemente con el momento
en que ocurrid la induccion e iniciacion floral en mango,
como lo reportado en mandarina ‘Satsuma’ por Nishikawa
et al. (2007) donde el nivel del gen ortologo flowering
locus T (CiFT) increment6 con temperaturas frias durante
el tiempo de induccion floral y en naranjo dulce LFY y AP1
incrementaron durante y después de la induccion floral
(Pillitteri et al.,2004). Por otro lado, Nakagawa et al. (2012)
identificaron un gene como el flowering locus T (MiFT) en
hojas de arboles de mango ‘Irwin’ que desarrollaban bajo
temperaturas inductivas a floracion (15 °C). En nuestro
estudio se observd unamayor expresion del gen mencionado
en hojas de ‘Ataulfo’ en los meses de diciembre y enero,
meses en los cuales las temperaturas fueron mas bajas que
en septiembre, octubre o noviembre (Figura 1).

Enhojas soleadas y con aplicacion de PBZ, se encontrd que
MiFT se expreso en la mayoria de los meses evaluados;
aunque la expresion fue altamente incrementada en el mes
de diciembre, enero y febrero. Lo anterior indica que el
regulador favorece la expresion del gen probablemente
mediante su efecto en lainhibicion de sintesis de giberelinas;
aunado a esto, los meses de diciembre a febrero fueron
los mas frescos comparados con septiembre, octubre y
noviembre. Resultados similares se reportan en hojas de
naranjo dulce ‘Salustiana’ donde PBZ estimul6 la floracion
de genes homologos a flowering locus T, CiFT (Muiioz
etal.,2012).

Tipo de crecimiento emergido durante la época de
floracion. Durante la época de floracion, del lado oriente
(brotes soleados) 66% de brotes presentaron floracion,
12% tuvo solo brotes vegetativos y 25% quedaron
inactivos. Del lado poniente (sombreado por la mafianay
soleado porlatarde), 40% de los brotes tuvieron floracion,
50% solo crecimiento vegetativo y 12% quedaron
inactivos. Del lado norte (lado sombreado) la mayoria de
los brotes quedaron inactivos (76%), aunque 12% presentd
floracion (Figura 3).

In our study we observed a greater expression of the gene
mentioned in leaves of * Ataulfo’ in the months of December
and January, months in which the temperatures were lower
than in September, October or November (Figure 1).

Insunny leaves and with application of PBZ, it was found that
MiFT was expressed in the majority of months evaluated;
although the expression was highly increased in the month
of December, January and February. The above indicates that
the regulator favors gene expression probably through its
effect on the inhibition of gibberellin synthesis; in addition
to this, the months of december to february were the freshest
compared to September, October and November. Similar
results are reported in fresh orange leaf ‘Salustiana’ where
PBZ stimulated the flowering of homologous genes to
flowering locus T, CiFT (Mufioz et al., 2012).

Type of growth emerged during the flowering season. During
the flowering season, on the east side (sunny shoots), 66% of
shoots had flowering, 12% had only vegetative shoots and
25% were inactive. On the west side (shaded in the morning
and sunny in the afternoon), 40% ofthe shoots had flowering,
50% only vegetative growth and 12% were inactive. On the
north side (shaded side) most shoots were inactive (76%),
although 12% presented flowering (Figure 3).

In the flowering period, the percentage of flower buds
was higher on the sunny side when PBZ was applied,
which coincides with the greater expression of MiFT. In
addition, it is likely that PBZ by inhibiting the synthesis of
gibberellins favored the expression of the gene responsible
for floral induction as reported by Nakagawa et al. (2012).
On the west side (sunny in the afternoon) and north (shade
of approximately 90%) the percentage of buds with
flowers was minimal, but flowers were present on both
sides when PBZ was applied. The above indicates that
the regulator induced, although in smaller quantity, the
expression of the MiFT gene provoking the induction of
flowering in this type of shoots and therefore the presence
of flowers; however, the light is strongly regulating its
expression.

On both sunny and shaded sides a large number of shoots
remained inactive, which could be due to the fact that the
environmental conditions during November, when induction
and floral initiation in mango usually occur (Pérez et al.,
2009), were not adequate for flowering since there were
temperatures above 20 °C and presence of rain; however,
with the application of PBZ, an adequate percentage of floral
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En el periodo de floracion, el porcentaje de brotes con
flores fue mayor en el lado soleado cuando se aplicod
PBZ, lo que coincide con la mayor expresion de MiFT.
Ademas, es probable que PBZ al inhibir la sintesis de
giberelinas favorecieron la expresion del gen encargado
de la induccion floral como lo reporta Nakagawa et al.
(2012). En lado poniente (soleado por la tarde) y norte
(sombreo de 90% aproximadamente) el porcentaje del
brotes con flores fue minima, pero se tuvieron flores en
ambos lados cuando se aplicé PBZ. Lo anterior indica
que el regulador indujo, aunque en menor cantidad, la
expresion del gen MiFT provocando la induccion de
floracion en este tipo de brotes y por lo tanto la presencia
de flores; no obstante, la luz esta regulando fuertemente su
expresion.

Tanto en lado soleado como sombreado un gran nimero de
brotes permanecio inactivo, lo cual podria deberse a que
las condiciones ambientales durante noviembre, mes en
que ocurre normalmente la induccion e iniciacion floral
en mango (Pérez et al., 2009), no fueron adecuadas para
floracion pues se registraron temperaturas arriba de 20 °C
ypresenciade lluvia; no obstante, con laaplicacionde PBZ,
se obtuvo un porcentaje adecuado de brotes florales en lado
soleado, lo que coincidié también con la mayor expresion
de MiFT en diciembre, tiempo donde la temperatura fue
menor a 20 °C.

Experimento 2. Expresion de MiF T por efecto de reguladores
decrecimientoLa expresionrelativaen hojas con P-Cafuede
0.02% en septiembre, de 1.1% ennoviembre y se incremento
endiciembre a4.7% y bajo en enero con 1.1%, en octubre y
febrero la expresion fue de 0 (Figura 4). En hojas aplicadas
con PBZ laexpresionrelativade MiFT conrelacion a MiEF
fue de 0.7% en septiembre, en noviembre la expresion fue
de 2.8% aumentando en diciembre hasta 30.3 y 22.2% en
enero, en el mes de febrero fue de 6.5%. En hojas testigo (sin
regulador) la expresion fue de 0.06% en septiembre, cero
en octubre, noviembre y diciembre, 0.87% en enero y
cero en febrero; mientras que en hojas con AGs, la expresion
fue 0 en todos los meses evaluados a excepcion de febrero
que tuvo 0.02% de expresion.

Resultados similares a los obtenidos en PBZ se presentaron
en hojas tratadas con P-Ca, otro inhibidor de la sintesis de
giberelinas, aunque la expresion fue menor comparada
con PBZ. En hojas aplicadas con AGs, la expresion fue
practicamente nula, lo que indica que este regulador
inhibio la expresion de MiFT. Los resultados coinciden

Maria H. Pérez Barraza et al.

shoots were obtained on sunny side, which coincided also
with the greater expression of MiFT in December, when the
temperature was lower to 20 °C.
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Figura 3. Porcentaje y tipo de crecimiento emergido durante
el periodo de floraciéon en brotes de mango ‘Ataulfo’
tratados con PBZ y en diferente orientacion en el
arbol. BF=Dbrote floral; BV=brote vegetativo; Bl=brote
inactivo. Lado oriente (O), poniente (P) y norte (N) del
arbol, 2014. Las barras en cada punto representan el
promedio de 160 brotes por tratamiento + error estandar.

Figure 3. Percentage and type of growth emerged during the
flowering period in ‘Ataulfo’ mango shoots treated
with PBZ and in different orientation in the tree. BF=
floral bud; BV=vegetative shoot; BI=inactive bud. East
(0), west (P) and north (N) of the tree, 2014. The bars at
each point represent the average of 160 outbreaks per
treatment + standard error.

Experiment 2. Expression of MiFT by effect of growth
regulators.The relative expression in leaves with P-Ca was
0.02% in September, 1.1% in November and increased in
December to 4.7% and decreased in January with 1.1%, in
October and February the expression was 0 (Figure 4). In
leaves applied with PBZ the relative expression of MiFT
in relation to MiEF was 0.7% in September, in November
the expression was 2.8% increasing in december to 30.3
and 22.2% in January, in February it was 6.5%. In control
leaves (without regulator) the expression was 0.06% in
September, zero in October, November and December,
0.87% in January and zero in February; while in leaves with
AGs, the expression was 0 in all months evaluated except
for february which had 0.02% expression.

Results similar to those obtained in PBZ were presented in
leaves treated with P-Ca, another inhibitor of gibberellin
synthesis, although the expression was lower compared to
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con los obtenidos en naranjo dulce ‘Salustiana’ (Mufioz
et al., 2012) y mango ‘Irwin’ (Nakagawa et al., 2012),
donde se reporta que las giberelinas reprimen la expresion
de genes relacionados con floracion como CiFT y MiFT,
respectivamente.
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Figura 4. Expresion relativa de MiFT respecto a MiEF en
hojas de mango ‘Ataulfo’ con y sin regulador de
crecimiento. Las barras en cada punto representan
el promedio de tres repeticiones por tratamiento +
error estandar.

Figure 4. Relative expression of MiFT over MiEF in ‘Ataulfo’
mango leaves with and without growth regulator.
The bars at each point represent the average of three
replicates per treatment + standard error.

Tipo de crecimiento emergido. Respecto al tipo de
crecimiento emergido en el periodo de floracion, se
encontr6 un porcentaje de brotes florales de 36,51,0y 12%
por efecto de P-Ca, PBZ, AGs y sin regulador (testigo),
respectivamente. Los arboles tratados con AG; presentaron
el mayor porcentaje de brotes vegetativos. El resto de los
brotes de cada tratamiento permanecieron inactivos con 57,
39,74y 73%enP-Ca, PBA, AGsy testigo, respectivamente
(Figura5).

Durante el periodo de floracion, el porcentaje de brotes
con flores fue mayor cuando se aplico PBZ, seguido de
aquellos tratados con P-Ca, aunque el porcentaje fue menor
comparado con PBZ. Lo que coincide con la expresion de
MiFT en los dos reguladores. Probablemente al inhibir
la sintesis de giberelinas, PBZ y P-Ca favorecieron
la expresion del gen encargado de la induccion floral
como lo reporta Nakagawa et al. (2012), estos autores
demostraron también que MiFT esta regulado por
giberelinas al encontrar que el contenido de giberelinas
activas como AG1y AGy se increment6 por la regulacion
corriente arriba de los genes MiGAs.ox Yy MiGA20-0x,

PBZ.InleavesappliedwithAGs, theexpressionwaspractically
null, indicating that this regulator inhibited the expression
of MiFT. The results agree with those obtained in sweet
orange ‘Salustiana’ (Mufioz et al.,2012) and ‘[rwin’ mango
(Nakagawaetal.,2012), where itis reported that gibberellins
repress the expression of genes related to flowering as CiF T
and MiFT, respectively.

Type of emerged growth. Regarding the type of growth
emerged during the flowering period, a percentage of flower
buds of 36, 51, 0 and 12% were found as a result of P-Ca,
PBZ,AGsand without control (control), respectively. Trees
treated with AGs; had the highest percentage of vegetative
shoots. The remainder of the outbreaks of each treatment
remained inactive with 57, 39, 74 and 73% in P-Ca, PBA,
AGs; and control, respectively (Figure 5).
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FiguraS.Porcentajey tipo de crecimiento emergido durante el
periodo de floraciéon en brotes de mango ‘Ataulfo’por
efecto de reguladores. 2014. Las barras en cada punto
representan el promedio de 160 brotes por tratamiento
+ error estandar.

Figure 5. Percentage and type of growth emerged during
the flowering period in bud of ‘Ataulfo’ mango
by regulators effect. 2014. The bars at each point
represent the average of 160 outbreaks per treatment
+ standard error.

During the flowering period, the percentage of flower buds
was higher when PBZ was applied, followed by those treated
with P-Ca, although the percentage was lower compared
to PBZ. Which coincides with the expression of MiFT in
the two regulators. Probably by inhibiting the synthesis
of gibberellins, PBZ and P-Ca favored the expression of
the gene responsible for floral induction as reported by
Nakagawa et al. (2012), these authors also demonstrated
that MiFT is regulated by gibberellins by finding that the
content of active gibberellins such as AG; and AGs was
increased by downstream regulation of the MiGA;_,, and
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inhibiendo laexpresion del MiFT en las hojas y por lo tanto
la floracion en arboles frutales de mango ‘Irwin’ con alta
produccion.

Por otro lado, en todos los tratamientos un gran nimero de
brotes permaneci6 inactivo, aunque el porcentaje fue 23 y
47% mas en brotes tratados con AGs; y testigo respecto a
P-Ca y PBZ. Bangerth (2009) menciona que en frutales la
perenibilidad esta dada por los meristemos que permanecen
vegetativos, contrario a las plantas anuales donde todos
los meristemos florecen al mismo tiempo con la inevitable
muerte de las plantas; no obstante, en este estudio lamayoria
permane-cieron inactivos, lo cual podria deberse a que las
condiciones ambientales durante noviembre, mes en que
ocurre normalmente la induccion e iniciacion floral en mango
(Pérez et al., 2009), no fueron adecuadas para floracion
(temperaturas arriba de 20 °C y presencia de lluvia).

Sinembargo, a pesar de estas condiciones ambientales, con
laaplicacion de los reguladores inhibidores de giberelinas,
pero sobre todo con PBZ, se logré un porcentaje adecuado
de brotes florales. En brotes con AG3;, no hubo floracion,
lo que coincidi6 con la falta de expresion de MiFT, lo
que corrobora el efecto antagdnico de este regulador en
la floracion de mango y otros frutales como lo menciona
Nakagawa et al. (2012) en mango ‘Irwin’ y Muiloz et al.
(2012) en naranjo dulce ‘Salustiana’.

Conclusiones

En hojas maduras de mango ‘Ataulfo’, el gen MiFT se
expresa en mayor cantidad del lado soleado, mientras que
en el lado sombreado se expresa en menor cantidad por lo
que podriamos decir que este gen estaregulado por luzy que
el sombreado inhibe su expresion.

La mayor expresion de MiFT se logré en los meses con
presencia de temperaturas frias (< 20 °C). PBZ y P-Ca
favorecieron la expresion del gen, probablemente mediante
su efecto en la inhibicion de sintesis de giberelinas,
propiciando ademas una mayor floracion

Un mayor porcentaje de floracion se logro de lado soleado,
coincidiendo con la mayor expresion del gen MIFT.

Se demostro, que la aplicacion de giberelinas inhibio la
expresion de MiFT y por ende la brotacion floral.
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MiGA ..., genes, inhibiting the expression of MiFT in
leaves and therefore flowering on ‘Irwin’ mango trees with
high yield.

On the other hand, in all treatments a large number of
outbreaks remained inactive, although the percentage
was 23 and 47% higher in outbreaks treated with
AGs; and control with regard to P-Ca and PBZ. Bangerth
(2009) mentions that in fruit trees the perenniality
is given by the meristemos that remain vegetative, contrary
to the annual plants where all meristems flourish at
the same time with the inevitable death of the plants;
however, in this study the majority remained inactive,
which could be due to the fact that the environmental
conditions during November, when induction and floral
initiation in mango (Pérez et al., 2009), were normally
not adequate for flowering (temperatures above 20 °C and
presence of rain).

However, despite these environmental conditions,
with the application of inhibitors of gibberellins, but
especially with PBZ, an adequate percentage of floral
shoots was achieved. In outbreaks with AGs;, there was no
flowering, which coincided with the lack of expression
of MiFT, which corroborates the antagonistic effect
of this regulator on the flowering of mango and other
fruit trees as mentioned by Nakagawa et al. (2012) in
mango ‘Irwin’ and Mufoz et al. (2012) in sweet orange
‘Salustiana’.

Conclusions

In mature leaves of ‘Ataulfo’ mango, the MiFT gene is
expressed in greater quantity on the sunny side, whereas on
the shaded side it is expressed in lesser quantity so we could
say that this gene is regulated by light and that the shading
inhibits its expression.

The highest expression of MiF T was achieved in the months
with cold temperatures (<20 °C). PBZ and P-Ca favored
the expression of the gene, probably through its effect on
the inhibition of gibberellin synthesis, favoring a greater
flowering

A higher percentage of flowering was achieved on the
sunny side, coinciding with the greater expression of
the MIFT gene.
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