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RESUMEN

Los patrones de citricos son esenciales en la citricultura debido a que afectan
mas de veinte caracteristicas agronomicas de las copas y frutos. La caracteriza-
cion y documentacion de las introducciones de un banco de germoplasma per-
miten evitar duplicados e identificar introducciones promisorias para procesos
de seleccion, mejoramiento genético o procesos agroindustriales. Se evaluo la
diversidad genética de 39 introducciones del banco de germoplasma de Citri-
cos de CORPOICA Centro de Investigacion Palmira. Se utilizaron seis cebadores
RAMSs los cuales generaron 134 loci polimorficos que se usaron para estimar
los parametros de diversidad genética. La He y porcentaje de loci polimorficos
para la coleccion fue de 0,38 y 92,54%, respectivamente. El analisis de similitud
permite apreciar que los materiales se encuentran dispersos en el dendrogra-
ma, sin embargo a un nivel de similitud de 0,63 se agrupan las introducciones
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del género Poncirus y sus hibridos. La especie Clausena lansium fue
la mas distante del resto de las especies y se diferencio a un nivel de
similitud de 0,54. Los resultados indican alta diversidad genética en el
banco de germoplasma de patrones de citricos, que puede ser utilizada
en futuros trabajos de investigacion.

RESUMO

Os porta-enxertos de citricos sdo essenciais na cultura de citros porque
afetam mais de vinte caracteristicas agronémicas das cultivares-copa
e dos frutos. A caracterizagdo e documentagdo das introdugées de um
banco de germoplasma impedem duplicaces e permitem identificar
acessoes promissoras para processos de selegdo, melhoramento ge-
nético ou processos agroindustriais. Foi avaliada a diversidade genética
de 39 acessoes do banco de germoplasma de Citrus da Corporacion
Colombiana de Pesquisa Agropecudria (CORPOICA), centro de pesqui-
sa Palmira. Foram usados seis primers RAMs, 0s quais geraram 134
loci polimarficos que foram utilizados para estimar 0s pardmetros de
diversidade genética. A heterogeneidade esperada e a percentagem de
loci polimarficos para a colegdo foi de 0,38 e 92,54%, respectivamente.
A analise de similaridade permitiu apreciar que oS materiais estao dis-
persos no dendrograma, no entanto, num nivel de similaridade de 0,63
estao agrupadas as acessoes do género Poncirus e seus hibridos. A
espécie Clausena Lansium foi 0 mais distante das outras espécies no
dendrograma e diferiu num nivel de similaridade de 0,54. Os resulta-
dos mostram alta diversidade genética no banco de germoplasma de
padroes de citros de CORPOICA C.I. Palmira, que pode ser utilizada em
futuros trabalhos de pesquisa.

ABSTRACT

Citrus rootstocks are essential in the citrus industry because they affect
more than twenty agronomic characteristics of the citrus and fruits. Cha-
racterization and documentation of germplasm bank introductions allow to
avoid duplicates and to identify promising accessions for selection proces-
ses, breeding or agro-industrial processes. It was evaluated the genetic di-
versity of 39 accessions from the citrus rootstocks germplasm bank of the
Colombian Corporation for Agricultural Research (Corpoica-Palmira). Six
RAMs primers were used which generated 134 polymorphic loci that were
used to estimate genetic diversity parameters. Expected heterogeneity and
polymorphic loci percentage for the collection was 0,38 and 92,54%, res-
pectively. Similarity analysis allow to appreciate that the materials are dis-
persed in the dendrogram, however a similarity level of 0,63 grouped the
accessions of the genus Poncirus and their hybrids. The species Clausena
lansium was the most distant from other species in the dendrogram and
differed at a similarity level of 0,54. The results indicate a high genetic
diversity in the citrus rootstocks germplasm bank of Corpoica that can be
used in future research programs.
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INTRODUCCION

Los citricos cultivados actualmente se caracterizan
por estar formados por la union de dos individuos
por medio del injerto. El patron constituye el sistema
radical y una parte del tronco, sobre el cual se injerta
la yema, vareta o pda que forma la copa o parte aé-
rea la cual produce los frutos de interés comercial. El
empleo del patron no sélo ha logrado mejorar los ren-
dimientos y la calidad de los frutos, sino que también
ha permitido la siembra en sitios con caracteristicas
adversas para el normal desarrollo de la planta [1].
Los citricos pertenecen a la familia Rutaceae, forma-
da por siete subfamilias, una de ellas es Aurantioi-
deae, la cual tiene dos tribus, Clauseneae y Citreae.
Clauseneae consiste de tres subtribus, entre ellas
Clauseninae donde se destaca el género Clausena
[2]. Las especies del genero Poncirus hibridan libre-
mente con las especies de citricos generando grupos
de hibridos, que son citranges (Poncirus trifoliata x
Citrus sinensis), citrandarinas (Poncirus trifoliata x
Citrus reticulata), citremones (Poncirus trifoliata x Ci-
trus limonia) y citrumelos (Poncirus trifoliata x Citrus
paradisi), que también reconoce a los tangores como
el cruce interespecifico entre mandarina (Citrus reti-
culata) y naranja (Citrus sinensis) [3].

En los bancos de germoplasma vegetal, la caracteri-
zacion y documentacion de las introducciones permi-
ten evitar duplicados e identificar introducciones pro-
misorias para procesos de seleccion, mejoramiento
genético o procesos agroindustriales [3]. En el banco
de germoplasma de citricos de CORPOICA C.I. (Pal-
mira), se encuentran 40 introducciones de patrones
de Citrus y géneros relacionados, establecidos en
materas tipo bonsai, muchos de origen desconocido,
razon por la cual es necesario hacer estudios mole-
culares que evalten la diversidad genética de este
banco de germoplasma.

El uso de marcadores moleculares ha sido un instru-
mento valioso y preciso para la evaluacion de la di-
versidad genética en citricos y géneros relacionados,
incluyendo marcadores isoenzimaticos [4], SRAP [5],
RAPD [6], AFLP [7], En Colombia, se evaluo la diver-
sidad genética del banco de germoplasma de citricos
en naranjas Citrus sinensis [8, 9], sin embargo en la
coleccion de patrones de citricos aun es desconocido.
Hasta la fecha los reportes acerca de la medicion de la
diversidad genética de citricos y géneros relacionados
usados como patrones son escasos.

Los marcadores moleculares RAMs son dtiles para
medir la diversidad genética en plantas y animales, di-
ferencia entre familias, entre especies y al interior de
la especie [10]. El objetivo de este estudio fue deter-
minar el nivel y organizacion de la diversidad genética
de patrones de citricos del banco de germoplasma de
la Corporacion Colombiana de Investigacion Agrope-
cuaria CORPOICA C.I. Palmira, usando marcadores
moleculares RAMs.

METODO
Material vegetal

Se colecto hojas jovenes de 39 accesiones de patro-
nes de citricos procedentes del banco de germoplas-
ma de CORPOICA C.I. Palmira (cuadro 1), localizada
en Palmira, Valle del Cauca, Colombia, a 1001 msnm,
con una precipitacion anual de 1.174 mm y tempera-
tura promedio de 25°C. La coleccion de estudio cuenta
con materiales pertenecientes a tres géneros de la fa-
milia Rutaceae: Citrus, Poncirus y Clausena.

Extraccion de ADN y amplificacion con cebadores
RAMs

El tejido vegetal se macerd en nitrdgeno liquido y se
realizo la extraccion de ADN siguiendo la metodologia
[11] con algunas modificaciones. Para la evaluacion
de la calidad y cantidad del ADN obtenido se realizaron
geles de agarosa al 0,8% corridos en buffer TBE 0,5X
(Tris-borato 0045 M; EDTA (&cido etildiaminotetraacé-
tico 0,001M) a 100 voltios durante 50 minutos, tefii-
dos con bromuro de etidio a una concentracion final de
0,5 ug/mL, y visualizados bajo luz ultravioleta.

Las concentraciones se determinaron por comparacion
con concentraciones conocidas de ADN del bacteriofa-
go lambda. EI ADN cuantificado se diluy6 en agua HPLC
hasta tener la concentracion final de 10 ng/uL. EI ADN
de las accesiones se almacend en cajas criogénicas a
-20°C, con sus respectivas identificaciones, en el Labo-
ratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Palmira.

Para la caracterizacion molecular se utilizaron siete ce-
badores RAMSs, teniendo en cuenta su habilidad para
revelar polimorfismo, el nimero de bandas polimorfi-
cas y su reproducibilidad (cuadro 2). La concentracion
de la reaccion fue: Tampon Taq 1X, dNTPs 0,2 mM
(para cada uno), cebadores 4 uM, MgCl, 2,5 mM, una
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Cuadro 1. Patrones de citricos del banco de germoplasma de CORPOICA C.I. (Palmira), utilizados para la caracterizacion molecular con

microsatélites RAMs.

ENTRADA NOMBRE COMUN ESPECIE
UNP - C0O0 Satinga /SxE Citrus sunki
UNP - C01 Limon rugoso Citrus jambhiri Lush
UNP - C02 English large Poncirus trifoliata (L.) Raf.
UNP - C03 Ponkan Citrus reticulata Blanco
UNP - C04 Rusk (P trifoliata x C. sinensis)
UNP - C05 Arizona Citrus limon (L.) Burm
UNP - C06 cod. 1449 Poncirus trifoliata x Citrus limon
UNP - CO7 Crenatifolia Citrus crenatifolia Lush.
UNP - CO8 Rich 21-3 Poncirus trifoliata (L.) Raf.
UNP - C09 Kryder 15-3 Poncirus trifoliata (L.) Raf.
UNP - C10 Sacaton C. paradisi x P, Trifoliata
UNP - C11 Cleopatra Citrus reshni Hort. ex Tan.
UNP - C12 Sunky x Jacobson C. sunky x P, Trifoliata
UNP - C13 Sunky x English C. sunky x P, Trifoliata
UNP - C14 Pomeroy Poncirus trifoliata (L.) Raf,
UNP - C15 cod. 1449 Poncirus trifoliata x Citrus limén
UNP - C16 Naranjo agrio C. aurantium L.
UNP - C17 Clausena Clausena lansium (Lour.) Skeels.
UNP - C18 Rangpur Citrus limonia Osb.
UNP - C19 C-35 C. sinensis (var. Ruby) x P, trifoliata (clon Webber-Fawcett)
UNP - C20 Pomelo africa Citrus paradisi Macf.
UNP - C21 Amblycarpa Citrus amblycarpa (Hassk.) Ochse.
UNP - C22 Parson special Citrus reticulata Blanco.
UNP - C23 Citrus lycopersicum Citrus lycopersicae
UNP - C25 H- 56 C. reticulata x C. sinensis
UNP - C26 Salerma Citrus sinensis (L.) Osbeck.
UNP - C27 C. sunki Citrus sunky Hort. ex Tan.
UNP - C28 CPB 4475 Citrus paradisi (Pomelo Duncan) x Poncirus trifoliata
UNP - C29 Volkameriana Citrus volkameriana Ten. & Pasq.
UNP - C30 Troyer Citrus sinensis (Washington navel) x Poncirus trifoliata
UNP - C31 Webberi Citrus webberii Wester.
UNP - C32 Yuma C. sinensis x P, trifoliata
UNP - C33 Rangpur x Swingle C. limonia x (C. paradisi x P. trifoliata)
UNP - C34 Tangor dweet C. reticulata x C. sinensis
UNP - C35 Armenia Citrus aurantifolia Burn.
UNP - C36 Milan Citrus jambhiri Lush.
UNP - C37 Natsudaidai Citrus natsudaidai Hayata.
UNP - C39 Fly dragon Poncirus trifoliata var. monstrosa T. ito
UNP - C40 Carrizo C. sinensis x P, trifoliata
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Cuadro 2. Cebadores utilizados en la técnica Microsatélites RAMSs.

Cebador Secuencia (5’ A 3’) Tlfill‘:r[::;?:tig;a
CCA DDBCCACCACCACCACCA | 55°C
CT DYDCTCTCTCTCTCTCTC | 55°C
AG HBHAGAGAGAGAGAGAGA |48°C
GT VHVGTGTGTGTGTA 58°C
CA DBDACACACACACACACA |50°C
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT | 55°C

CGA DHBCGACGACGACGACGA |58°C

Las siguientes designaciones se usan para los sitios degenerados: H
(A6TG6C);B(GOTOC);VGOAGC)YyD(GOAOGT). Tomado de
Morillo et al (2009).

unidad de Taq polimerasa y 10 ng de ADN en un volu-
men final de 25 uL. La amplificacion se realizo en un
termociclador (PTC-100 Programable Termal Contro-
ller), con las siguientes condiciones: 95°C por 5 minu-
tos, seguido de 37 ciclos de 95°C por 30 segundos,
50-58°C por 45 segundos (de acuerdo al cebador uti-
lizado (cuadro 2), 72°C por 2 minutos y una extension
final de 72°C por 7 minutos.

Los productos amplificados se separaron por electro-
foresis en geles de poliacrilamida al 6% (37:1 acrila-
mida — bisacrilamida) en una camara Biometra, corri-
dos a 150 voltios y 400 mA, durante una hora 'y 10
minutos. La tincion se realizo utilizando sales de plata
(figura 1) [12].

Andlisis de datos
La lectura de las bandas se realizd considerando como

locus polimorfico aquel en el cual el alelo mas comun
tiene una frecuencia menor al 95% [13]. Se gene-

Figura 1: Gel de poliacrilamida al 6% tenido con nitrato de plata, cebador AG.

ré una matriz binaria de presencia (uno) y ausencia
(cero). A partir de esta matriz y usando los progra-
mas SIMQUAL del paquete NTSYS-pc (Numerical Ta-
xonomy System for Personal Computer, version 2.02
PC) y el programa TFPGA (Tools for Population Genetic
Analisys) se realizaron los analisis estadisticos.

Para cada cebador se obtuvo el nimero de bandas
totales y bandas polimorficas. La similitud genética
se calculé mediante el coeficiente de Dice Nei-Li [14]:

=(2a/2a+b+c) donde a = bandas compartidas por
ambos individuos, b = bandas presentes en el indi-
viduo (1) pero no en (2), y ¢ = bandas presentes en
el individuo (2) pero no en (1). El analisis de agrupa-
miento se realizd con el programa SAHN de NTSYS-pc
(version 2) utilizando el método UPGMA, método gra-
fico de agrupamiento por parejas, que usa el promedio
aritmético no ponderado. El dendrograma se constru-
y6 con el programa TREE de NTSYS—pc. Para estimar
la diversidad genética se utilizaron los parametros de
heterocigosidad promedio esperada (He) y el porcen-
taje de loci polimdrficos (P), los cuales se estimaron
sobre todos los loci y el promedio de los mismos de
acuerdo con la formula no sesgada de [15].

RESULTADOS
Marcadores moleculares RAM’s

Se seleccionaron seis cebadores RAM’s de los siete
inicialmente considerados para el estudio. El cebador
CGA se descarto del analisis debido a que no amplifico
para la mayoria de las muestras. Los seis cebadores
generaron 134 bandas que oscilaron entre 17 para el
cebador GTy 26 para el cebador CA (cuadro 3), lo cual
también coincide con el numero de loci polimorficos,

21 22 23 24 25 26 27 28 29 M 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

& |
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Cuadro 3. Numero de loci polimdrficos, Heterocigosidad promedio
estimada y porcentaje de loci polimérficos para los seis cebadores
RAMs evaluados en 39 introducciones de patrones de citricos.

No. Loci He esti- % Loci
Cebador L polimérficos

polimérficos| mada (95%)
AG 19 0,41 100,00
CCA 18 0,28 75,00
CT 24 0,41 95,83
GT 17 0,40 100,00
TG 24 0,38 91,67
CA 26 0,41 92,31
Poblacion
total 0,38 92,54

con excepcion del cebador CCA que género 18 loci
polimdrficos de un total de 20 loci.

Las condiciones de amplificacion para los cebadores
RAM’s se tomaron en cuenta de acuerdo a lo descrito
por [10]. Sin embargo, las condiciones de amplifica-
cion pueden variar dependiendo de la especie estudia-
da. En este estudio se hizo una variacion en la tempe-
ratura de hibridacion del primer AG (48°C) (figura 1).

Analisis de Diversidad Genética

La heterocigosidad esperada (He) para las 39 introduc-
ciones de patrones de Gitricos fue de 0,38, indicando un
alto nivel de diversidad genética en la coleccion (cuadro
3). Teniendo en cuenta que 0 < He < 0,3 [16], este va-
lor puede estar asociado a que se evaluaron tres géne-
ros diferentes, Citrus, Poncirus y Clausena, y al interior
de ellos diferentes especies y cruzamientos (hibridos).
En la caracterizacion molecular con RAM’s del grupo
de naranjas del banco de germoplasma de citricos de
CORPOICA, se encontrd un valor de He de 0,31 [8], el
cual también es alto y similar a lo encontrado en este
estudio para patrones de citricos.

El porcentaje de loci polimorfico encontrado para la
coleccion fue de 92,54%, indica alta diversidad gené-
tica, lo cual se debe posiblemente a que la coleccion
esta formada por introducciones de tres géneros dife-
rentes y ademas la mayoria de estos materiales son
hibridos intergenéricos e interespecificos. Los valores
de He y porcentaje de loci polimorficos para cada uno
de los cebadores RAM’s fueron altos. Los valores de
He variaron entre 0,41 para AG, y 0,28 para CCA, y
valores intermedios importantes fueron registrados en

CTy CA: 0,41, GT: 0,40, TG: 0,38. El porcentaje de
loci polimorficos oscild entre 75% para CCA, y 100%
para AGy GT, de igual forma se registraron valores im-
portantes en los cebadores CT: 95,83%, CA: 92,31%,
TG: 91,67%. Los cebadores con secuencias repetidas
de dos pares de bases fueron mas polimorficos que
CCA con tres pares de bases. De manera general hubo
correlacion entre He y polimorfismo en los cebadores
evaluados. Los resultados indican que los seis ceba-
dores evaluados realizaron un aporte significativo al
estudio de la diversidad genética de patrones de ci-
tricos constituyéndose en marcadores moleculares
(tiles para futuros trabajos de investigacion.

La coleccion estd compuesta por especies e hibridos
de tres géneros diferentes, por lo tanto ésta se organi-
Z0 en tres grupos: el grupo uno corresponde a mate-
riales del género Poncirus y sus hibridos con el género
Citrus; el grupo dos compuesto por introducciones del
género Citrus e hibridos interespecificos (tangores); y
el grupo tres formado por un material del género Clau-
sena. Debe aclararse que este Gltimo no es un grupo
como tal debido a que esta formado por un solo mate-
rial y por lo anterior no registrd valores de heterocigo-
sidad y porcentaje de loci polimorficos. Estos valores
para el grupo uno fueron de 0,34 y 82,09%, respec-
tivamente; mientras que para la poblacion dos, fueron
de 0,37 y 90,30%, respectivamente. Estos resultados
indican que el grupo dos tiene la mayor diversidad ge-
nética de la coleccion. Lo anterior puede ser explicado
debido a que este grupo se compone de mandarinas,
naranjas, limones, pomelos, hibridos, y otros materia-
les que no estan incluidos dentro de los grupos ante-
riores, por ejemplo Citrus lycopersicae.

En mandarina Citrus reficulata Blanco, se encontr¢ alta
heterogeneidad genética (86% polimorfismo) utilizando
AFLP a pesar de considerar introducciones altamente
relacionadas [17]. Utilizando otras técnicas molecula-
res, isoenzimas [18], RFLP RAPD [19] y microsatélites
[20] se ha concluido que este grupo reporta mayor di-
versidad genética dentro del género Citrus.

En naranja Citrus sinensis L. Osbeck, se desarrollaron
y caracterizaron marcadores moleculares microsatéli-
tes polimorficos, encontraron valores de He promedio
de 0,50, y de heterocigosidad observada (Ho) prome-
dio de 0,99 [21], que son valores altos que justifican la
diversidad genética del género Citrus. Sin embargo, en
otros estudios con RAM’s y microsateélites, se encon-
traron valores de He de 0,22 y 0,25, respectivamente,
y porcentaje de loci polimarficos de 49% y 64,8%, res-
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hibridas, mientras que en este estudio de la diversidad
genética de patrones de citricos la coleccion cuenta
con materiales hibridos (dos tangores y siete citran-
ges) y una accesion de naranja no hibrida (Salerma).

Los pomelos Citrus paradisi, se caracterizan por pre-
sentan baja diversidad entre ellos, sin embargo, al ser
comparados con otras especies del género Citrus,
como es el caso del presente estudio, se obtiene alta
diversidad. Se evaluaron la variabilidad genética de 38
introducciones de Citrus paradisi usando RAPD y SSR
encontrando bajo polimorfismo entre los materiales
(49%) [22]. Esto sugiere que el polimorfismo morfo-
l6gico observado entre los pomelos debe estar aso-
ciado con mutaciones somaticas, las cuales no son
detectadas por los marcadores moleculares utilizados.

A pesar que la mayor diversidad se encontré en el gru-
po de Citrus (He 0,37 y 90,30% loci polimorficos) se
debe tener en cuenta que la diversidad del grupo uno
(Poncirus y sus hibridos con Citrus) también es alta
(He 0,34 y 82,09% loci polimorficos). Lo anterior pue-
de atribuirse a que éste grupo incluye citranges, citre-
mones, citrumelos, citrandarinas, que son materiales
provenientes del cruce entre dos géneros (Cuadro 1).

Distancia Genética

Los valores de distancia genética calculados con el
indice de Nei [14] mostraron que los grupos 1y 2,
Poncirus y Citrus, respectivamente, son mas cerca-
nos entre ellos (0,05), al ser comparadas con Clau-
sena lansium (0,28) (figura 2). Lo anterior puede ser
explicado debido a que los géneros Poncirus y Citrus
pertenecen a la misma subtribu (Citrinae), dentro de
la tribu Citreae, mientras que el género Clausena se
incluye en la subtribu Clauseninae, dentro de la tribu
Clauseneae, ubicandose lejos taxondmicamente.

Analisis de Similitud Genética

El analisis mediante el coeficiente de Dice Nei-Li per-
mite apreciar que los materiales del banco de germo-
plasma se encuentran dispersos en el dendrograma
(figura 3). La falta de agrupamientos puede deberse
a que en este estudio no se evalud una sola especie,
sino varias especies e hibridos pertenecientes a tres
géneros diferentes. Ademas, este banco, estd com-
puesto por introducciones de diferentes partes del

Distancia genética calculado con el indice de Nei (1978) construido
con el método UPGMA para los tres grupos formados. 1) Poncirus
y sus hibridos con Citrus, 2) Citrus e hibridos intragenéricos, 3)
Clausena lansium.

mundo, en particular de Riverside - California, Florida
(E.U), Valencia (Espania), Embrapa (Brasil), entre otros
centros de investigacion, universidades y fincas de
agricultores lo cual hace que la diversidad de la colec-
cion sea mas amplia.

Sin embargo, a un nivel de similitud de 0,63 se agru-
pan todos los materiales trifoliados, los cuales corres-
ponden a Poncirus y sus hibridos. La influencia de
Poncirus trifoliata es fuerte en los citranges evidencia-
do por la naturaleza trifoliada de sus hojas, asi como la
acidez y amargura de sus frutos y la resistencia al frio
[23]. Este nivel de similitud es consistente con el estu-
dio de (5) donde utilizaron marcadores SRAP con el fin
de detectar polimorfismo entre 86 materiales de Citrus
y especies cercanas en la subfamilia Aurantioidea el
grupo de Poncirus y sus hibridos se agrupd a un nivel
de similitud de 0,55. “Pomelo Africa” (Citrus paradisi)
fue la unica accesion del género Citrus que se agrupo
con los materiales trifoliados. Lo anterior puede ser
explicado debido a que “Pomelo Africa” puede estar
compartiendo caracteristicas en comun con los mate-
riales de este grupo, el cual posee hibridos de Citrus
paradisi con Poncirus trifoliata.

Dentro del grupo de los materiales trifoliados, a un
nivel de similitud del 0,66 se diferencia un subgrupo
el cual lo conforman tres materiales Poncirus trifolia-
fa (“English large”, “Kryder 15-3” y “Pomeroy”). Otro
subgrupo al mismo nivel de similitud retine materiales
Poncirus trifoliata e hibridos. Dentro de este subgrupo
estan dos citremones 1449 (Poncirus trifoliata x Citrus
limon), los cuales inicialmente se pensaba que se tra-
taba del mismo material en el banco de germoplasma,
pero la técnica RAM’s permitio la diferenciacion de
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Figura 3. Dendrograma de la estructura genética.

Satinga/SxE

Salerma

H-56
TangorDweet

m ok
[ Limé
L Arizona
r Ponkan
L I_|—C1e0patra
[ Webberi
— L Armenia
[ {tusLyoon
L -suniki
-
lausena
r T T T T T T T T T T T T T T T T T T
D.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Coeficiente de similaridad de Nei-Li 0.63

0.58

Dendrograma de la estructura genética de 39 introducciones de patrones de citricos del banco de germoplasma de Corpoica basado en el
Coeficiente de Nei-Li, y calculado de los datos de 6 cebadores microsatélites RAMs.

estos materiales. Estos citremones tienen el nivel de
similitud mas alto del analisis (0,92).

Los citranges “Troyer” y “Carrizo” (Citrus sinensis x
Poncirus trifoliata), importantes patrones en la citricul-
tura, se agrupan a un nivel de similitud de 0,83, lo que
demuestra que estos materiales son cercanos como
lo revela la técnica RAMs en este estudio. Con mar-
cadores SRAP, se encontrd que “Troyer” y “Carrizo”
fueron casi idénticos (0,99) [5]. “Troyer” y “Carrizo”
son en realidad un clon anico el cual se origind como
una plantula zigotica (CPB 4-5019) proveniente del
cruce de naranja “Washington navel” Citrus sinensis
y “naranja trifoliada” Poncirus trifoliata, en lugar de las
dos plantas hermanas como se habia supuesto [24].
Aunque morfologicamente son casi idénticos, el ci-
trange “Carrizo” tiene ventajas agronomicas que han
desplazado el uso del citrange “Troyer” [25].

Las citrandarinas “Sunky x Jacobson” y “Sunky x
English” (Citrus sunky x Poncirus trifoliata), se agru-
paron a un nivel de similitud de 0,84. Este resultado
se esperaba, considerando que ambas introducciones
tienen un parental en comun (Citrus sunky) y dos li-
neas hermanas: Jacobson e English (Poncirus trifolia-
ta). Fuera de este gran grupo de materiales trifoliados
(Poncirus y sus hibridos), los demas materiales perte-
necientes a Citrus forman agrupaciones interesantes.

Las limas y limones no forman una agrupacion clara,
no obstante hay algunas tendencias. La lima “Rang-
pur” y el limon “Milan” tienden a agruparse a un nivel
de similitud de 0,62 con el grupo que retine mandarina,
naranja, pomelo, e hibridos, descrito anteriormente.
La lima “Rangpur”, es bastante diferente morfologica-
mente y genotipicamente de las limas y fue considera-
da como Citrus reticulata [21]. El origen y los paren-
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tales de los rangpurs son inciertos, pero generalmente
han sido clasificados con las mandarinas en estudios
previos [5]. “Rangpur” es un hibrido de citron y man-
darina (Citrus medica x Citrus reticulata) [26].

Naranjo agrio Citrus aurantium, fue distante de los de-
mas materiales (0,57), lo cual puede explicarse dado
que es una de las especies mas primitivas de los citri-
cos reportados en la historia después del cidro (Citrus
medica). Su proceso de evolucion y domesticacion no
ha estado tan marcado como el naranjo dulce y la na-
ranja trifoliada [7].

Clausena lansium, (nica especie representativa del gé-
nero Clausena, fue la especie mas distante del resto de
las especies en el dendrograma, con un nivel de simi-
litud de 0,54. Esto puede ser debido a que Clausena
lansium pertenece a la tribu Clauseneae, una de las dos
tribus de la subfamilia Aurantioideae, la cual también in-
cluye latribu Citreae. La tribu Citreae incluye los géneros
Citrus y Poncirus [2]. Con marcadores SRAP, separaron
a un nivel de similitud de 0,32 a Clausena lansium de los
géneros de la subtribu Citrineae, entre ellos, Poncirus y
Citrus [5], y por lo tanto, los resultados obtenidos estan
de acuerdo a lo reportado anteriormente.

CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares RAMs son (tiles para la
evaluacion de la diversidad genética en Citrus y gé-
neros relacionados, debido a que mostraron altos ni-
veles de polimorfismo, ademas, pudieron diferenciar
el género Cifrus de sus parientes distantes. La Téc-
nica RAMs fue eficiente en la discriminacion de los
tres géneros que componen a los patrones de citricos
del banco de germoplasma CORPOICA (Citrus, Pon-
cirus y Clausena). La distancia genética entre Citrus
y Poncirus fue menor en comparacion con el género
Clausena, debido a que se incluyen taxonomicamente
en tribus diferentes.

Se esperaba que el grupo uno (Poncirus y sus hi-
bridos) tuviese la mayor diversidad genética porque
incluye materiales provenientes del cruce de dos
géneros, sin embargo se encontrd que Citrus tenia
la mayor diversidad genética debido a que este gru-
po se compone de mandarinas, naranjas, limones,
pomelos, hibridos, y otros materiales que no estan
incluidos dentro de los grupos anteriores. El anali-
sis de similitud permite apreciar que los materiales
del banco de germoplasma se encuentran dispersos

en el dendrograma, no obstante las introducciones
trifoliadas se agrupan y algunas de Cifrus tienden a
formar agrupaciones. La técnica RAM’s tiene poten-
cial en futuros estudios de distancia genética entre
los patrones de citricos estudiados y las principales
copas usadas comercialmente, los cuales permitiran
entender varios fendmenos como la compatibilidad y
afinidad copa-patrén, y el impacto que esto tiene en
el desarrollo del arbol.
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