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RESUMEN

El género Citrus al igual que los géneros Fortunella (kumquat) y Poncirus
(naranijo trifolio) pertenecen a la familia Rutacea (subfamilia Aurantoidea, tribu Citreae)
subtribu Citrinae, y son los tres géneros de importancia comercial en la familia. La gran
diversidad de especies y variedades en el género Citrus, se debe principalmente a la
ocurrencia de mutaciones y la frecuente aparicion de semillas poliembriénicas. El
pomelo ‘Parand’ (Citrus sp.) como la mayoria de las especies citricas, surgié en el
Sudoeste asiatico, en contraste con los demas pomelos (C. paradisi) cuyo centro de
origen fue en las islas Barbados, en el Caribe. Tal como los citrus diploides, pomelo
‘Parand’ cuenta con ndmero cromosémico 2n= 18. Ademas de presentar
caracteristicas industriales mejoradas, como la calidad de frutos y buen
comportamiento a campo, el pomelo ‘Parand ha demostrado alta resistencia
cuantitativa a la cancrosis de los citricos, enfermedad bacteriana causada por
Xanthomonas citri subsp citri. Esta enfermedad es endémica en la zona del NEA,
afecta a todos los citricos, pero en particular todas las variedades de pomelo son muy
susceptibles. En la actualidad, las investigaciones en cuanto a sanidad, principalmente
estan dirigidas a la obtencion de nuevas variedades citricas para contrarrestar las
pérdidas producidas por una enfermedad nueva en la zona, cuyo agente causal es la
bacteria Candidatus Liberibacter y provoca el “greening” o HLB (huanglongbing).
Enfermedad muy devastadora en los citricos que ha causado y sigue afectando
ampliamente la produccién de todas las variedades citricas. En plantas cultivadas y en
especial en Citrus, la caracterizacion de material genético ha sido dificultosa debido a
que la alta fertilidad entre especies, la reproduccion apomictica y poliembrionia son
habituales, asi como la escasez de marcadores de ADN polimoérficos. A su vez, la

identificacion de variedades y en particular, cultivares derivadas por mutaciones



espontaneas e inducidas, sigue siendo una tarea dificil. En tal sentido, se planteé la
siguiente hipétesis: el estudio de la diversidad genética relativa de pomelo ‘Parand’ y
su correspondiente caracterizacion genética mediante marcadores moleculares
especificos del genoma citrico permite genotipificar el material de interés facilitando la
evaluacién del grado de parentesco relativo del pomelo ‘Parand’ con las demas
especies citricas. Consecuentemente, los objetivos propuestos fueron: caracterizar
molecularmente pomelo ‘Parand’ y otras especies citricas mediante marcadores de
ADN. Caracterizar mediante el uso de marcadores SSR y RAPD el material de pomelo
‘Parand@’. Estimar posibles relaciones de parentesco de pomelo ‘Parana’ con otras
especies y variedades citricas conocidas. Con el fin de analizar la variabilidad y
estructura genética se emplearon marcadores nucleares RAPD y SSR. El andlisis de
la variabilidad genética mediante RPAD revel6 que el porcentaje de loci polimérficos y
la heterocigosis esperada promedio fueron elevados en pomelo ‘Parana’. Sin embargo,
no se detectaron bandas exclusivas. Asimismo, el indice de diversidad para el mismo
también resultoé elevado. El mayor nimero de alelos diferentes se observd en naranja
‘Valencia’ (C. sinensis), pomelo ‘Duncan’ (C. paradisi) y pomelo ‘Parand’ (Citrus sp.).
Sin embargo, el porcentaje de loci polimérficos (PLP) varid entre las muestras, los
mayores valores de PLP en general se observaron en variedades de pomelo, entre
ellos pomelo ‘Duncan’ y pomelo ‘Parand’ obtenidos con SSR. A su vez, la
heterocigosis esperada y el indice de diversidad resultaron mayores en naranja
‘Valencia’. Sin embargo, la variabilidad dentro de cada variedad fue en general escasa.
El analisis de la estructuracion genética de germoplasma citrico, indic6 que el mayor
grado de divisibn se da entre variedades. Asimismo, en el andlisis de la varianza
molecular (AMOVA) las variedades resultaron genéticamente diferentes entre si y los
resultados fueron estadisticamente significativos. La mayor distancia genética se
observo entre pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Salustiana’ (C. sinensis) (1,666) y entre
‘Parand’ y ‘Poorman’ (Citrus sp.) (1,020). A su vez, los indices Fst y PhiPT indicaron

menor distancia genética entre pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’ (Fst 0,233 y



PhiPT 0,394) y entre pomelo ‘Parand’ y C. maxima (pummelo) (Fst 0,311 y PhiPT
0,490). Es decir que estan mucho mas relacionados genéticamente éstos que
cualquier otra. El andlisis de coordenadas principales agrupé principalmente pomelo
‘Parand@’ y naranja ‘Valencia’, y C. maxima muy cercana a ellos. En el andlisis de
UPGMA se diferencié el pomelo hibrido ‘Poorman’ del resto de las variedades. Pomelo
‘Parana’ se agrupo junto a naranja ‘Valencia’ separado del resto de las variedades de
pomelo. En principio, los caracteres morfologicos distintivos que permitieron diferenciar
agronémicamente las variedades de pomelo, C. paradisi (‘Marsh’, ‘Foster’, ‘Duncan’,
‘Red Blush’, ‘Red Shambar’ y ‘Star Ruby’), no coincidieron con la similitud genética
entre éstos. Se logré diferenciar genéticamente pomelo ‘Parand’ y se la considerd
como una variante distinta, separada de otros cultivares de pomelo. Se pudo
establecer que el pomelo ‘Parana’ es un hibrido natural independiente, originado
posiblemente del cruzamiento de una variante de naranja dulce (Citrus x sinensis) y
pummelo (C. maxima). El analisis exhaustivo de pomelo 'Parand’, considerando los
portainjertos (‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’, ‘Citrumelo’ y ‘Duncan’) demostrd que estos
no influyen en el agrupamiento debido a que no hay diferencias en cuanto a las
distancias genéticas y las similitudes son muy elevadas. Los resultados indicaron que
la seleccién visual en combinacién con el andlisis de SSR para la identificacion y
caracterizacion de hibridos mejorara la precisién de la seleccion, ahorrara tiempo y
reducira los costos involucrados en los programas de mejoramiento genético citrico. Al
mismo tiempo, los SSR son técnicas eficaces en la identificacién de genotipos que
muchas veces se comercializan con el mismo nombre y que pueden acarrear
problemas en la comercializacion. A su vez, con este trabajo se logr6 avanzar en la
caracterizacion genética del pomelo ‘Parand’. Esto favorece y al mismo tiempo
beneficia la comercializacion, dada la demanda del mismo, ya que brinda informacién
complementaria para la inscripcion en el INASE. De esta manera se potencia el
estudio del germoplasma citrico y los trabajos futuros para la identificacion de

variedades comerciales.



SUMMARY

The genus Citrus as well as the genera Fortunella (kumquat) and Poncirus
(orange trifolio) belong to the family Rutacea (subfamily Aurantoidea, tribe Citreae)
subtribe Citrinae, and are the three genera of commercial importance in the family.
The great diversity of species and varieties in the genus Citrus, is mainly due to
the occurrence of mutations and the frequent appearance of polyembryonic seeds.
The grapefruit ‘Parand’ (Citrus sp.) like the majority of the citric species, arose in
the Asian Southwest, in contrast with the other grapefruit (C. paradisi) whose
center of origin was in the Barbados Islands in the Caribbean. As citrus diploids,
‘Parana’ grapefruit has chromosome number 2n = 18. In addition to presenting
improved industrial characteristics, such as fruit quality and good field behavior,
‘Parand’ grapefruit has shown high quantitative resistance to canker citrus, a
bacterial disease caused by Xanthomonas citri subsp citri. This disease is endemic
in the NEA zone, it affects all citrus fruits, but in particular all cultivars of grapefruit
are very susceptible. Currently, research in terms of health, mainly are aimed at
obtaining new citrus varieties to offset the losses caused by a new disease in the
area, whose causative agent is the bacterium Candidatus Liberibacter and causes
"greening" or HLB (huanglongbing). Very devastating citrus disease that has
caused and continues to greatly affect the production of all citrus varieties. In
cultivated plants and especially in Citrus, the characterization of genetic material
has been difficult because the high fertility between species, apomictic
reproduction and polyembryony are common, as well as the scarcity of
polymorphic DNA markers. The identification of varieties and in particular, cultivars
derived by spontaneous and induced mutations, remains a difficult task. In this

sense, the following hypothesis was proposed: the study of the relative genetic



diversity of ‘Parana’ grapefruit and its corresponding genetic characterization by
means of specific molecular markers of the citric genome allows genotyping the
material of interest, facilitating the evaluation of the degree of relative kinship of
the ‘Parand@’ grapefruit with the other citrus species. Consequently, the proposed
objectives were: to characterize molecularly ‘Parana’ grapefruit and other citrus
species by means of DNA markers. Characterize, using the SSR and RAPD
markers, the ‘Parand’ grapefruit material. Estimate possible parental relationships
of ‘Parand’ grapefruit with other known citrus species and varieties. In order to
analyze the variability and genetic structure, RAPD and SSR nuclear markers were
used. The analysis of the genetic variability by RPAD revealed that the percentage
of polymorphic loci and expected average heterozygosis were high in ‘Parana’
grapefruit. However, no exclusive bands were detected. Likewise, the diversity
index for the same was also high. The largest number of different alleles was
observed in ‘Valencia’ orange (C. sinensis), ‘Duncan’ grapefruit (C. paradisi) and
‘Parand’ grapefruit (Citrus sp.). However, the percentage of polymorphic loci (PLP)
varied between samples, the highest PLP values were generally observed in
grapefruit cultivars, among them ‘Duncan’ grapefruit and ‘Parand’ obtained with
SSR. The expected heterozygosis and the diversity index were higher in ‘Valencia’
orange. However, the variability within each variety was generally poor. The
analysis of the genetic structuring of citrus germplasm, indicated that the greatest
degree of division is between varieties. In the analysis of molecular variance
(AMOVA) the varieties were genetically different from each other and the results
were statistically significant. The greatest genetic distance was observed between
‘Parand’ grapefruit and ‘Salustiana’ orange (C. sinensis) (1,666) and between
‘Parand’ and ‘Poorman’ (Citrus sp.) (1,020). In turn, the Fst and PhiPT indices
indicated a lower genetic distance between ‘Parana’ grapefruit and ‘Valencia’
orange (Fst 0,233 and PhiPT 0,394) and between ‘Parana’ grapefruit and C.

maxima (pummelo) (Fst 0,311 and PhiPT 0,490). That is to say that these are



much more genetically related than any other. The analysis of main coordinates
grouped mainly ‘Parand’ grapefruit and ‘Valencia’ orange, and C. maxima very
close to them. In the UPGMA analysis, the hybrid ‘Poorman’ grapefruit was
differentiated from the rest of the cultivars. 'Parand’ grapefruit was grouped
together with 'Valencia' orange separated from the rest of the varieties of
grapefruit. In principle, the distinctive morphological characters that allowed
agronomically differentiate the cultivars of grapefruit, C. paradisi (‘Marsh’, ‘Foster’,
‘Duncan’, ‘Red Blush’, ‘Red Shambar’ and ‘Star Ruby’), it does not match with the
genetic similarity between these. It was possible to differentiate genetically
‘Parand’ grapefruit and it was considered as a different variant, separated from
other grapefruit varieties. It was established that ‘Parand’ grapefruit is an
independent natural hybrid, possibly originated from the crossing of a variant sweet
orange (Citrus x sinensis) and pummelo (C. maxima). The comprehensive analysis
of ‘Parana’ grapefruit, considering the rootstocks (‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’,
‘Citrumelo’ and ‘Duncan’) showed that these do not influence the grouping because
there are no differences in terms of distances genetic and the similarities are very
high. The results indicated that the visual selection in combination with the SSR
analysis for the identification and characterization of hybrids will improve the
selection precision, save time and reduce the costs involved in the citrus breeding
programs. At the same time, SSR are effective techniques in the identification of
genotypes that are often marketed under the same name and that can lead to
marketing problems. With this work it was possible to advance in the genetic
characterization of ‘Parand’ grapefruit. This favors and at the same time benefits
the commercialization, given the demand of the same, since it provides
complementary information for the inscription in the INASE. In this way, the study
of citrus germplasm and future work for the identification of commercial varieties is

strengthened.



INTRODUCCION

Historia y Areas de Origen de los Citricos

“Detras de toda fruta citrica hay una historia épica en las que resuenan las
batallas de Alejandro Magno, la expansion del islam, las campafias militares de los

cruzados cristianos, la diaspora judia y el descubrimiento de América” (Ansede, 2015).

Se considera que el centro de origen de las especies de citricos fue en el
Sudeste del Himalaya. Los analisis sugieren que las especies citricas ancestrales
existieron alrededor de unos 8 millones de afios en el Sudeste Asiatico, las cuales
sufrieron un evento de especiacion repentina durante el Mioceno tardio (Wu et al.,
2018). Existen referencias, en escritos muy antiguos de aquellas zonas que datan de
2.200 a. A. C., donde se utilizaban ciertas frutas “doradas” en ceremonias religiosas.
Asimismo, el filésofo griego Teofrasto (IV y lll a. A. C.) escribié sobre las “hespérides”
haciendo alusion a cidra (Citrus medica L.) como fruta utilizada en ritos religiosos

(Calabrese, 1992; Palacios, 2005).

El primer citrico descripto por Carl von Linné fue el cidrero o arbol de cidra (C.
medica) originario de la India, y fue quizas el primer citrico conocido por los europeos.
Asimismo, en el nordeste de India, C. reticulata (Christm.) Swingle (mandarina) habria
tenido su centro de origen, posiblemente en el area de ‘Rangpur’, al igual que Citrus X
aurantifolia Swingle (lima). Ademas, en las regiones orientales de la India se habrian
originado Citrus x limon (L.) Burm. (limén) y Citrus x aurantium L. (naranjo agrio)
nativas del nordeste de India y regiones cercanas a ella. Por su parte, Citrus x sinenis
Osbeck (naranja dulce) probablemente se origin6 en el sudeste de China (Fig. 1)

(Webber, 1967; Gmitter y Hu, 1990; Palacios, 2005).
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Alrededor del afio 1750, en las islas Barbados habria aparecido la primera planta
de pomelo al sur de las Antillas Menores (Fig. 1). De esta manera, Citrus x paradisi
Macf. (pomelo) fue la Unica especie citrica que se apart6 del sudeste asiatico como
centro de origen. El origen hibrido de pomelo seria resultado del cruzamiento entre
pummelo (shaddock o pamplemusa) C. maxima (Burm.) Merr., sin: C. grandis L. Osb.
y naranja dulce (Citrus x sinensis Osbeck). Sin embargo, otros autores consideran que
se habria originado mediante una mutacion de una planta de pummelo. Por otra parte,
la variante hibrida pomelo ‘Parana’ (Citrus sp.) analizada en este trabajo, se considera
que al igual que la mayoria de las especies citricas, habria surgido en el Sudeste
asiatico y difiere asi del resto de las variedades de pomelo que se originaron en el

Caribe (Fig. 1).

Los primeros en distribuir y comercializar citricos fueron los mercaderes chinos,
fenicios, indios y cartagineses quienes aprovecharon las bondades de aquellas frutas.
En principio, desde el Oceano Indico, el Mar Aradbigo y a través del Mar Rojo
ingresaron en Asia Menor, toda la Mesopotamia y desde alli al Mediterraneo. Luego
continud la diseminacion por Grecia, Turquia, Italia y Espafia, llegando a Marruecos a
través de los arabes (Palacios, 2005). Principalmente, la distribucién de semillas dio
inicio a la comercializacion y posteriormente con la distribucion de frutas. Fue asi que,
desde sus centros de origen, los citricos fueron utilizados como elementos curiosos de

intercambio, ya sea por su calidad alimenticia o por sus caracteristicas medicinales.

En América, la propagacion de los citricos probablemente comenzé cuando en
1493 Critébal Colon incluyd semillas en su segundo viaje desde Espafia y las traslado
a la Isla Espafola (actualmente Haiti). A partir de alli comenzé a difundirse a Cuba,
Florida y California y desde estas areas a todo el Caribe, México, Peru, Chile,
Argentina y Uruguay. En Brasil, habria llegado desde Portugal, pasando luego a

Bolivia y Paraguay (Palacios, 2005).
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En la actualidad, es posible centralizar las areas geograficas tipicamente
citricolas en dos franjas bien definidas. Estas franjas incluyen zonas tropicales a
subtropicales de todo el mundo que van desde los 41° a 16° en el hemisferio Norte y

desde los 11° a 35° en el hemisferio Sur.

PO Ardlic Qo

Greorlant %
(Den) Lt

Figura 1. Mapa con la indicacion de las areas geograficas donde se originaron
las principales especies comerciales de citricos. Sudeste asiatico: C: cidra, NA:
naranjo agrio, L: limon, LM: lima, PU: pummelo, ND: naranja dulce, M: mandarina, PP:

pomelo ‘Parand’; Caribe: P: pomelo.
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Caracteristicas Generales

Las plantas del género Citrus son arboles espinosos o inermes en algunas
variedades, de mediano a gran porte. Perennifolias y generalmente glabras, aunque
en algunas especies son pubescentes. Las hojas alternas, unifoliadas, poseen bordes
serrados y peciolo articulado al limbo, alado, marginado o aptero. Las flores son
solitarias 0 en racimos corimbosos cortos, terminales o también axilares. Flores
actinomorfas, hermafroditas. Caliz pequefo, persistente provisto de 4-5 sépalos
cortos. Pétalos oblongos, agudos o redondeados en el apice, generalmente 5, aunque
pueden existir de 4 a 8, iguales o desiguales entre si, carnosos, caedizos, de
coloracién blanco o matizados de puUrpura. Estambres comUnmente en ndmero
cuadruple al de pétalos, libres 0 mas o menos soldados entre si, filamentos blancos
insertos alrededor del disco, las anteras son alargadas. Ovario supero, ovoide y
globoso; estilo cilindrico y estigma subcapitado. Ovario 8-15 locular, generalmente con
varios ovulos por celda. Fruto hesperidio, globoso, subgloboso, deprimido-globoso,
alargado, piriforme, con o sin mameldn terminal. Pericarpio anaranjado o amarillo,
rugosos, conteniendo numerosas glandulas de aceite esencial, parte interna de la
corteza blanca (albedo) esponjosa; parte central del fruto compuesta por una pulpa
jugosa, dulce o acida, constituida por numerosos sacos jugosos. Semillas 1 o mas por

cavidad, a veces ausentes (Parodi, 1959, Dimitri 1972).

Una de las particularidades en los frutos citricos es la presencia de ciertos
compuestos fendlicos involucrados en el metabolismo de la dieta humana. Estos
compuestos ademas estan presentes normalmente en hojas, frutos y semillas de todas
las plantas y se denominaron flavonoides. En principio los flavonoides fueron
considerados sin accion benéfica, sin embargo, en algunos estudios cientificos se
descubrieron multiples efectos positivos para la salud humana. Esencialmente, se
analizaron su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres. Asimismo, la

existencia de efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos y su papel protector
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frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias fueron

estudiadas (Martinez-Florez et al., 2002).

Entre los miles de flavonoides que se han identificado, los citroflavonoides
(hesperidina, narinjina y limoneno) fueron aislados de citricos. Ademéas de la
importancia médica para el hombre, fueron considerados como otra alternativa para
tratar de dilucidar la compleja taxonomia de los citricos. Asi, en algunos estudios los
flavonoides se utilizaron como marcadores taxonémicos del género Citrus y cultivares
relacionados. Si bien se emplearon distintos métodos para medir las concentraciones
de flavonoides en jugo de citricos de distintos cultivares, esencialmente se
comenzaron a estudiar las concentraciones de los principales flavonoides contenidos
en jugo de naranja comercial. De esta manera, el contenido de naringina y hesperidina
fueron cuantificados, en algunos casos para determinar la significancia de estos
componentes en la calidad del jugo. En otros, el objetivo fue establecer una base de
datos para la caracterizacién de las variedades y deteccion de jugos adulterados

(Rouseff et al., 1987; Mata-Bilbao et al., 2007).

Origen y Clasificacion de Citricos Cultivados

En general, se considera que el continente asiatico fue el centro de origen de las
principales especies y variedades de citricos. Sin embargo, a lo largo de la historia, la
diseminacion por el resto de los continentes ha generado muchas transformaciones

que dieron origen a los cultivares comerciales tal como se los conoce en la actualidad.

Las especies y variedades citricas cultivadas pertenecen a la familia Rutaceae,
Sapindales (subfamilia Aurantoidea, tribu Citreae) en la cual la subtribu Citrinae incluye

los tres géneros de importancia comercial, Fortunella (kumquat) Poncirus (naranjo
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trifolio) y Citrus (APG, 2003). Dentro del género Citrus las especies cultivadas mas

importantes son:

- Citrus x sinensis (L.) Osbeck (nharanja dulce)

- Citrus reticulata Blanco (mandarina)

- Citrus x paradisi Macfadyen (pomelo)

- Citrus maxima (Burm.) Merr. (C. grandis (L.) Osbeck) (pummelo)
- Citrus x limon (L.) Burm. (limon)

- Citrus x aurantifolia Swingle (lima)

- Citrus medica L. (cidra)

- Citrus x aurantium L. (naranjo agrio)

A pesar de la trascendencia econdmica de algunos de los cultivares mas
importantes del mundo como naranjas, limones, pomelos y otros citricos bien
conocidos popularmente, el proceso de domesticacion y la taxonomia de estas
especies es aun poco conocida y hay muchas discrepancias con respecto a las
relaciones filogenéticas dentro del género (Scora, 1975; Carbonell-Caballero et al.,

2015).

La gran diversidad de especies dentro del género Citrus se debe principalmente
a la ocurrencia de mutaciones, la seleccion natural, domesticacion y la amplia historia
del cultivo, asi como también la frecuente aparicién de semillas poliembrionicas. A su
vez, la alta compatibilidad sexual existente se debe a que practicamente no existen
barreras para el cruzamiento dentro del género como entre géneros cercanos. En este
sentido, las diversas especies citricas se caracterizan por un alto grado de variacion
genética producto de hibridaciones naturales (Nicolisi et al., 2000; Moore, 2001;

Hvarleva et al., 2008, Wu et al., 2018).

La aparicion de variaciones en cultivares estrechamente relacionados, se

produce muchas veces como consecuencia de mutaciones espontdneas o inducidas



15

que alteran los rasgos especificos de una variedad. Asimismo, un aspecto
caracteristico de los citricos es la propagacién vegetativa. Mediante ella los
mejoradores han asegurado la permanencia de las mutaciones a través del uso de

injertos y portainjertos (pie).

En la mayoria de las variedades citricas es comun la existencia de plantulas de
origen nucelar apomictica, generadas mediante poliembrionia. Las plantas asi
generadas son genéticamente idénticas a sus progenitores. Sin embargo,
ocasionalmente pueden surgir diferencias con sus antecesores, generando rasgos
beneficiosos agrondmicamente. Estas diferencias o0 modificaciones fueron
aprovechadas por los mejoradores y muchas veces se consideraron como nuevos

cultivares generados por mutaciones.

Diversas variedades citricas producidas comercialmente en la actualidad fueron
producto de hibridaciones naturales. En algunos casos, debido a cruzamientos y
retrocruzamientos interespecificos y en otros como resultado de la alta fertilidad
existente entre géneros relacionados con Citrus como Poncirus y Fortunella (Wu et al.,
2018). De esta manera, las especies de naranja dulce (Citrus x sinensis) y naranjo
agrio (Citrus x aurantium) surgieron como resultado de un cruzamiento entre C.
maxima (pummelo) y C. reticulata (mandarina salvaje). A su vez, C. aurantium (naranjo
agrio) y C. medica (cidra) dieron origen al limén (Citrus x limon). Mientras que lima
‘Rangpur’ Citrus x limonia Osbeck resultdé del cruzamiento entre C. reticulata
(mandarina salvaje) y cidra (C. medica). Ademas, las mandarinas actuales serian

resultado del cruzamiento entre una mandarina salvaje y C. sinensis (naranjo dulce)

(Fig. 2).

Se considera que los progenitores de C. paradisi (pomelo) fueron C. sinensis y
C. maxima. Luego, los procesos de seleccion de caracteres agrondmicos deseables

dieron origen a las variedades cultivadas comercialmente. De esta manera, las
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variedades fueron clasificadas en dos grupos, por un lado, los pomelos “blancos”
(variedades como ‘Duncan’ y ‘Marsh’) y por otro, los pomelos “pigmentados” que

incluyen las variedades ‘Foster’, ‘Star Ruby’, ‘Red Blush’ y ‘Red Shambar’, entre otras.

Existen, ademas variedades hibridas generadas a partir del cruzamiento entre
especies con distinto nivel de ploidia. Asi fue obtenido el hibrido triploide ‘Oroblanco’
producto del cruzamiento entre C. maxima (pummelo) diploide y C. paradisi (pomelo)
tetraploide obtenido por duplicaciéon. A su vez, a partir del cruzamiento entre especies
de géneros distintos como Poncirus trifoliata (naranjo trifolio) y C. sinensis (naranjo
dulce) se originaron los hibridos denominados citranges, (citrange ‘Troyer’ y citrange
‘Carrizo’) utilizados tradicionalmente como portainjertos de numerosas variedades

comerciales.
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Pummelo ¢ Mandarina salvaje
C. maxima §\,2 C. reticulata
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C. paradisi C. maxima
<M
Oroblanco
(triploide)
Mandarina salvaje ¢ Naranja dulce
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Mandarina salvaje Cidra
C. reticulata v C. medica

Lima Rangpur
C. limonia

Figura 2. Relaciones entre especies y variedades de Citrus conocidas en la

actualidad.
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Actualmente existen muchos sistemas de clasificacion para especies Yy
variedades citricas. Los mas conocidos se basaron solamente en caracteristicas
morfoldgicas y de ubicacién geografica, lo que potencié las diferencias dentro del
género (Nicolisi et al., 2000; Moore, 2001; Hvarleva et al., 2008). Swingle (1943) y
Tanaka (1977) propusieron un sistema de clasificacion en el cual consideraron 16
géneros y 162 especies de citricos. Sin embargo, Scora (1975) y Barrett y Rhodes
(1976) consideraron que solo existen tres especies “verdaderas”, C. maxima (Burm.)
Merr., sin: C. grandis (L) Osb. (pummelo) C. medica L. (cidra) y C. reticulata Blanco
(mandarina) y sugirieron que todas las demdas especies se originaron mediante
hibridaciones entre aquellas especies consideradas “verdaderas” o entre estas y otros

géneros afines de la misma familia (Fig. 3).

Existen numerosas especies y variedades citricas que segun la region donde se
produzcan son mas o menos conocidas Yy cultivadas comercialmente. En este sentido
Befiatena y Anderson (1996) presentaron una clasificacion para citricos cultivados de
la regién del Rio Uruguay donde se incluyeron distintos grupos botanicos en la

nomenclatura.

A continuacion, se detalla la denominacion de especies y variedades citricas

cultivadas mas reconocidas en el pais.

Citrus x sinensis naranja

- naranjas de ombligo: ‘Newhall’, ‘Navelina’, ‘Navel Late’, ‘Lane Late’

- naranjas comunes: ‘Hamlin’, ‘Westin’, ‘Pineapple’, ‘Salustiana’, ‘Valencia’

- haranjas pigmentadas o sanguineas

Citrus sp. mandarina

- Citrus unshiu Marcovitch: mandarina ‘Satsuma’, ‘Okitsu’
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- Citrus x nobilis Loureiro: mandarina ‘King’

- Citrus deliciosa Tenore: mandarina comun

- Citrus x clementina: mandarina ‘Clementina’, ‘Clemenules’

- Citrus reticulata Blanco: mandarina ‘Dancy’, ‘Ponkan’

- Citrus x reshni: mandarina ‘Cleopatra’

- mandarina ‘Clementina’ x tangelo ‘Orlando’: mandarina ‘Nova’

- naranja x mandarina: ‘Ellendale’, ‘Murcott’

Citrus x paradisi pomelo

- pulpa blanca: ‘Duncan’, ‘Marsh’

- pulpa pigmentada: ‘Foster’, ‘Thompson’, ‘Red Blush’, ‘Star Ruby’, ‘Red

Shambar’

Citrus maxima (C. grandis) pummelo

- ‘Chandler

Citrus x limon limén

- ‘Eureka’, ‘Lisboa’, ‘Génova’

Citrus sp. lima

- Citrus x latifolia Tanaka: lima ‘Tahiti’ o lima de ‘Persia’

- Citrus x aurantifolia Swingle: lima ‘Mejicana’ o lima ‘key’, lima ‘Sutil’

- Citrus lamettioides Tanaka: lima dulce de ‘Palestina’
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- Citrus x limeta Riso: lima ‘Criolla’ o ‘Limeta’

Citrus medica Linné (‘Citron’) cidra

Citrus x aurantium Linné naranjo agrio

Miscelaneas

- Con caracteristicas de mandarinas: Citrus limonia Osbeck. ‘Rangpur’

- Con caracteristicas de naranjas agrias: Citrus myrtifolia Rafinesque Mirtifolia

(‘Chinotto’) Citrus bergamia Risso ‘Bergamota’

- Con caracteristicas de limoneros: Citrus jambhiri Lush limonero ‘Rugoso’

Otros géneros cultivados

- Fortunella margarita (Lour.) Swingle: ‘kumquat’

- Poncirus trifoliata (L.) Rafinesque: ‘Trifolio’

Hibridos cultivados mas reconocidos

- Interespecificos (entre especies de un mismo género):

Tangor (mandarina x naranja): ‘Ellendale’, ‘Murcott’

Tangelo (mandarina x pomelo) (C. paradisi x C. reticulata): ‘Orlando’

‘Minneola’

‘Oroblanco’: Citrus maxima x Citrus paradisi

- Intergenéricos (entre géneros diferentes)

Citrange (Poncirus x Citrus): ‘“Troyer’, ‘Carrizo’

Citrumelo (Poncirus x Citrus): ‘Swingle’
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Citrico ancestral
Hace aproximadamente 8 millones de afios

—— —

Grupo que diversifico en:
Grupo de las Cidras poq

Citrus medica

Pummelos,
Mandarinas Shadock o
Citrus reticulata pamplemusa

Citrus maxima

Figura 3. Resumen del origen de los primeros citricos. El ancestro habria
existido hace aproximadamente 8 millones de afos. A partir de él habrian derivado las

cidras y un grupo que diversific6 en mandarinas y pummelos.

Contexto de la Citricultura Actual

La citricultura es una de las principales actividades agropecuarias de la regién
del noreste y noroeste del pais, principalmente en Tucuman, Entre Rios, Corrientes,
Salta y Jujuy. Desde mediados de la década de 1980 la produccion crecio
aceleradamente al incorporar nuevas tecnologias en toda la cadena de valor, de este
modo las economias regionales también se vieron favorecidas. Actualmente, se
calcula que en las mejores temporadas de cosecha mas de 110.000 empleos directos

y 165.000 indirectos son generados mediante esta actividad (Federcitrus, 2017).

En el periodo 2010-2014 la produccion anual de citricos frescos promedio las

2.897.271 tn. Ademas, se calcula que aporta anualmente mas de 660 millones de
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ddlares, por lo cual la Argentina se destaca entre los 10 principales productores de
citricos del mundo y como principal productor de limén. La mayor parte de la
produccién de limén se destina al mercado externo, los citricos dulces, en cambio,
estan destinados principalmente al mercado interno. Asi, los citricos locales se
exportan a mas de 70 mercados del mundo incluyendo Rusia, Espafa, Holanda, Italia

y Paraguay (Federcitrus, 2017).

El sector citricola, como la mayoria de las producciones agropecuarias, depende
en gran medida de factores externos como el clima, los precios, la oferta y demanda
mundial, asi como también de los costos internos, el tipo de cambio y las politicas de
gobierno (Federcitrus, 2017). Por todo esto, se considera que actualmente el sector no

se ve muy favorecido tanto para la exportacién como para mercado interno.

En el 2013 las zonas productoras de limones fueron muy afectadas por las
heladas del invierno de ese afio y en el 2014 por la falta de lluvias y las altas
temperaturas. Si bien en el afio 2015 las condiciones climéticas fueron mas estables,
hubo una leve mejoria en la produccion ya que las plantas requieren de tiempo para la
recuperacion. Se estima que en el afio 2016 a nivel regional el NEA aporté 52,32 % de
la superficie productiva y el 38,83 % de la produccion citrica. De la cual, la provincia de

Corrientes participa con un 16,61 % (Federcitrus, 2017).

La importancia del sector citricola en la regién se ve reflejada en los
componentes de la cadena de valor. Existen mas de 5000 productores citricos, cerca
de 450 establecimientos de empaque y 20 plantas industriales de jugo (Molina, 2007).
De esta manera se vieron favorecidos tanto los empleos directos, en relacion al
campo, cosecha, empaque e industria; como asi también los empleos relacionados al

asesoramiento, reparaciones o proveedores de bienes e insumos.

Hace algunos afios (2006-2007) se inici6 el Programa de Reposicionamiento de

la Citricultura Correntina. El programa cuenta con la participacion del INTA, Gobierno
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de Corrientes, CFl (Consejo Federal de Inversiones) SENASA (Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria) y el Mercado Central de Buenos Aires. El objetivo
fue la capacitacion de productores y operarios para lograr exportar desde la Provincia
de Corrientes y lograr incluir un mayor nimero de productores. En Corrientes, la EEA
del INTA de Bella Vista cuenta con un Banco Multiplicador de Yemas de Variedades
Citricas Certificadas y un Banco Semillero Certificado, cuyo objetivo principal es
proveer de yemas de variedades citricas y semillas de portainjertos citricos
certificados, adecuados a las caracteristicas agroecoldgicas de la provincia (Molina,

2007).

El cultivo de pomelo

Actualmente, el cultivo de pomelo se lleva a cabo en numerosos paises
tropicales y subtropicales y su produccion mundial supera los 3,8 millones de
toneladas. Estados Unidos lidera a nivel mundial en cuanto a produccién con mas de
2,3 millones de toneladas, de los cuales el 45 % se destina al consumo en fresco.
Luego le siguen en importancia productiva los paises como Argentina, Cuba, Chipre,
Israel, México, Mozambique, Sudéafrica, China, Turquia y Espafia (Federcitrus, 2017;

InfoAgro, 2017;).

En Corrientes, hace varios afios se ha dejado practicamente de plantar pomelo,
salvo excepciones. Esto se debe a que ocurri6 una amplia y rapida dispersion de la
cancrosis de los citricos (enfermedad bacteriana cuyo agente causal es Xanthomonas
citri subsp citri) desde 1976. Sin embargo, el interés por este tipo de fruta continda,
pero se hace muy costosa la produccion justamente por la alta susceptibilidad a la

cancrosis (Gochez y Canteros, 2004, 2006, 2008).
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Tal vez el pomelo no sea la fruta habitualmente mas consumida y aprovechada
productivamente, quizas por la combinacibn de su sabor dulce pero acido y
ligeramente amargo. Ademas de la incidencia de ciertas enfermedades que influyen en

la sanidad de las plantas alterando el rendimiento y la calidad del cultivo.

Si bien todas las variedades citricas son afectadas por la cancrosis, existen
variedades mas susceptibles que otras al atague de este patdgeno. La resistencia a la
enfermedad en todo el género Citrus es cuantitativa y va desde muy susceptible a muy
resistente. De esta manera se conoce que todas las variedades de pomelos (C.
paradisi) son muy susceptibles a las cepas del grupo A de Xac y sin tratamientos de
control de la enfermedad puede causar dafios muy severos en la calidad y cantidad de
fruta y el crecimiento de la planta (Fig.4). Ademas, existen otras cepas, las del grupo B
que ya no se han detectado a campo y las del grupo C que afecta a lima ‘Key’ (C.

aurantifolia) (Gochez y Canteros 2006).

Figura 4. Sintomas de cancrosis en pomelo. A: Hojas de pomelo con sintomas

en el haz. B: Fruta madura con cancros en parte externa del fruto.

Actualmente, numerosas investigaciones estan dirigidas al interés por nuevas
variedades citricas para contrarrestar las pérdidas producidas por el “greening” o HLB

(huanglongbing) enfermedad bacteriana, causada por Candidatus Liberibacter, muy
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devastadora que afecta a todas las variedades citricas y que ha causado pérdidas
incalculables en muchos paises. En este sentido, en Florida (Estados Unidos) se
realizaron estudios sobre variedades de pomelo para prevenir de esta forma la
enfermedad. Aunque el "greening" de los citricos ha devastado la industria citricola de
Florida desde su primera deteccién en el estado, los productores se mostraron

optimistas sobre el futuro de la industria gracias a nuevas variedades prometedoras.

A pesar de los problemas acarreados por estas enfermedades, la popularidad y
el interés por este tipo de fruta en general se debe a las cualidades y funciones
fitoterapéuticas del jugo de pomelo, ya que posee excelentes propiedades
antioxidantes y actiia como depurativo del organismo. En general, en citricos el interés
por flavonoides tales como flavonoles, flavononas, hidroxiflavonas es debido a su
potencial fisiologico y actividad bioquimica, asi como sus propiedades organolépticas.
Muchos de estos compuestos tienen potencialmente una actividad antioxidante vy
pueden actuar como eliminadores de radicales libres. Al mismo tiempo, pueden actuar
contra compuestos alergénicos, inflamacion, infecciones de virus, colesterol y
compuestos cancerigenos (Wang et al., 2007). Las concentraciones de flavonona son
diferentes en cada uno de los citricos. En los pomelos el patrén de flavononas es
similar al naranjo agrio, y esta dominado por la naringina. Asi, las naringinas estan
presentes en mayor contenido y dan el sabor amargo al pomelo. Ademas, hay varios
glucésidos de flavonona Unicos de los citricos y algunos son especificos para algunos

cultivares de citricos, los cuales podrian ser utilizados como marcadores taxonémicos.

Recientemente se conocid que los compuestos involucrados en la inhibicién de
la absorcién de algunos medicamentos en la pared intestinal y el higado estaban
presentes, al igual que en otras especies vegetales, en el jugo de pomelo. Aquellos
compuestos responsables de la interferencia en el metabolismo de ciertos farmacos
eran las furanocumarinas. Sin embargo, durante mucho tiempo no se conocieron los

mecanismos exactos y funciones especificas en el organismo (Manthey y Buslig,
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2005). Si bien las concentraciones de furanocumarinas fueron estudiadas en distintas
fracciones del material extraido de las frutas de pomelo, se observaron que las
mayores cantidades de furanocumarinas estaban concentradas en el jugo, a diferencia
de lo que se podia observarse en pulpa (Manthey y Buslig, 2005). Se conocieron
ademas algunas de las vias por las cuales la interaccion entre el jugo de pomelo y el
medicamento administrado pueden modificar el metabolismo de éste dltimo. La
interaccion se produce entre las furanocumarinas o derivados de ellas que inhiben la

accion del citocromo P450 (CYP) 3A4 principal catalizador intestinal (Lin et al., 2009).

Precisamente, se ha desarrollado y continda en avaluacion una nueva variedad
de pomelo con bajas concentraciones de furanocumarinas. Esta nueva variedad,
descripta con el codigo UF-914, tiene la particularidad de ser ligeramente mas grande,
ademas de que la cascara al ser un poco mas gruesa que la del pomelo tradicional,
también es mas facil de pelar. En la Universidad de Florida, los investigadores evallan
tanto la calidad del jugo, ya que el contenido de azucares seria mucho mayor que el
pomelo cotidiano, asi como también se estudia su tolerancia a la cancrosis y su

potencial tolerancia al HLB.
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Variedades de pomelo, Citrus x paradisi Macf. y pummelo, C.

maxima (Burm.) Merr.

Segun algunos autores no se conoce con exactitud el origen del pomelo. Sin
embargo, otros estiman que C. paradisi es nativo de las Islas Barbados en el Caribe,
en contraste con pummelos y otros citricos originarios de regiones tropicales y
subtropicales de Asia. Posteriormente, su cultivo se extendié por todo el Caribe y
luego a Estados Unidos. Se considera que fue producto de un proceso de hibridacién
natural entre pummelo (C. maxima (Burm.) Merr., sin: C. grandis L. Osb.) y naranja

dulce (C. sinensis L. Osh.).

En las plantas de pomelo es muy frecuente la ocurrencia de mutaciones
somaticas que se producen en brotes o ramas. En general, fueron estas
particularidades los Unicos métodos utilizados para desarrollar nuevas variedades de
pomelo. Asi, las variedades con frutos con pulpa roja ‘Red Blush’, ‘Ruby Red’ y ‘Star
Ruby’ se originaron de esta forma. Sin embargo, otras variedades fueron producto de
clones nucelares como la variedad ‘Thompson’ que luego se cultivd en diferentes
estaciones experimentales en California donde produjeron frutos similares a la

variedad ‘Marsh’ (Corazza-Nunes et al., 2002).

A lo largo del tiempo, la seleccion de clones procedentes de embriones
nucelares con caracteristicas agrondmicas deseables y la variabilidad genética
asociada a mutaciones naturales, dieron origen a las variedades de pomelo conocidas
en la actualidad (Webber, 1967; Corazza-Nunes et al., 2002). De esta manera, ciertas
caracteristicas del fruto de pomelo, como la forma y tamafio, cantidad y calidad de
jugo y numero de semillas, asi como también el comportamiento de los arboles al
ambiente, el vigor y productividad, fueron escogidas, como ocurre con la mayoria de

los citricos, como caracteristicas comerciales.
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Las variedades comerciales de pomelo se caracterizan por sus frutas de tamafio
grande y céscara de color amarillo, pero en ciertas variedades se torna rojiza. El
albedo es blanco y esponjoso, la pulpa contiene mucho jugo, esta conformada por 10-
12 carpelos y la columela abierta. Generalmente el gusto es amargo debido a una

flavona.

Las variedades se denominaron segun la coloracion de los frutos, especialmente
la tonalidad de su pulpa, una caracteristica considerada para la comercializacion. Asi,
existen variedades blancas, son las que poseen la pulpa de color amarillo, y a pesar
de ser las mas cultivadas cada vez fueron mas desplazadas por las variedades

pigmentadas.

‘Duncan’ es una variedad de pomelo blanco (Fig. 5). Se considera el pomelo de
referencia en el mercado en cuanto a calidad. Se distinguen por su gran tamario, la
pulpa es firme y jugosa, de excelente sabor y buena acidez. Posee niveles altos de
azucar y ademas numerosas semillas (30-50 por fruto). Esta variedad se usa en la
industria para la elaboracién de jugo y se cultiva casi exclusivamente en Florida,

Estados Unidos. También en las provincias de Chaco y Formosa en Argentina.

Figura 5. Pomelo ‘Duncan’. A: Fruta madura, entera. B: Corte transversal de la

fruta, se observa gran cantidad de semillas.

La variedad ‘Marsh’ (o ‘Marsh Seedless’) se obtuvo a partir de semillas de la

variedad ‘Duncan’, y actualmente se considera la variedad de pomelo mas importante
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comercialmente a nivel mundial. El fruto tiene un tamafio medio, algo mas pequefio
que ‘Duncan’ y pesa alrededor de 300 gr. La corteza es muy lisa, ligeramente gruesa y
la pulpa es de color claro. Contiene mucho jugo y es considerado sin semillas,
contiene apenas 2-3 semillas por fruto. Su sabor es dulce, aunque al principio de la

cosecha puede resultar muy acido (Fig. 6).

Figura 6. Pomelo ‘Marsh’ A: Fruta madura, entera. B: Corte transversal de la

fruta.

Las variedades pigmentadas contienen una pulpa de tono rosa o rojizo en sus
frutos y deben su color al pigmento licopeno. Sin embargo, el color llamativo sélo se
produce si las temperaturas de cultivo son elevadas. Su popularidad y consumo se ha

incrementado en muchos paises en las dos Ultimas décadas.

La primera variedad pigmentada se origind a partir de una mutacion de una
variante de pulpa blanca (‘Marsh’) dando como resultado la variedad denominada
‘Thompson’ o ‘Pink Marsh’ de pulpa rosada. Asimismo, la variedad ‘Foster’ se
origind a partir de una mutacién natural de pomelo ‘Walters’, posee una intensa
pigmentacion rosada en la pulpa y la cascara levemente enrojecida, pero puede formar
un medallon rojizo en el punto de contacto entre dos frutos. Posee gran cantidad de

semillas, alrededor de 50 y debido a esto se dej6 de plantar.

La variedad ‘Red Blush’ surgi6 mediante una mutaciéon natural de pomelo

‘Thompson’ en California. Tiene la particularidad que los frutos se disponen en
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racimos. Los frutos son ligeramente aplanados y la pulpa de color rosado (Fig. 7).
Poseen buena cantidad de jugo, de buen sabor y alto °Brix. La cascara es apenas
pigmentada. La textura de la piel, asi como la buena presentacién en el empaque lo
convierten en excelente candidato para la exportacion. Sin embargo, la alta
susceptibilidad a la enfermedad causada por el virus de la tristeza de los citricos

resulta una desventaja.

Otra variedad con tonalidad rosada en su pulpa es la variedad ‘Red Shambar’.
Se originé en el afio 1936 debido a una mutacién de la variedad ‘Marsh Seedless’ en
California. El tamafio del fruto oscila entre 90 a 95 mm de didmetro. La cantidad de

semillas es reducida, de 3 a 4 por fruto (Fig. 8).

Figura 7. Pomelo ‘Red Blush’. A: Fruta madura, entera. B: Corte transversal de

la fruta.

Figura 8. Pomelo ‘Red Shambar’. A: Fruta madura, entera. B: Corte transversal

de la fruta.
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‘Star Ruby’ es una variante de pulpa color rojo intenso obtenida por mutacién
inducida a partir de la irradiacién de neutrones. La cascara es muy delgada y lisa, de
color amarillo con tonalidades rojizas (Fig. 9). El tamafio es medio y posee muy pocas
semillas (1-2 en algunos frutos). Las frutas proporcionan abundante jugo de sabor mas

dulce y menos amargo que otros.

Existen, ademas numerosas variedades pigmentadas como ‘Burgundy’,

‘Flame’, ‘Henderson’, ‘Ray Ruby’, ‘Rio Red’, ‘Ruby’ cultivadas en todo el mundo.

Figura 9. Pomelo ‘Star Ruby’. A: Fruta madura, entera. B: Corte transversal de

la fruta.

Entre las especies citricas, el Pummelo (o Shaddock) Citrus maxima (C.
grandis) es conocido también como la “madre” de muchos tipos de citricos. Se
presume que se origind en el sur de China y desde alli se distribuyé por el sudoeste de
Asia. Las frutas son de tamafio grande, pueden medir entre 10 y 25 cm de didmetro y
pesar de 500 a 1500 g (se han reportado frutos de 60 cm de diametro y con un peso
de hasta 10 kg) y varian de forma redonda a forma de pera. La textura de la cascara
es extremadamente lisa, pero la superficie contiene unas glandulas de aceite en forma
de puntos verdosos. Algunas variedades tienen pulpa pigmentada y pueden exhibir

también un color rosado a rojo en la cédscara.

La variante de pummelo llamada ‘Chandler’, da frutos de tamafio grande y la

pulpa de tonalidad algo rosada (Fig. 10). Probablemente su origen fue California, a
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partir del cruzamiento entre las variedades de pummelo ‘Siamese Sweet’ y ‘Siamese
Pink’, en 1961. Las frutas contienen gran cantidad de jugo y es muy dulce. La acidez

es muy baja y practicamente carece de gusto amargo.

Figura 10. Pummelo ‘Chandler’. A: Frutas maduras, enteras. B: Corte
transversal de una fruta. Fotografias extraidas de "Citrus Variety Collection”

(http://www.citrusvariety.ucr.edu).

Otras variedades de pummelo ‘Kao Panne’, ‘Kao Phuang’, ‘Goliath’, ‘Mato’,

‘Shatinyu’, ‘Banpeiyu’ son producidas sobre todo en las regiones de Asia.

Ademas, los hibridos comerciales, obtenidos entre pummelo diploides vy
selecciones de tetraploides de pomelo, son plantas triploides sin semilla, como la
variedad ‘Melogold’ y ‘Oroblanco’ (C. paradisi x C. maxima). Esta Ultima es una
variedad desarrollada en la Universidad de California y resultd del cruzamiento entre
una planta diploide de pummelo (C. maxima) sin acidez y una variedad de pomelo (C.
paradisi) blanco tetraploide duplicado. Su nombre se debe al color amarillo intenso
externo del fruto. La pulpa también es de color amarillo a blanquecino. Contiene gran
cantidad de jugo, es bastante dulce y contiene bajos niveles de acidez. Si bien la

cascara es gruesa es bastante facil de pelar (Fig. 11).


http://www.citrusvariety.ucr.edu/
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Figura 11. Hibrido triploide ‘Oroblanco’. A: Fruta madura, entera. Fotografia

extraida de "Citrus Variety Collection” (http://www.citrusvariety.ucr.edu) B: Corte

transversal de una fruta.

Otra variante hibrida, cuyo origen genético es desconocido es el denominado
‘Pomelo de Nueva Zelanda’ o naranja ‘Poorman’. No se conoce con exactitud los
parentales que dieron origen a esta variante. Se considera que es un hibrido natural,
probablemente entre un pummelo y mandarina. Por conveniencia, se lo ha clasificado
como un hibrido de pomelo y asi es ampliamente cultivado en Nueva Zelanda donde
se comercializa como tal. El tamafio del fruto es de mediano a grande, color
anaranjado a amarillo palido, de forma casi globosa y posee numerosas semillas. La

cascara es gruesa y muy rugosa y contiene bastante jugo de mediana acidez.


http://www.citrusvariety.ucr.edu/
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Pomelo ‘Parand’ Citrus sp.

Al Pomelo ‘Parand’ se lo conocié también como ‘Dalandan’, este término en
idioma tagalog y cebuano en Filipinas significa naranja. Asimismo, en numerosas
colecciones internacionales este nombre hacia referencia a una naranja llamada
‘Dalandan’. Consecuentemente y debido a su origen genético desconaocido, se prefirid
abandonar el término ‘Dalandan’ ya que se generaron interpretaciones confusas

acerca de su identificacion sobre todo en la comercializacion.

Originariamente se consideré como una variante de pomelo (Citrus x paradisi).
Sin embargo, es un hibrido natural cuyo origen genético y ubicacién taxonémica aun
no se determinaron con exactitud. El sitio de origen, al igual que la mayoria de los
citricos, habria sido el sudeste asiatico, en las Islas Filipinas. A diferencia de C.

paradisi nativo de las Islas Barbados en el Caribe.

En el afio 1967, con la denominacion de pomelo ‘Dalandan’, el material original
de pomelo ‘Parand’ ingresé desde Filipinas a Brasil como semillas. Alli fue conservado
como Accesion NC678 en el Banco de Germoplasma del Centro de Citricultura Sylvio
Moreira, Cordeir6polis en San Pablo (Rinsdahl-Canavosio, et al., 2008). En 1981, fue
enviado material desde la Experimental de Limeira (Brasil) a la Coleccion de la
Estacién Experimental Agropecuaria (EEA) del INTA Montecarlo (Misiones) Argentina,

con el cédigo F2P14.

En 1995, de una planta de 13 afios de la Coleccion de la EEA INTA Montecarlo,
se tomaron yemas y se envié material a Concordia, Entre Rios. Alli ingres6 como
pomelo hibrido (Accesion CCC-618-Dalandan) y desde ese momento integra la
Coleccién del Banco de Germoplasma Protegido de Citrus y Géneros Afines de

Argentina, situado en la EEA INTA Concordia, Entre Rios.
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A su vez, fue enviado a Florida, Estados Unidos, desde la EEA Bella Vista como
semilla. Alli, integra la Coleccion de semillas con el Codigo: ‘Parand’ Gft CGIP-167
11/2/12. Y se lo incluyé en el Programa de Introduccion al Germoplasma de Citricos

para Lanzamientos Varietales (1978-2015).

En el afio 2003, para estudiar el comportamiento de esta variedad en la
Provincia de Corrientes, se implantd el primer lote en la EEA INTA Bella Vista. El
material procedia de Misiones y las plantas habian sido injertadas en INTA Montecarlo
sobre los portainjertos citrange ‘Troyer’ y citrange ‘Carrizo’ (Poncirus trifoliata x Citrus

sinensis).

Estudios iniciales incluyeron analisis fenologicos y de calidad de jugo de las
frutas de pomelo ‘Parana’ para la zona de Corrientes. Los datos fenoldgicos
registrados indicaron los picos de maxima brotacion en la primera quincena de agosto
y de septiembre de 2006. En 2007 hubo tres momentos de mayor intensidad, en los
meses de febrero, agosto y diciembre. A su vez, la maxima floracion registrada fue en
agosto de 2006 y septiembre de 2007. En todos los casos el portainjerto con mejor
comportamiento en los datos tomados fue citrange ‘Troyer’ (Rinsdahl-Canavosio, et al.,

2008).

En el 2010 un nuevo ensayo de esta variedad fue plantado con material saneado
procedente de la Coleccion del INTA EEA Concordia sobre cuatro portainjertos, lima
‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’ (C. paradisi x C. reticulata), citrumelo ‘Swingle’ (Poncirus x
Citrus) y pomelo ‘Duncan’. Cada parcela con tres plantas sobre un mismo portainjerto

y en cuatro blogues. En total 12 plantas por combinacion pie/copa.

En Paraguay también se realizaron andlisis fenoldgicos y de calidad de jugo y
fruta con el objetivo de lograr la comercializacion y aprovechando todas las virtudes de

la variedad. En Paraguay fue inscripto en el SENAVE (Servicio Nacional de Calidad y
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Sanidad Vegetal y de Semillas de Paraguay) y fue incorporado oficialmente como

pomelo (Citrus x paradisi) variedad ‘Parand’ en el afio 2011.

Por otra parte, en el afio 2013 fue inscripto en el Registro Nacional de Cultivares
del Instituto Nacional de Semillas de Argentina (INASE), un pomelo hibrido (Citrus sp.)

con la denominacion ‘Parand’, expediente N° S05: 0529325/2013.

En los andlisis de jugo y de otras caracteristicas de la fruta se consideraron los
distintos portainjertos en el ensayo del 2010. Las comparaciones incluyeron los datos
obtenidos a partir de frutas de pomelo ‘Parana’, sobre los portainjertos citrange ‘Troyer’
y citrange ‘Carrizo’, en comparacion con la variedad ‘Duncan’, variedad de copa
utilizada como referencia en estos analisis. Asi, se observé que los mayores valores
de porcentaje de jugo, ratio y °Brix se obtuvieron en pomelo ‘Parana’ (Rinsdahl-

Canavosio, et al., 2008; Canteros, et al. 2013).

Al igual que los citrus diploides, pomelo ‘Parana’ cuenta con numero
cromosomico 2n= 18 (Gochez, et al. 2008). Los frutos son de forma y tamafio
semejante a un pomelo blanco y también son similares el color de la cascara y de la
pulpa, aunque algo mas claro en pomelo ‘Parand’ (Fig. 12). Sin embargo, la principal
caracteristica es el bajo contenido de acidez del jugo por lo que puede considerarse
como un pomelo dulce. Contiene baja concentracién de naringina (bioflavonoide

responsable del sabor amargo del pomelo).

El tamafio promedio de la fruta es de 8,5 cm, el espesor de cascara varia entre
5,3 a 5,5 mmy el peso promedio de la fruta es de 282 gramos. El color de la cascara
determinado segun valores estandar corresponde a un amarillo verdoso. El contenido
de vitamina C es de 52, 65 mg por cada 100 ml de jugo y el nUmero de semillas varia
entre 17 a 45. Los niveles de naringina en pomelos ‘Duncan’ fueron cuatro veces
mayores que en el pomelo ‘Parand’ (15,16 + 0,48 mg /litros en pomelo ‘Parand’ y

76,11 + 3,7 mg /litros en pomelo ‘Duncan’). Sin embargo, los niveles de neohisperidina
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fueron mas altos en frutas de pomelo ‘Parand’ que en las de ‘Duncan’ donde las frutas
tenian 80% menos de neohisperidina. La acidez y el pH del jugo de los pomelos fueron
1299,09 + 4,71 mg de &cido citrico / litro de jugo y pH = 3,76 + 0,01 en promedio

(Sgroppo et. al., 2015).

Figura 12. Pomelo ‘Parana’. A: Porte del arbol con frutas maduras. B: Rama con
inflorescencias (flores en estadio, F4). C: Rama fructifera (frutos en fase de cuajado).
D: Rama con frutas maduras. E: Corte transversal del fruto donde se aprecia el color

de la pulpa y con pocas semillas.

Las evaluaciones complementarias mas recientes incluyeron ademéas de los
datos anteriormente mencionados, tamafio de las plantas, cantidad, color, peso y
tamafio de las frutas, asi como también el nUmero de gajos, nimero de semillas,
volumen de jugo y peso de pulpa. Estos datos fueron tomados del lote experimental de
pomelo ‘Paranad’ sobre los portainjertos lima ‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’, citrumelo

‘Swingle’ y pomelo ‘Duncan’.
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Ademas de presentar caracteristicas industriales mejoradas, como la calidad de
fruta y buen comportamiento a campo, el pomelo ‘Parana ha demostrado alta
resistencia cuantitativa a la cancrosis de los citricos. Y se la clasific6 como de tipo
cuantitativo, basado en un periodo de susceptibilidad en hojas mucho mas corto que
en otro tipo de citrus. Se obtuvieron valores significativos para los niveles de indculo e
infeccidn y se observé que el nimero de lesiones disminuyé en pomelo ‘Parana’ con
respecto a pomelo ‘Duncan’. Es decir, hubo una respuesta diferencial por infiltracion
del mesdfilo con diferentes inéculos y a diferentes edades (Gochez y Canteros, 2004,

2006, 2008; Canteros, et al. 2013).

Todas estas particularidades ademas de el sabor jugo mas dulce, la cantidad de
semillas menor y la baja susceptibilidad a la cancrosis del pomelo ‘Parand’, comparado
con la variedad ‘Duncan’, lo hacen productivamente un excelente candidato. Por todas
estas razones se considera una variedad promisoria para la region. Ya que en la
region del NEA se ha abandonado la produccion de pomelo por los problemas

ocasionados por la cancrosis.

Aungue se conocid que el pomelo ‘Parana’ es un hibrido natural, no se pudieron
establecer con exactitud las relaciones filogenéticas para ubicarlo taxonémicamente. Y

asi poder inscribirlo con la denominacién exacta en los organismos correspondientes.
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Marcadores Moleculares Empleados en la Caracterizacion de

Material Vegetal

La utilizacion de marcadores moleculares para analizar los cambios producidos a
nivel de ADN, es fundamental en las aplicaciones biotecnoldgicas, asi como en los
estudios basicos de genética. Sin embargo, la identificacién de variedades citricas y en
particular, variedades derivadas por mutaciones espontaneas e inducidas, sigue

siendo una tarea dificil.

En poblaciones naturales, la cantidad y distribucién espacial de la variabilidad
genética puede influir tanto en la viabilidad como en el potencial para producir cambios
evolutivos (Masatoshi, 1987). Mientras que en especies cultivadas puede influir en su
productividad y consecuentemente en la rentabilidad econdmica del cultivo (Escalante

et al., 1994; Roubik, 2002).

En plantas cultivadas el estudio de la variabilidad del germoplasma es
fundamental, ya que constituye la base para el éxito de los programas de seleccion y
desarrollo de nuevas variedades (Elisiario et al., 1999). A pesar de que existe
numerosa informaciéon sobre la magnitud y distribucién de la variabilidad genética
dentro y entre poblaciones naturales, poco se conoce de la variabilidad que alberga y

como se reparte entre y dentro de los cultivares (Hamrick y Godt, 1997).

En las disciplinas como biologia molecular se han encontrado herramientas para
el mejoramiento de variedades citricas. Esto ha favorecido significativamente la
identificacion y seleccién de nuevos materiales, y son generalmente preferidas para la
evaluacién de la diversidad y estructura genética de la poblacién y mapeo genético

(Ciampi et al., 2013, Pinar et al., 2017).

La aplicacion de marcadores moleculares ha facilitado y potenciado el andlisis

genético de plantas. Ademas, pueden resultar herramientas de gran ayuda en los
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programas de mejoramiento citrico y proporcionar datos complementarios a la
informacién morfologica para la clasificacion de germoplasma especifico (Tinker et al.,

1994; Morgante et al., 1996; Andrade-Rodriguez et al., 2005; Pinar et al., 2017).

Sin emabrgo, la caracterizacion de material genético ha sido dificultosa en Citrus
debido a ciertas caracteristicas propias del género. La alta fertilidad entre especies, la
reproduccidon apomictica y poliembrionia son habituales, asi como también la larga
fase juvenil y la escasez de marcadores de ADN polimorficos (Corazza-Nunes et al.,
2002). Por lo tanto, utilizar sélo rasgos morfolégicos puede ser un obstaculo para

distinguir entre muchos cultivares citricos y entre grupos relacionados.

Generalmente, la baja diversidad intraspecifica encontrada en especies citricas
cultivadas contrasta con la alta variabilidad de rasgos de importancia agrondémica,
como el periodo de maduracion, el color y tamafio de los frutos (Herrero et al., 1996).
Debido a la dificultad para distinguir entre grupos relacionados, la caracterizacién de
cultivares citricos generalmente se basa en rasgos morfoldgicos (Fang y Roose, 1997)
especialmente ciertas caracteristicas de los frutos relacionados al color de la cascara,
pulpa y jugo. Aun asi, la distincion entre cultivares mediante estos rasgos sigue siendo

muy dificultosa.

La identificacion de numerosos cultivares en viveros citricos ha sido en general
muy compleja, debido a que algunas variedades se distinguen solo por las
caracteristicas del fruto, y las plantas citricas por lo general no dan fruto hasta varios
aflos después de la siembra (3 o 4 aflos generalmente). Esto puede resultar
problematico para un vivero, ya que, entre otros motivos, se corre el riesgo de
comercializar plantas en un pie o portainjerto distinto de lo reglamentado. Por ello, la
capacidad de identificar cultivares citricos con una pequefia muestra de hoja u otro
tejido vegetal seria, de gran ayuda para preservar y proteger los derechos de los

usuarios, productores, viveristas y mejoradores.
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Con el avance en la utilizacion de marcadores moleculares, se han desarrollado
nuevas metodologias para la identificacion, caracterizacion y estudios filogenéticos de
material vegetal. Han sido ampliamente utilizados en la identificacion de especies,
variedades y clones. A su vez, fueron empleados en la caracterizacion de hibridos a
partir de plantulas nucelares, establecer relaciones filogenéticas y evaluar colecciones
de germoplasma citrico (Krueger y Roose, 2003; Novelli et al., 2006; Palmieri et al.,
2007; Pang et al., 2007; Kyndt et al., 2010; Lu et al., 2011, Ji et al., 2011; Xu et al.,

2013).

Ciertos marcadores como Isoenzimas, AFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados), RAPD (polimorfismo de ADN amplificado al azar) y SSR
(repeticiones de secuencias simples) se han empleado en el andlisis de la diversidad
genética y las relaciones de parentesco dentro del género Citrus (Nicolosi et al., 2000;
Andrade-Rodriguez et al., 2005; Pang et al., 2007; Chacoff et al., 2009; Uzun et al.,

2009; Ji et al., 2011).

El analisis de isoenzimas en algunos casos resulté util para distinguir los
cultivares originados a partir de la reproduccién sexual, pero generalmente en los
cultivares que se han diferenciado por mutacién este andlisis no resulta adecuada

(Roose, 1988; Herrero et al., 1996).

Los AFLP han sido eficientes para identificar especies de citricos con gran
precision en combinacién con otros marcadores nucleares. Ademas, fueron utilizados
para mapeo genético localizado en gran diversidad de cultivares. En citricos, se han
investigado las relaciones filogenéticas entre especies del genero con estas
herramientas (Pang et al., 2007). Sin embargo, generalmente no son recomendados
por ser marcadores dominantes y trabajar con ellos puede volverse engorrosa y

complicada debido a la metodologia.
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Si bien, los RAPD son marcadores dominantes se distinguieron por ser
relativamente mas sencillos y rapidos que otros marcadores. Se utilizaron para
estudiar el origen genético de posibles hibridos de plantas de limon (Andrade-
Rodriguez et al., 2005). A su vez, fueron empleados en la identificacién de hibridos de
mandarinas y otros cultivares citricos (Coletta Filho et al. 1998; Andrade-Rodriguez et
al., 2005). Al mismo tiempo, los RAPD fueron eficaces al analizar la diversidad
genética de otros frutales, como el caso del banano (Musa sp.) en el cual se pudieron
identificar los hibridos y se utilizaron para la caracterizacién e identificaciéon de
germoplasma en los programas de mejoramiento genético de esos cultivares (Fortes-

Ferreira et al., 2004).

En ocasiones, los RAPD pueden conducir a una subestimaciéon del nivel de
polimorfismo existente entre individuos, debido entre otros motivos, a que son
dominantes, por lo que no es posible diferenciar heterocigotos de homocigotos. Sin
embargo, a pesar de esta desventaja siguen siendo marcadores ampliamente
utilizados como una aproximacion inicial en los estudios de variabilidad genética en

material vegetal (Arias et al., 2010).

Los estudios genéticos con marcadores microsatélites (SSR, Simple Sequence
Repeats) se han incrementado rapidamente debido a que son codominantes,
altamente polimdrficos y expresan una distribucion uniforme en el genoma (Gupta et
al., 2000; Zane et al., 2002). Los SSR son intervalos de ADN con unidades de uno a
seis pares de bases repetidas en tandem dispuestas en todo el genoma de la mayoria
de las especies eucaritticas (Tautz, 1989). Los estudios realizados por Ruiz et al.,
2000, mostraron la importancia y eficiencia de los marcadores SSR para distinguir
entre las plantulas cigéticas y nucelares y asi descartar los genotipos no deseados.
Segun estos andlisis los SSR resultaron ser mas eficientes que las isoenzimas en la

identificacion de individuos cigéticos. A pesar de que los SSR son marcadores
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codominantes como las isoenzimas, los SSR son mucho mas variables tanto en el

numero de loci polimérficos como en el nimero de alelos por cada locus.

Los SSR han sido ampliamente utilizados en estudios filogenéticos y de
variabilidad genética interespecifica, intraespecifica e intrapoblacional. En especies
citricas la identificacién de plantas cigoéticas y la construccién e integracion de mapas
de ligamiento fueron posibles mediante el uso de estos marcadores (Barkley et al.,
2006; Novelli et al., 2006; Palmieri et al., 2007; Hvarleva et al., 2008; Cristofani-Yaly et

al., 2010; Uzun et al., 2010; Amar et al., 2011; Sharma et al., 2015).

Numerosos investigadores incluyeron los microsatélites para la identificacién de
cultivares citricos estrechamente relacionados y ampliamente comercializados como
naranja C. sinensis, pomelo C. paradisi, limén C. limon, mandarina C. reticulata, trifolio
Poncirus trifoliata, citrange Poncirus x Citrus (Ruiz et al., 2000; Oliveira et al., 2002;
Cristofani et al., 2003; Krueger y Roose, 2003; Novelli et al., 2006; Palmieri et al.,

2007; Hvarleva et al., 2008; Uzun et al., 2010; Xu et al., 2013, Sharma et al., 2015).

Algunos autores utilizaron los SSR para estudiar la diversidad de especies
citricas y géneros relacionados en combinacion con EST (de la sigla en inglés
Expressed Sequence Tags). El alto nivel de polimorfismo detectado en muchos
cultivares se correlacionaron con caracteres de importancia agronémicas Yy
potencialmente fueron de utilidad en la construccion de mapas de ligamiento. Asi,
observaron que los datos también podrian aplicarse en programas de mejoramiento
citrico como en la caracterizacion de germoplasma, la diferenciacién de plantulas
cigoticas y nucelares y el desarrollo de marcadores para la seleccién asistida por

marcadores (Oliveira et al., 2002; Palmieri et al., 2007; Pinar et al., 2017).

Es sumamente importante contar con material certificado para la
comercializacion de cualquier material citrico. Dada la gran demanda de informacion y

debido a la potencialidad rentable tanto productiva como en investigacion del pomelo



44

‘Parana’, resulta de interés el desarrollo de nuevas metodologias para la

caracterizacion de este tipo de material.

La utilizacion de metodologias aptas para la caracterizacion de germoplasma
citrico especifico es fundamental para la identificacion genética y molecular del pomelo
‘Parana’ en comparacion con otros pomelos de referencia, pummelos o shaddock (C.

maxima (Burm.) Merr., sin: C. grandis L. Osb.) y otros pomelos hibridos.

Considerando los antecedentes analizados y la situacion expuesta resulta
evidente que se requiere la descripcion molecular y el andlisis comparativo del pomelo
‘Parand con otras variedades de pomelo. También, establecer las relaciones
filogenéticas con pummelos y otras especies citricas para caracterizar genéticamente

el material y conocer las relaciones con otras variedades y especies o hibridos.

Los resultados ayudaran a caracterizar el material y lograr asi complementar los
datos para la inscripcion en los organismos pertinentes. Con esto se pretende lograr
una comercializacion més fluida de la fruta y jugo y otros subproductos del pomelo
‘Parana’, en mercados internacionales que se rigen por estandares mas rigidos y
exigen una autenticacion de origen. Permitirdn, ademas, enfatizar los conocimientos
para avanzar en el programa de multiplicacion y comercializacion de las variedades,
mediante la obtencion de materiales disponibles para el disefio y desarrollo de

programas de mejora productiva.
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HIPOTESIS

El estudio de la diversidad genética relativa de pomelo ‘Parand y su
correspondiente  caracterizacion genética mediante marcadores moleculares
especificos del genoma citrico permite genotipificar el material de interés facilitando la
evaluacion del grado de parentesco relativo del pomelo ‘Parand’ con las demas

especies citricas.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar molecularmente el pomelo ‘Parana’ y otras variedades y

especies citricas mediante marcadores de ADN.

Especificos

Caracterizar mediante el uso de marcadores microsatélites y RAPD el
material de pomelo ‘Parand’ disponible en el Banco de Germoplasma de Argentina.

Estimar posibles relaciones de parentesco de pomelo ‘Paran&’ con otras
especies y variedades citricas conocidas.
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MATERIALES Y METODOS

Material de Estudio

Se utilizaron variedades citricas seleccionadas de las quintas experimentales de
la EEA INTA, Bella Vista, ubicada en Colonia 3 de abril, Ruta provincial 27 km 38,3 de
la localidad de Bella Vista, Corrientes. El material originalmente se obtuvo de yemas
certificadas de la coleccion del Banco de Germoplasma Protegido de Citrus y Géneros
Afines de la EEA INTA Concordia, Entre Rios. Las plantas de pomelo ‘Parana’ fueron
injertadas sobre cuatro portainjertos: lima ‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’, citrumelo
‘Swingle’ y pomelo ‘Duncan’, lo que se tuvo en cuenta para un analisis

complementario.

Ademas de pomelo ‘Parand’, otras especies citricas y variedades de pomelo
fueron seleccionadas, asi como también de cultivares afines y variedades hibridas
(Tabla 1). Las muestras de catorce (14) variedades citricas fueron incluidas, para lo
cual se extrajo material fresco, es decir se prefiri6 seleccionar hojas nuevas tomadas
al azar de las plantas elegidas. En la toma de muestras ademas se incluyeron réplicas

biol6gicas de cada material.

Pomelo “Parana”. Citrus sp. En la EEA INTA Bella Vista este material fue
implantado inicialmente en el afio 2003, con el objetivo de estudiar el comportamiento
de este cultivar en la provincia de Corrientes. Las plantas de dos afios eran

procedentes de Misiones y se trasladaron desde un vivero a campo.

Estas plantas fueron preparadas por la EEA INTA Montecarlo (Misiones) con

yemas injertadas sobre los portainjertos citrange ‘Troyer’ y citrange ‘Carrizo’. En total
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fueron 60 plantas, 30 sobre ‘Troyer’ y la misma cantidad sobre ‘Carrizo’. Se plantaron

en dos bloques de cada portainjerto, en total 4 parcelas de 15 plantas cada una.

Luego en el 2010 se recibieron plantas certificadas, es decir material saneado,
de la Secciobn Mejoramiento Citrico de la EEA Concordia, Entre Rios, con yemas
procedentes del Banco de Germoplasma de Concordia. Un total de 48 plantas fueron
injertadas sobre cuatro portainjertos: lima ‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’, citrumelo

‘Swingle’ y pomelo ‘Duncan’.

El objetivo inicial de estos ensayos, independientemente de los objetivos
propuestos en el presente trabajo, fue realizar distintas evaluaciones, entre ellas,
analisis de fenologia, caracteristicas de importancia agronémica como calidad de jugo
y fruta. También fue evaluado el comportamiento sobre diversos portainjertos. Asi
como también se utilizé en investigacion para la genotipificacion del material partiendo
de un material mas uniforme y saneado. Hasta el presente se continlan con éstas

evaluaciones.

Se tuvo en cuenta que el material proporcionado, tanto de Misiones como del
banco de Germoplasma de Concordia, fue de origen clonal. Esto se utilizé para evitar
o reducir el riesgo de pérdida de material por enfermedades y condiciones ambientales
adversas. Por consiguiente, se prefirié trabajar con réplicas de cada individuo para

corroborar dicho origen.

‘Duncan’. Variedad de pulpa blanca, seleccionada del lote experimental
“Sanidad Controlada” de la EEA INTA Bella Vista. En este lote fueron implantadas
ademas diversas especies y variedades citricas donde rutinariamente se evalGan

ensayos con distintos objetivos referentes a la sanidad del cultivo.

‘MARSH’. Variedad de pigmentacion blanca. Se recolectaron muestras de esta

variedad implantada en el lote experimental “IVIA” de la EEA Bella Vista. En este lote
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se cuenta con material certificado proveniente del Banco de Germoplasma Citrico de

Espana.

‘FOSTER’. Variedad de pulpa pigmentada tonalidad rosada. Al igual que el
pomelo ‘Duncan’, el material fue seleccionado del lote “Sanidad Controlada” de la EEA

INTA Bella Vista.

‘RED BLUSH’. Variedad de pulpa con tonalidad rosada. Las plantas
seleccionadas provenian del lote “Cancrosis” de la estacion experimental. Fueron
producidas en 1990 en la EEA INTA Bella Vista de material seleccionado. La
recoleccién de hojas se realizé teniendo en cuenta que fueran hojas jévenes y libre de
sintomas de cancrosis de los Citrus (enfermedad bacteriana causada por
Xanthomonas citri) ya que alli se realizan evaluaciones periddicas de dicha

enfermedad.

‘STAR RUBY’ y ‘RED SHAMBAR’. Variedades de pigmentacion rojiza. Las hojas

fueron recolectadas del lote “IVIA” de la EEA Bella Vista.

‘OROBLANCO’. Pomelo triploide (C. maxima x C. paradisi). Las muestras fueron

seleccionadas del lote “IVIA” (EEA INTA Bella Vista).

‘POORMAN’. Pomelo de Nueva Zelanda o naranjo ‘Poorman’, hibrido. Esta
variedad se utiliz6 para comparar otros materiales hibridos con respecto a pomelo
‘Parand@’. Las hojas fueron seleccionadas de una planta de la camara de cultivo de

plantas citricas de la EEA INTA Bella Vista y habian sido traidas de INTA Concordia.

NARANJA ‘VALENCIA’ ¥y NARANJA ‘SALUSTIANA’. Variedades de jugo dulce. Se
tomaron hojas de cada variedad seleccionadas del lote “Sanidad Controlada” (EEA

INTA Bella Vista).
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NARANJO ‘AGRIO’. Variedad amarga. Se eligieron las plantas contiguas a los

lotes de ensayos de otras variedades citricas en la EEA Bella Vista.

PUMMELO ‘CHANDLER’ C. maxima o C. grandis, variedades de pummelo también
conocido como shaddock, pamplemusa o cimboa. Se extrajo el material de la cAmara
de cultivo de plantas citricas de la EEA donde habitualmente se realizan evaluaciones
de éste material junto con otras variedades citricas para distintos ensayos. El material

original se trajo de la EEA Concordia.

CIDRA Citrus medica L. Al igual que el material anterior fue tomado de la camara

de cultivo y tenian el mismo origen.



Tabla 1. Variedades citricas utilizadas como material de estudio. Incluye el

namero de replicas biologicas y el cddigo utilizado en el texto.

Variedades/ Especie Namero Codigo
de
Nombre comun .
Replicas
Pomelo
‘Parana’ Citrus sp. 78 PP
‘Duncan’ C. paradisi Macf. 14 PD
‘Foster’ C. paradisi Macf. 18 PF
‘Marsh’ C. paradisi Macf. 18 PM
‘Red Blush’ C. paradisi Macf. 6 RB
Star Ruby’ C. paradisi Macf. 6 SR
‘Red Shambar’ C. paradisi Macf. 4 RS
‘Oroblanco’ C. maxima x C. 8 OB
paradisi
‘Poorman’ Citrus sp. 4 POO
Naranja
‘Valencia’ C. sinensis Osbeck 16 NV
‘Agria’ C. aurantium L. 6 NA
‘Salustiana’ C. sinensis Osbeck 4 NS
Pummelo C. maxima (Burm.)
Merr.
‘Chandler’ 8 Ch
Cidra C. medica L. 4 Ci
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Extraccion de ADN

El procedimiento para la extraccibn del ADN gendmico total se basé en el

método propuesto por Murray y Thompson (1980), el cual fue adaptado para el analisis

de material citrico.

Se extrajeron 3-4 hojas nuevas, es decir material fresco que denotaba un tejido

joven. Y posteriormente se lavaron con agua corriente para eliminar residuos. Para el

procedimiento se utilizaron 400 mg de tejido.

Protocolo de Extraccion

1

Se pesaron 400 mg de tejido foliar.

Por cada muestra, se colocaron 3 ml de buffer de extraccion CTAB
en tubos de plastico tipo Falcon (Tabla 2). Y se llevaron a bafio
térmico (65°C) durante 20 minutos.

Se procedi6 a triturar el tejido en morteros de ceramica con
nitrégeno liquido y pilén. Se maceré hasta observar el material seco
de color verde claro (Fig. 13 A, B, C).

Luego por cada 10 ml de buffer CTAB, previamente precalentado, se
adicionaron 20 ul de 2-mercaptoetanol y se mezclé agitando
suavemente. El 2-mercaptoetanol se colocé solamente al momento
de utilizar el CTAB.

Se coloco el tejido macerado en tubos de 15 ml y se adicionaron los
3 ml de buffer CTAB precalentado y conteniendo el 2-
mercaptoetanol.

Se agitaron suavemente los tubos y se incubé durante 30 minutos a

65°C, en ese tiempo se mezcld por inversion cada 10 minutos.
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7- Posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 3500 rpm.

8- Se recuperaron 900 pl de la fase acuosa o sobrenadante en tubos
de 2 ml y se adicionaron 900 pl de cloroformo: alcohol isoamilico
24:1 conservado a 4 °C (Fig. 13 D).

9- Se recuperaron nuevamente 900 pl de sobrenadante y se incorporé
a nuevos tubos de 2 ml y se adicionaron 900 pl de cloroformo:
alcohol isoamilico 24:1 conservado a 4 °C (Fig. 13 D).

10- Posteriormente se se agitd ligeramente en Vortex y centrifugd
durante 10 minutos a 14.000 rpm.

11- Del sobrenadante obtenido en el paso 10 se recuperaron 800 ul y se
adiciond la misma proporcién de isopropanol (Fig. 13 E).

12- Se incubaron las muestras a -20 °C durante 4 horas como minimo o
durante 24 horas. En este paso es posible incubar durante mas dias
a-20°C.

13- Luego de centrifugar durante 10 minutos a 14.000 rpm se descarté
el sobrenadante y se recuper6 el precipitado de ADN. Se puede
centrifugar por mas tiempo hasta observar el precipitado. Durante
los posteriores y consecutivos lavados se trabajé con suma
precaucion para evitar perder el precipitado al desprenderse del
tubo.

14- Para el lavado se adicionaron 100 ul de etanol 70 % conservado a -
20 °C.

15- Nuevamente las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a
14.000 rpm.

16- Se repitieron los pasos 13 y 14 tres veces.

17- Finalmente se descart6 el alcohol y los tubos se colocaron en flujo

laminar para secar el precipitado (Fig. 13 F).
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18- Se utilizaron 100 pl de agua de calidad mili-Q para la resuspension
final y se agito ligeramente en Vortex.

19- A la resuspensién obtenida se adiciond 1 pl de RNasa por cada tubo
y se incub6 durante 20 minutos en bafio térmico a 37 °C.

20-La integridad y calidad del ADN fueron evaluadas mediante
electroforesis en gel de agarosa 1,5 %, 90 V durante 1 hora.

21-Para las PCRs se utilizaron de 1 a 2 pl de ADN.

Figura 13. Procedimiento para la extraccion de ADN de Citrus a partir de
material fresco. A: Lamina foliar joven. B: Trozos pequefios de hojas cortadas con
tijera. C: Material triturado con nitrégeno liquido y pilén en mortero de ceramica. D: 900
pl de sobrenadante méas la misma proporcion de cloroformo- alcohol isoamilico 24:1 en
tubos de 2 ml. E: 800 pl de sobrenadante del paso anterior mas 800 pl de isopropanol.

F: precipitado de ADN (la flecha indica el pellet).



Tabla 2. Componentes para la preparacion de Buffer CTAB.

Sustancias Cantidades

CTAB
NaCl

Tris HCI 1M pH8

EDTA 0,5 M pH8
PVP

Agua destilada

209
82¢g

100 ml

100 ml
209

Enrazar a
1000 ml

55
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Cuantificacion de ADN

Inicialmente la integridad y cantidad de ADN fueron evaluadas mediante
electroforesis en gel de agarosa 1,5% a 90 V durante 1 hora (Fig. 14). Se utilizo el
programa Image J con el cual se analizé el perfil de bandas obtenido en cada gel. La
intensidad de las bandas fue comparada en relacion al patron de ADN conocido

(Ladder 100 pb PB-L) (Tabla 3).

Sin embargo, cuando fue posible se realizé la cuantificacion del ADN mediante
espectrofotometria nanoDrop y Qubit para verificar la concentracién y pureza del ADN
de Citrus disponibles en las muestras analizadas. Para el equipo nanoDrop1000

Spectrophotometer se utiliz6 1 pul de ADN de cada muestra resuspendida en agua

miliQ.

Para cuantificar el ADN de manera mas precisa y con mediciones mas sensibles
se utiliz6 un equipo Qubit 2.0. En éste equipo se utilizaron muestras de ADN sin
tratamiento previo. Se utilizé el ADN resuspendido en agua miliQ del cual se tomé 1 pl

y se sigui6 el procedimiento especificado en el protocolo de funcionamiento del equipo.

Asimismo, mediante el equipo Fragment Analyzer (AATTI) también fue posible
cuantificar el ADN y corroborar las concentraciones, sin embrago se incluyeron pocas

muestras ya que se tuvo en cuenta el costo de los insumos para dicho equipamiento.

En la Tabla 4 se detallan los valores de ADN obtenidos por las técnicas

descriptas anteriormente.

Si bien, se pudo observar que en algunos casos existen diferencias importantes
en cuanto a las concentraciones brindadas entre distintos métodos, se resalta la
importancia de contar contar con un método de cuantificacion para validar los

posteriores analisis moleculares. En este trabajo la cuantificacion mediante
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electroforesis en gel de agarosa resulté ser la mas conveniente y eficaz teniendo en
cuenta ademds, que en ese momento no se contaba con equipamiento propio para

cuantificar.

Figura 14. Prueba de calidad y cantidad de ADN citrico. Gel de agarosa 1,5 %.
M: Marcador de 100 pb (Ladder PB-L). Calles: 1 y 2: ‘Oroblanco’. 3, 4 y 5: Naranjo
‘Agrio’. 6: ‘Poorman’. 7: ‘Cidra’. 8: Pomelo ‘Parana’. 9 y 10: Naranja ‘Salustiana’. 11:

Pomelo ‘Duncan’.
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Tabla 3. Cuantificacion de ADN mediante el Programa ImageJ con gel de

agarosa 1,5 %.

Caédigo Gel ImageJ  Codigo Gel ImagelJ
agarosa agarosa
ng/pl ng/pl
ng/pl ng/pl
PPLG1 150 100 PPLCH1 40 40
PPLG2 50 80 PPLCH2 150 120
PPLG3 40 40 PPLCH3 50 60
PPLG4 40 60 PPLCHG6 40 40
PPLG5 200 130 PPLCH10 150 100
PPLG6 200 100 PPLCH11 50 80
PPLG7 40 40 PPLCH12 150 150
PPLGS8 200 120 PPLCH13 100 120
PPLGY 200 120 PPLCH14 150 150
PPLG10 200 140 PPLCH15 150 110
PPLG11 40 50 PPLCH16 40 50
PPLG12 40 50 PPLCH17 50 60
PPLG13 50 50 PPLCH18 50 80
PPLG14 150 100 PPLCH19 50 80
PPLG15 150 100 PPLCH20 50 80
PPLG16 150 100 PPLCH21 60 120
PPLG17 10 20 PPLCH22 150 150
PPLG18 150 90 PPLCH23 150 170
PPLG19 150 90 PPLCH24 200 170
PPLG20 40 50 PPLCH25 200 180
PPLG21 30 40 PPLCH27 50 100
PPLG22 30 30 PPLCH28 150 170
PPLG23 30 40 PPLCH29 150 120
PPLG24 30 30 PPLCH30 150 160
PPLG25 40 50 PPLCH31 150 150
PPLG26 30 40 PPLCH32 20 40
PPLG27 30 40 PPLCH33 100 100
PPLG28 20 30 PPLCH34 150 150
PPLG29 30 40 PPLCH35 100 100
PPLG39 40 40 PPLCH36 20 40
PPLG40 200 130 PPLCH37 150 150
PPLG41 50 60 PF 10 30
PPLG42 100 80 NV 100 80
PPLG43 100 70 RB 50 50
PPLG44 50 60 PM 40 60
PPLG45 50 80 RSH 50 80
PPLG46 50 60 OB 40 50
PPLG47 100 90 SR 50 80




Tabla 4. Cantidad de ADN obtenidos mediante NanoDrop y Qubit.

NanoDrop

ng/ul A260 A280 | 260/280
control 25,58 0,512 0,284 1,8
136PP1 | 94,46 1,889 1,203 1,57 3,81
137PP2 | 509,32 | 10,186 5,749 1,77 37,2
140PP3 | 450,62 9,012 5,159 1,75 37,6
141D1 | 403,09 8,062 4,558 1,77 28,3
142D2 | 508,56 | 10,171 5,55 1,83 31
143D3 | 380,78 7,616 3,992 1,91 29
145F2 | 341,06 6,821 3,528 1,93 17,6
146F3 | 191,49 3,83 2,149 1,78 6,8
147M1 317,4 6,348 3,917 1,62 35,8
148M2 | 841,66 | 16,833 8,757 1,92 46,5
149M3 | 360,77 7,215 4,097 1,76 36,7
150V1 476,9 9,538 5,379 1,77 17,3
151v2 | 411,93 8,239 6,214 1,33 36
151v2.1 | 578,23 | 11,565 6,779 1,71 -
152Chl | 264,8 5,296 2,755 1,92 26,8
153RB1 | 467,06 9,341 5,354 1,74 16,5
154RB2 | 730,6 14,612 7,827 1,87 29,9
155SR1 | 205,53 4,111 2,333 1,76 15,5
156SR2 | 81,33 1,627 0,956 1,7 3,03
157SR3 | 54,45 1,089 0,838 1,3 -1

158RSh1 | 369,33 7,387 4,269 1,73 23,1
159RSh2 | 322,1 6,442 3,584 1,8 14,2
1600B1 | 402,16 8,043 4,163 1,93 30,2

1610B2 | 247,12 4,942 2,607 19 6,2
162NA1 380 7,6 4,012 1,89 14,5
163NA2 | 305,06 6,101 4,1 1,49 14,1

164NA3 | 351,9 7,038 3,709 1,9 10,3
165Poo1l | 109,81 2,196 1,128 1,95 7,02
166Cil | 279,22 5,584 2,737 2,04 11,7
167LE1 | 395,34 7,907 4,316 1,83 24
168NS1 | 399,75 7,995 4,306 1,86 28,8
169NS2 | 315,53 6,311 3,558 1,77 7,24
170Dunl | 201,96 4,039 2,202 1,83 8,51
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Marcadores Moleculares

La variabilidad y estructura genética fueron evaluadas mediante el uso de
marcadores nucleares RAPD y SSR (de las siglas en inglés Random Amplified

Polymorphic DNA y Simple Sequence Repeats, respectivamente).

Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar (RAPD)

Se escogieron los marcadores RAPD por su relativa sencillez y debido a que el
conocimiento previo de las secuencias de la especie no fue necesario. Para evaluar
los RAPD se utilizaron muestras de las plantas de los lotes de pomelo ‘Parand@
implantados tanto en el 2003 como el de 2010 en la EEA Bella Vista. Estos lotes
fueron comparados como ensayo experimental para evaluar la existencia de

variabilidad en el material ingresado en esos afios.

Se emplearon cuatro cebadores arbitrarios (OPAT-14, OPB-07, OPH-15, OPI-11)
de Operon Technologies (Tabla 5). Estos cebadores fueron escogidos ya que
resultaron polimdrficos en trabajos previos realizados en especies y variedades afines
a Citrus (Coletta Filho et al., 1998; Corazza-Nunes et al., 2002; Andrade-Rodriguez et
al., 2005; Baig et al., 2009). Las amplificaciones se realizaron en termociclador

Eppendorf Mastercycler Gradient para un volumen final de 13 pl (Tabla 6y 7).
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Tabla 5. Secuencias de bases de RAPD seleccionados.

Cdédigo del Secuencia de base (5°3")
marcador
OPAT-14 GTCCCGCACT
OPB-07 GGTGACGCAG
OPH-15 AATGGCGCAG
OPI-11 ACATGCCGTG

En cada amplificacion se incluyé un control negativo (una muestra con todos los
reactivos necesarios para la amplificacion, pero sin ADN molde) para confirmar que los
fragmentos obtenidos (bandas) no fueran “artefactos” de la técnica. Ademas, con el fin
de comprobar la reproducibilidad de las bandas, las reacciones fueron realizadas por

duplicado en algunos individuos tomados al azar de cada cultivar.

Los productos de amplificaciébn fueron identificados visualmente mediante
electroforesis en geles de agarosa 1,5% en buffer TAE 1 X, teflidos en una solucion de
gel Red y fotografiados bajo luz UV. Las bandas generadas con el mismo coeficiente
de migracion, amplificadas con el mismo cebador fueron consideradas como
correspondientes al mismo locus. Cada banda fue considerada como un anico locus
bialélico, uno amplificable y el otro nulo. Los datos fueron registrados como presencia
de la banda (1) o ausencia de la banda (0). Con los datos obtenidos se construyeron

matrices de individuos x caracteres.



Tabla 6. Protocolo de amplificacion para cebadores RAPD.

Reactivos Concentracion
final
Buffer 1x
MgCl, 2 mM
dNTPs 0,2mM
Cebador 0,2 mM
Taq Pol 15U
ADN 2,31 ng

Tabla 7. Condiciones de amplificacion de los cebadores RAPD. Ciclado.

1- 92°C 1 min

2- 92°C 1min
3- 36 °C1min

4- 72 °C2min
Repetir desde el paso 2 x 36

veces

5- 72 °C 10 min
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Polimorfismo de Secuencias Simples Repetidas (SSR)

La estructura y variabilidad genética de pomelo ‘Parand’ se determiné utilizando

las plantas disponibles en la EEA Bella Vista, Corrientes.

En total se escogieron 18 microsatélites (SSR) de bases de datos publicas. Se
evaluaron los marcadores P73, P94, P620, P1826, P1223 descriptos previamente por
Corazza-Nunes et al.,, 2002. A su vez, se utilizaron los marcadores CCSM18,
CCSM147, CCSM17, CCSM111, CCSM95, CCSM04, CCSM06, CCSM09, CCSM77,
CCSM156, CCSM68, CCSM112, CCSM13 estudiados por Oliveira et al.,, 2002;

Cristofani et al., 2003; Cristofani-Yaly et al., 2010 (Tabla 8).



Tabla 8. Secuencias forward (f) y reverse (r) de los oligonucleétidos SSR

seleccionados.

Secuencia de base (5'3)

P94 f-ATTGAATCTTCTGTAGCTC

r-ATCATCATCTAGTGTCACTG

P1223 f- ATCTGTGTAAGGACTGAA

r- CCTCTATTAATGTGCCTG

CCsSMo04 f-TTCTCCTCATCTTCGACTCC

r- CCGATCTTACGACGTATCAA

CCSMO09 f- GACTGGATTAGAGTTCTCTG

r- ATGGATGTGTTATCTCACTC

CCSMm17 f- ACATGGACAGGACAACTAAG
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r- GTTATGATACGTCTGTGTCC

CCSM68 f- ACATGGACAGGACAACTAAG

r- CACTTCTGCCTTGCTATG

CCSM95 f- AAGAAGCTCTCACCTCTC

r- TAACGTCTGAACGAACTG

CCSM112 f- ATGCCATTATGTGTGTG

r- CAGACCTGAACATAACTC

CCSM156 f-GTCTCTGTTGTGTGTCGGTT

r- ACGAAGTGAAGTGTGTAATG

Las amplificaciones se realizaron para un volumen final de 12 pl (Tabla 9 y 10).
Los productos de amplificacién fueron verificados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2 % buffer TAE 1 x, tefiidos con una solucion de gel Red y fotografiados

bajo luz UV. Se sembraron 6 pl de PCR. La corrida electroforética se realizé durante 1
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hora 50 minutos (100 V). Para determinar el tamafio de los productos se utilizé6 un

marcador de tamafio molecular de 100 pares de bases.

Cuando fue posible, los amplicones fueron resueltos por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 6 % tefidos posteriormente con nitrato de plata (Tabla 11). Se
sembraron 10 yl de PCR. Y se realizd una precorrida durante 35 minutos a 100 V y
una corrida final a 80 V durante 1 hora 30 minutos en Buffer TBE 1 x. El patrén de

tamafio molecular empleado fue de 100 pares de bases.

Tabla 9. Protocolo para amplificacién de SSR. Reactivos y concentraciones de

los mismos.

Reactivos Concentracion

final
Buffer 1x
MgCl, 2,5mM
dNTPs 0,2 mM
Cebador 0,1 uM
Taq Pol 1U
ADN 2,5 ng




Tabla 10. Condiciones de amplificacion de los cebadores SSR. Ciclado.

1- 94 °C 5 min

2- 94 °C 45 seg
3- 56 °C 30 seg
4- 72 °C 45 seg

Repetir desde el paso 2 32

veces

5- 72 °C 10 min

Tabla 11. Solucién de tincion para geles de poliacrilamida.

Solucién de tincidn

Valores para 1 gel Volumen final (2 litros)
1- Nitrato de Plata 1ogr

(NOsAQ)
2- Formaldehido 1,5ml

Llevar a volumen con

agua ultrapura
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A su vez, para afianzar y complementar los datos generados con electroforesis
en geles de agarosa, las muestras se examinaron mediante electroforesis capilar
utilizando el equipo Fragment Analyzer (AATI). El mismo posee un poder de rosolucion
mas preciso y confiable que los tipos de electroforesis convencionales. Se utilizaron
las mismas condiciones para las amplificaciones detalladas anteriormente en la Tabla

9. Se utilizaron 2 yl de PCR y la corrida dur6 alrededor de 35 minutos.

La sensibilidad de esta técnica esta basada en la especificidad de resolucion y
es dependiente del gel, con una lectura de hasta 2 pb. Los datos en este equipo se
analizaron con el Programa PROSize v2.0. Mediante este programa los productos de
amplificacién fueron visualizados en cromatogramas y graficos donde fue posible
analizar cada banda generada (Unidad de Gendémica-Nodo plataforma de Gendmica

CICV y A, CNIA-INTA).

Los productos de amplificacién se codificaron en una matriz de datos para alelos
codominantes. La confeccion de la matriz se realiz6 empleando dos columnas por
locus. Cada banda generada para el mismo locus fue codificada numéricamente (1, 2,

3, etc.).
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Analisis Estadistico

Caracterizacion de la Variabilidad Genética

Con el fin de llevar a cabo la caracterizacion genética del material de Citrus

estudiado se calcularon los siguientes estadisticos descriptivos:

-Numero total de bandas (NTB): es el nimero de bandas diferentes

encontradas en una poblacion.

-Numero de alelos (Na): se refiere al nUmero de alelos diferentes en una
poblacion y se obtiene cuando se trabaja con datos codominantes como el caso de

SSR.

-Numero de alelos efectivos (Ne): esta medida indica el nUmero de alelos
esperados en cada locus de una determinada poblacion, y es la inversa de la
homocigosidad de un locus. Hace referencia a la probabilidad de un alelo de pasar a la

siguiente generacion.

-indice de diversidad de Shannon (Sh) (Shannon y Weaver 1949): se
calcula para proporcionar una estimacion relativa del grado de variacion genética
dentro de las poblaciones. Su valor minimo es cero (0) y aumenta al aumentar la

diversidad.

-Numero de Bandas exclusivas (NBE): es el numero de alelos presentes

s6lo en una poblacién. Se utilizo éste parametro en andlisis de marcadores RAPD.

-Numero de Alelos exclusivos: se calculé el nUmero de alelos y su

frecuencia en cada poblacion, fue calculado para los andlisis de datos SSR.

-Numero de Alelos comunes: es el nimero de alelos compartidos en un

25% o menos en la poblacion.
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-Heterocigosis esperada (He): proporcion esperada de loci heterocigoto

por individuo en una poblacion con cruzamiento al azar.

-Porcentaje de loci polimérficos (PLP): es el numero total de loci

polimarficos en relacion al nimero total de loci.

Estructuracion de la variabilidad genética

-Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA): se realizé para estimar el
grado de diferenciaciébn genética entre las variedades. Este andlisis estima la
variabilidad interpoblacional, mediante el estadistico ®sr que es analogo a los

estadisticos jerarquicos F de Wright (Nybom y Bartish, 2000; Nybom, 2004).

-Distancias y similitudes Genéticas de Nei (Nei, 1973): se calcularon los
indices de distancia y de identidad genética de Nei entre las variedades citricas. A
partir de los valores de distancia genética obtenidos se realizd6 un PCoA. Ademas, se
calcularon los indices de distancia y de identidad genética de Nei de exclusivamente
pomelo ‘Parand’, sobre los distintos portainjertos, lima ‘Rangpur’, tangelo ‘Orlando’,

citrumelo ‘Swingle’ y pomelo ‘Duncan’.

-F de Wright (Fst) y PhiPT: se emplearon los estadisticos Fst y su
analogo PhiPT para determinar el grado de diferenciaciébn genética entre las
variedades citricas. También se obtuvo un Fst de las muestras de pomelo ‘Paranad’

entre los portainjertos utilizados.

-Analisis de Coordenadas Principales (PCoA): la disposicién espacial de
la variabilidad genética presente en las variedades estudiadas se determindé mediante
un PCoA a partir de la matriz de distancias genéticas de Nei entre pares de individuos.
Ademas, se realiz6 un PCoA teniendo en cuenta los portainjertos utilizados para

pomelo ‘Parana’.
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-Método de Agrupamiento de a pares no ponderados usando Medias
Aritméticas (UPGMA): se construyé un dendrograma a partir de las distancias

genéticas de Nei (1972) utilizando el programa TFPGA (Miller, 1998).

Todos los analisis y célculos nombrados se realizaron empleando el software

GENEALEX 6 (Peakall y Smouse, 2006).
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RESULTADOS

Caracterizacion de la Variabilidad Genética

Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar (RAPD)

En la Tabla 12 se resumen los estadisticos descriptivos calculados sobre pomelo
‘Parand@’ implantado en distintos portainjertos en la EEA INTA, Bella Vista. Sobre los
portainjertos citrange ‘Troyer’ y citrange ‘Carrizo’; sobre pomelo ‘Duncan’, citrumelo

‘Swingle’, tangelo ‘Orlando’ y lima ‘Rangpur’.

Los productos de amplificacion con los cuatro cebadores escogidos (OPAT-14,
OPB-07, OPH-15, OPI-11) fueron visualizados satisfactoriamente en geles de agarosa
1,5 % (Fig. 15y 16). El patron de bandas obtenido para cada cebador permitio realizar

la matriz de datos para el andlisis correspondiente.

En total se detectaron 33 loci RAPD. El mayor porcentaje de loci polimérficos
(PLP= 93,94 %) y la heterocigosis esperada promedio (He= 0,37) fueron mayores en
las muestras del material implantado en el 2003 con respecto al lote implantado en
2010 (PLP= 84,85 % y He= 0,34). También, el indice de Shannon result6 mayor en el
lote del 2003 (Sh= 0,54) que en el material implantado en 2010 (Sh= 0,49). Con
respecto al nimero de bandas exclusivas, no se hallaron para ninguna de las
muestras analizadas en este estudio, lo cual podria deberse a que se trata de material

idéntico por ser de origen clonal (Tabla 12).

Debido a la ausencia de bandas exclusivas en el material analizado con los
marcadores RAPD, se continuaron los andlisis moleculares con SSR, por su mayor

potencial para detectar polimorfismos.



73

Tabla 12. Diversidad genética estimada del pomelo ‘Parand’ en base a 33 loci
RAPD de 104 muestras. NTB= numero total de bandas; NBE= numero de bandas
exclusivas; PLP= porcentaje de loci polimoérficos; He= heterocigosis esperada; Sh=

indice de diversidad de Shannon; DE= desvio estandar.

Muestras

Lote 2003 59 33 0 93,94 % 0,37 0,54
(0,023) (0,030)
Lote 2010 45 33 0 84,85 % 0,34 0,49
(0,031) (0,042)

Total 104 33
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Figura 15. Perfiles electroforéticos RAPD del cebador OPAT 14 en pomelo
‘Parand’. Gel de agarosa 1,5 %. Material implantado en 2003. Calles, 1: Control (PCR
+ agua). 2, 3 y 4. Pomelo ‘Parand’ sobre citrange ‘Carrizo’. 5, 6, 7 y 8: Pomelo
‘Parana’ sobre citrange ‘Troyer’. 9, 10, 11, 12 y 13: Pomelo ‘Parana’ sobre citrange

‘Carrizo’. 14: Control (PCR + agua). M: Marcador 1 kb (Ladder PB-L).
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Figura 16. Perfiles electroforéticos RAPD a partir del cebador OPH 15 de
distintas variedades citricas. Fotografia de un gel de agarosa al 1,5 % corrido con los
fragmentos amplificados por ADN purificado de material implantado en 2010. Calles, 1:
2 y 3: Pomelo ‘Parand@’ sobre citrumelo ‘Swingle’. 4, 5 y 6: Pomelo ‘Parand’ sobre
tangelo ‘Orlando’. 7, 8, 9, 10, 11 y 12: Pomelo ‘Parand’ sobre lima ‘Rangpur’. 13:

Pomelo ‘Parand’ sobre pomelo ‘Duncan’. M: marcador 1 kb (Ladder PB-L).
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Polimorfismo de microsatélites (SSR)

15 de los 18 marcadores mostraron productos de amplificacion detectables (P73,
P94, P620, P1826, P1223 CCSM18, CCSM147, CCSM17, CCSM111, CCSMO04,
CCSM06, CCSM09, CCSM77, CCSM156, CCSM68) y solo 3 de los oligonucleétidos
disefiados no permitieron producir una amplificaciébn visible en ninguna de las
condiciones de PCR ensayadas (CCSM112, CCSM13 y CCSM95). El numero total de

muestras para este andlisis fue de 194 para un total de 14 variedades.

En general se logré optimizar eficazmente la resolucion de los productos de
amplificacion mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %. Sin ambargo,
existieron diferencias en cuanto al patron de bandas resueltas. En algunos casos no
se pudieron distinguir con exactitud debido posiblemente a condiciones propias de la

corrida electroforética (Fig. 17).

En la figura 17 se puede apreciar el perfil de bandas con el cebador P73, en el
cual la amplificacién diferencial permitié distinguir parcialmente al pomelo ‘Parand’ del
resto de los materiales analizados. A su vez, la amplificacion de bandas del pomelo
‘Parana’ fue muy similar a de pummelo (C. maxima) y permitié también distinguir a

éste de los restantes.
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Figura 17. Perfiles electroforéticos SSR del cebador P 73.de distintas variedades
citricas. Gel de agarosa 2 %. Calles, 1, 2 y 3: Pomelo ‘Parand’. 4: ‘Oroblanco’
(triploide). 5: C. maxima (pummelo ‘Chandler’). 6: Pomelo ‘Duncan’. 7: Pomelo ‘Foster’.
8: Pomelo ‘Marsh’. 9: Naranja ‘Valencia’'. 10: ‘Red Blush’. 11: ‘Red Shambar’.12: ‘Star

Ruby’. 13: Cidra. M: marcador 100 pb (Ladder PB-L).

A su vez, en geles de poliacrilamida al 6 % no se logré de manera optima la
visualizacién de todas las bandas generadas (Fig. 18). De esta manera y debido a la
escasa resolucion de amplicones y la obtencion de bandas tenues en la mayoria de
los marcadores utilizados, se prefiri6 abandonar esta técnica ya que para este trabajo

resultd insuficiente.

Mediante Fragment Analyzer (FA), los amplicones fueron analizados de manera
mas eficaz que con geles de poliacrilamida y se logr6 analizar la variabilidad genética
entre las muestras estudiadas. Por lo tanto, las mismas muestras se analizaron
mediante electroforesis capilar lo cual resultd mas practico para un gran volumen de
muestras y los resultados fueron mucho mas precisos en acuanto a la resolucién de

amplicones (Fig. 19, 20y 21).
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Figura 18. Perfiles electroforéticos SSR de distintas variedades citricas mediante
gel de poliacrilamida 6 %. A. PCR cebador CCSM77. Calles: 1: Control (PCR + agua).
2: Naranja ‘Valencia’. 3: ‘Oroblanco’ (triploide). 4: Pomelo ‘Foster’. 5: Pomelo ‘Duncan’.
6: Pomelo ‘Parand’. B. PCR cebador CCSMO06. Calles, 1y 2: Pomelo ‘Parand’. 3, 4y
5: Pomelo ‘Duncan’. 6: Pomelo ‘Foster’. 7: ‘Oroblanco’ (triploide). 8: Naranja ‘Valencia’.
C. PCR cebador CCSMO09. Calles, 1y 2: Pomelo ‘Parand’. 3, 4 y 5: Pomelo ‘Duncan’.
6: Pomelo ‘Foster’. 7: ‘Oroblanco’ (triploide). 8: Naranja ‘Valencia’. D. PCR cebador
CCSM47. Calles, 1: Pomelo ‘Parand’. 2: Pomelo ‘Duncan’. 3: Pomelo ‘Foster’. 4:
‘Oroblanco’. 5: Naranja ‘Valencia’. PCR cebador P1826. Calles, 6: Pomelo ‘Parand’. 7:
Pomelo ‘Duncan’. 8: Pomelo ‘Foster’. 9: Naranja ‘Valencia’. M: marcador 100 pb

(Ladder PB-L).
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Figura 19. Perfiles electroforéticos del cebador CCSM09 por el sistema
Fragment Analyzer en distintas variedades citricas. Calles, 1. Pomelo ‘Parana’. 2:
Pomelo ‘Duncan’. 3: Pomelo ‘Foster’. 4: Pomelo ‘Marsh’. 5: Naranja ‘Valencia’. 6: C.
maxima (pummelo ‘Chandler’). 7: ‘Red Blush’. 8: ‘Star Ruby’. 9: ‘Red Shambar’. 10:
‘Oroblanco’ (triploide). 11: Naranjo ‘Agrio’. 12: ‘Poorman’. 13: Cidra. M: marcador 35-

500 pb kit del equipo (AATI Fragment Analyzer).
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Figura 20. Perfiles electroforéticos del cebador CCSM156 por el sistema
Fragment Analyzer. Calles, 1. Pomelo ‘Parand’. 2. Pomelo ‘Duncan’. 3: Pomelo
‘Foster’. 4. Pomelo ‘Marsh’. 5: Naranja ‘Valencia'. 6: C. maxima (pummelo ‘Chandler’).
7: ‘Red Blush’. 8: ‘Star Ruby’. 9: ‘Red Shambar’. 10: ‘Oroblanco’ (triploide). 11: Naranjo

‘Agrio’. 12: ‘Poorman’. 13: Cidra. M: Marcador 35- 500 pb kit del equipo (AATI

Fragment Analyzer).
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Figura 21. Perfiles electroforéticos del marcador CCSM77 por el sistema
Fragment Analyzer. Calles, 1: Pomelo ‘Parand’. 2: Pomelo ‘Duncan’. 3: Pomelo
‘Foster’. 4: C. maxima (pummelo ‘Chandler’). 5: ‘Oroblanco’ (triploide). 6: Naranja

‘Valencia’. M: Marcador 35- 500 pb kit del equipo (AATI Fragment Analyzer).
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Los estadisticos descriptivos calculados para SSR se resumen en la Tabla 13.
Se observaron gran cantidad de alelos diferentes (319) esto debido probablemente a
la diversidad de cultivares seleccionados para el analisis. El mayor numero de alelos
diferentes se registr6 en naranja ‘Valencia’ (Na= 33), pomelo ‘Duncan’ (Na= 32) y
pomelo ‘Parand’ (Na= 31) a diferencia de naranja ‘Salustiana’ con el menor nimero de

alelos (Na= 4).

A su vez, el mayor numero de alelos exclusivos fue observado en naranja
‘Valencia’ (4) y pomelo ‘Parand’ (3) (Tabla 14). Sin embargo, no se hallaron alelos
exclusivos en las variedades de pomelo ‘Duncan’, ‘Foster’, ‘Red Shambar’ y naranja
‘Salustiana’. El porcentaje de loci polimérficos varié entre las muestras, los mayores
valores de PLP en general se observaron en variedades de pomelo, entre ellos pomelo

‘Duncan’ (PLP= 60 %) y pomelo ‘Parana’ (PLP=53,33 %).

La heterocigosis esperada y el indice de diversidad de Shannon resultaron en
general muy bajos teniendo en cuenta todas las variedades. No obstante, los valores
mas altos se obtuvieron en naranja ‘Valencia’ (He=0,218, Sh=0,388) a diferencia de

naranjo ‘Agrio’ que obtuvo el valor mas bajo (He= 0,099).
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Tabla 13. Resumen de la diversidad genética del germoplasma citrico basado en
15 loci SSR de 194 muestras. N= numero de individuos de cada variedad; Na= namero
de alelos diferentes; PLP= porcentaje de loci polimoérficos; He= heterocigosis
esperada; Sh= indice de diversidad de Shannon; DE= desvio estandar. PP: pomelo
‘Paran@’, PD: pomelo ‘Duncan’, PF: pomelo ‘Foster’, PM: pomelo ‘Marsh’, NV: naranja
‘Valencia’, Ch: pummelo ‘Chandler’, RB: ‘Red Blush’, SR: ‘Star Ruby’, RS: ‘Red
Shambar’, OB: ‘Oroblanco’, NA: naranja ‘Agria’, POO: ‘Poorman’, Ci: Cidra, NS:

naranja ‘Salustiana’.

Variedades He Sh

(DE) (DE)

PP 78 31 53,33% 0,143 0,259
(0,048)  (0,083)

PD 14 32 60,00 % 0,197 0,355
(0,056)  (0,101)

PF 18 31 46,67 % 0,172 0,317
(0,056)  (0,102)

PM 18 29 46,67 % 0,150 0,274
(0,055)  (0,099)

NV 16 33 46,67% 0,218 0,388
(0,068)  (0,123)

Ch 8 24 40,00 % 0,183 0,301
(0,065)  (0,108)

RB 6 20 40,00 % 0,142 0,229
(0,053)  (0,083)

SR 6 21 40,00 % 0,152 0,250
(0,055)  (0,091)

RS 4 21 33,33 % 0,152 0,262
(0,063)  (0,111)

OB 8 25 46,67 % 0,192 0,334
(0,063)  (0,111)
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Tabla 13 (continuacién)

Variedades He Sh

(DE) (DE)

NA 6 14 20,00 % 0,099 0,138
(0,053)  (0,074)

POO 4 10 20,00 % 0,100 0,139
(0,053)  (0,074)

Ci 4 24 53,33 % 0,200 0,307
(0,056)  (0,084)

NS 4 4 0,00 % 0,000 0,000
(0,000)  (0,000)

Total 194 319

En la Tabla 14 se detallan los alelos exclusivos de cada variedad y el locus
correspondiente. Pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’ fueron los que mayor nimero
de alelos exclusivos; mostraron, tres y cuatro alelos, respectivamente. Solamente un
alelo exclusivo se observdé en pomelo ‘Marsh’, asi como también en pummelo
‘Chandler’, pomelo ‘Star Ruby’ y ‘Poorman’. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con
pomelo ‘Duncan’, ‘Foster’, ‘Red Shambar’ y naranja ‘Salustiana’ en los cuales no

fueron hallados alelos exclusivos.
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Tabla 14. Alelos exclusivos para cada variedad y la frecuencia con la que fueron
hallados. PP: pomelo ‘Paran&’, PM: pomelo ‘Marsh’, NV: naranja ‘Valencia’, Ch:
pummelo ‘Chandler’, RB: ‘Red Blush’, SR: ‘Star Ruby’, OB: ‘Oroblanco’, NA: naranja

‘Agria’, POO: ‘Poorman’, Ci: Cidra.

Variedades Locus Alelo Frecuencia

PP P94 2 0,015

P94 6 0,023

P1826 1 0,027

PM CCSM18 4 0,941
NV CCSMO06 1 0,192
CCSMO06 2 0,308

CCSMO06 5 0,308

CCSM147 4 1,000

Ch CCSM04 1 0,500

RB CCSM77 1 0,100
CCSM77 2 0,100

SR CCSM77 6 0,250
OB CCSM77 3 0,125
CCSM156 5 0,750

NA CCSMO06 4 0,500
CCSM18 2 0,500

POO CCSMO06 3 0,500
Ci P73 1 0,125

P1223 6 0,250
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Los productos de amplificacion de los marcadores P73, P94, P620, P1826,
P1223, CCSM77, CCSM156, CCSM09, CCSM68, permitieron diferenciar pomelo
‘Parand’ del resto de las variedades citricas. A su vez, los marcadores P1826, P1223,
CCSM156, CCSM09, CCSM147, CCSM68 revelaron un patron de bandas similares en
pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia'. Asimismo, los marcadores CCSM06 y CCSM77
permitieron diferenciar especificamente naranja ‘Valencia' del resto. Sin embargo, los
marcadores CCSM17, CCSM18, CCSM04 y CCSM111 resultaron monomorficos para

las variedades analizadas.

Mediante los productos de amplificacién del marcador CCSMO09, se pudo
observar el patrén de bandas que permitié diferenciar pomelo ‘Parand’ del resto de las
variedades de pomelo. Mientras que las variedades de naranja ‘Valencia’ y ‘Agrio’
presentaron el mismo patron de bandas con este marcador (Fig. 19). Ademas, el
marcador CCSM156 permitié diferenciar pomelo ‘Parand’ del resto de las variedades
de pomelo, ademas se observo cierta similitud en el patron de bandas de pomelo

‘Paranad’ y naranja ‘Valencia’ (Fig. 20).

En la figura 21 los productos de amplificacion del marcador CCSM77,
evidenciaron claramente la similitud de pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’ entre las
variedades mas representativas del germoplasma citrico (pomelo ‘Parand’, ‘Duncan’,
‘Foster’, ‘Chandler’, ‘Oroblanco’, naranja ‘Valencia’) las cuales fueron sembradas una

muestra por cada variedad.
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Estructuracion de la Variabilidad Genética

Todos los célculos y estadisticos utilizados para el andlisis de la estructuracion

de la variabilidad genética se realizaron a partir del andlisis de los marcadores SSR.

Anadlisis Molecular de la Varianza (AMOVA)

El analisis de la varianza molecular demostré6 que el mayor porcentaje de
variacién se da entre variedades (63 %), es decir los cultivares son genéticamente
diferentes entre si. Y los resultados fueron estadisticamente significativos (Tabla 15). A
su vez, el analisis de estructuracion genética reveld que el mayor grado de divisiéon se

da entre cultivares (®sr = 0,631).

Tabla 15. Resultados del andlisis de la varianza molecular (AMOVA) basado en

datos de SSR de las variedades citricas estudiadas. g.l. = grados de libertad.

Fuente . Suma Componentes Porcentaje
de variacion de dela de
cuadrados varianza variacién
Entre 13 1651,331 10,128 63 %
variedades
Intravarietal 180 1068,097 5,934 37 %
Total 193 2719,428 16,062 100 %

indice de fijacion ®st = 0,631 *

*Significativo P (>= 0,001)



87

Distancias y Similitudes Genéticas de Nei

A partir de los valores de distancias genéticas entre las variedades citricas, se
logré establecer que pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’ fueron los menos distantes
(0,239). Asi como también, entre pomelo ‘Parand’ y C. maxima (pummelo ‘Chandler’)
el valor de distancia genética fue bajo (0,319). A su vez, las variedades mas distantes
fueron pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Salustiana’ (1,666) y pomelo ‘Parand’ y ‘Poorman’
(1,020). Los valores de las similitudes genéticas indicaron que el pomelo ‘Parand’
posee mayor similitud con naranja ‘Valencia’ (0,788) y C. maxima (pummelo
‘Chandler’) (0,727). Sin embargo, la menor similitud se dio entre pomelo ‘Parand’ y la
variedad naranja ‘Salustiana’ (0,189). Los valores se resumen en la matriz de la Tabla

16.

Cuando se analizaron las distancias y similitudes genéticas exclusivamente de
pomelo ‘Parand’, agrupados segun el portainjerto utilizado (‘Rangpur’, tangelo
‘Orlando’, ‘Citrumelo’ y ‘Duncan’) se pudo observar que todos los grupos mostraron
valores muy elevados de identidad (todos los valores cercanos a 1). En cambio, los
valores de distancias genéticas fueron muy bajos (con valores cercanos a 0), siendo
los mas distantes, pomelo ‘Parana’ sobre el portainjerto tangelo ‘Orlando’ y ‘Parana’

sobre el portainjerto ‘Duncan’ con 0,013 de distancia de Nei (Tabla 17).

F de Wright (Fst) y PhiPT

Las variedades citricas con menor distancia genética entre si fueron pomelo
‘Parand@’ y naranja ‘Valencia’ (Fst 0,233 y PhiPT 0,394). Todos los valores de Fst y
PhiPT se detallan en Tabla 18 y 19. Asimismo, las distancias genéticas entre pomelo
‘Parand’ y C. maxima también fueron menores (Fst 0,311 y PhiPT 0,490). Sin

embargo, pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Salustiana’ fueron los que mayor distancia
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genética registraron en éste analisis (Fst 0,837 y PhiPT 0,771). Todos los valores

obtuvieron un alto nivel de significancia (P< 0,05).

Tabla 16. Matriz de distancias e identidades genéticas de Nei entre las

variedades citricas. Por encima de la diagonal se detallan los valores de distancias

genéticas, debajo de la diagonal se encuentran las identidades o similitudes genéticas.

Los valores de distancias genéticas indican que cuanto mas cercano a cero (0) son

menos distantes. Se resaltan los valores menos distantes (0,239; 0,319) y los mas

distantes (1,020; 1,666). En similitud genética, los valores cercanos a uno (1) son mas

similares genéticamente. Los valores resaltados (0,788; 0,727) indican aquellos mas

similares genéticamente y los de menor similitud (0,189). PP: pomelo ‘Paran&’, PD:

pomelo ‘Duncan’, PF: pomelo ‘Foster’, PM: pomelo ‘Marsh’, NV: naranja ‘Valencia’, Ch:

pummelo ‘Chandler, RB: ‘Red Blush’, SR: ‘Star Ruby’, RS: ‘Red Shambar’, OB:

‘Oroblanco’, NA: naranjo ‘Agrio’, POO: ‘Poorman’, Ci: Cidra, NS: naranja ‘Salustiana’.

0,558
0,609

0,452
0,788
0,727
0.413
0,455
0,415
0,504
0,438
0,361
0,549
0,189

0,583

0,959

0,900
0,554
0,760
0,812
0,832
0,787
0,554
0,394
0,331
0,639
0,361

0,496
0,042

0,848
0,599
0,763
0,786
0,814
0,776
0,599
0,380
0,287
0,652
0,359

0,795

0,106
0,164

0,440
0,644
0,794
0,803
0,780
0,479
0,285
0,295
0,519
0,284

0,239

0,591
0,512

0,821

0,697
0,520
0,554
0,503
0,597
0,497
0,286
0,500
0,393

0,319

0,274
0,271

0,440
0,361

0,671
0,676
0,649
0,635
0,569
0,476
0,578
0,437

0,884

0,208
0,241

0,230
0,654
0,399

0,985
0,959
0,629
0,366
0,397
0,664
0,424

0,789

0,183
0,206

0,219
0,590
0,391
0,015

0,949
0,647
0,355
0,370
0,652
0,414

0,879

0,240
0,254

0,248
0,687
0,432
0,042
0,052

0,627
0,386
0,402
0,673
0,421

0,686

0,591
0,513

0,737
0,516
0,454
0,463
0,436
0,467

0,606
0.446
0,640
0,466

NA
0,827

0,931
0,968

1,255
0,700
0,563
1,004
1,035
0,953
0,500

0,588
0,638
0,581

1,106
1,247

1,220
1,253
0,743
0,924
0,993
0,912
0,809
0,532

0,431
0,426

0,447
0,428

0,655
0,693
0,547
0,409
0,428
0,396
0,447
0,450
0,842

0,397
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Tabla 17. Matriz de distancias e identidades genéticas de Nei de pomelo
‘Parana’ sobre los cuatro portainjertos utilizados. Por encima de la diagonal se detallan
los valores de distancias genéticas, debajo de la diagonal se encuentran las
identidades o similitudes genéticas. Los valores de distancias genéticas indican que
cuanto mas cercano a 0 menos distantes son los grupos. En similitud, los valores
cercanos a 1 son mas similares genéticamente. PPLCh/R: pomelo ‘Parana’ sobre el
portainjerto ‘Rangpur’, PPLCh/TO: pomelo ‘Parana’ sobre tangelo ‘Orlando’, PPLCh/C:

pomelo ‘Parand’ sobre ‘Citrumelo’, PPLCh/D: pomelo ‘Parana’ sobre ‘Duncan’.

PPLCh/R PPLCh/TO PPLCh/C PPLCh/D
0,003 0,007 fves] PPLCH/R

0,997 0,007 WXk} PPLCh/TO
0,993 0,993 PPLCh/C
0,992 0,987 0,995 PPLCh/D
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Tabla 18. Valores de Fst para las variedades citricas analizadas. Valores
cercanos a 1 indican mayor distancia genética entre lo que se compara. Se resaltan
los valores de menor distancia genética (0,233, 0,311) y el mayor valor obtenido
(0,837). PP: pomelo ‘Parand’, PD: pomelo ‘Duncan’, PF: pomelo ‘Foster’, PM: pomelo
‘Marsh’, NV: naranja ‘Valencia’, Ch: pummelo ‘Chandler’, RB: ‘Red Blush’, SR: ‘Star
Ruby’, RS: ‘Red Shambar’, OB: ‘Oroblanco’, NA: naranjo ‘Agrio’, POO: ‘Poorman’, Ci:

Cidra, NS: naranja ‘Salustiana’.

PP PD PF PM NV Ch RB SR RSH OB NA POO Ci NS
0,000
0,422 0,000
0,407 0,063 0,000
0,532 0,139 0,243 0,000
0,233 0,398 0,404 0542 0,000
0,311 0,266 0,269 0,458 03642 0,000
0618 0,358 0,394 0424 0542 0497 0,000
0,583 0,337 0369 0419 0512 0494 0353 0,000
0,615 0,404 0433 0483 0557 0563 0,379 0,388 0,000
0,522 0,474 0487 0584 0465 0487 0,532 0518 0,534 0,000
0,660 0,662 0677 0744 0611 0586 0697 0705 0,730 0,606 0,000
0,735 0,715 0,744 0,760 0,727 0697 0,700 0,710 0,738 0,696 0,771 0,000
0,443 0,386 0375 0515 0459 0432 0445 0453 0,469 0446 0587 0,705 0,000
0837 0,831 0786 0891 0,764 0811 0859 0861 0860 0,771 0891 0884 0820 0,0004L
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Tabla 19. Valores de PhiPT y el nivel de significancia entre las variedades

analizadas. Debajo de la diagonal los valores de PhiPT cercanos a O indican cultivares

con menor distancias genéticas. La significancia se observa por encima de la diagonal,

la cual indica que todos los valores fueron significativos (P < 0,05). Se resaltan en la

tabla los valores que representan menor distancia genética (0,394, 0,490) y el valor

mas distante (0,771). PP: pomelo ‘Paranad’, PD: pomelo ‘Duncan’, PF: pomelo ‘Foster’,

PM: pomelo ‘Marsh’, NV: naranja ‘Valencia’, Ch: pummelo ‘Chandler’, RB: ‘Red Blush’,

SR: ‘Star Ruby’, RS: ‘Red Shambar’, OB:

‘Poorman’, Ci: Cidra, NS: naranja ‘Salustiana’.

‘Oroblanco’, NA: ‘naranjo Agrio’, POO:

PD

0000 0001
0607 0,000
0565 0,107
0654 0307
0394 0,584
0490 0408
0686 0583
0675 0,566
0688 0615
0659 0707
0705 0816
0730 0823
0601 0621

0,836

0,001
0,003
0,000
0,343
0,515
0432
0,501
0,474
0,521
0,612
0,748
0,754
0,536
0,761

0,001
0,001
0,001
0,000
0625
0,591
0,18
0,507
0535
0,689
0,801
0,784
0664
0,799

0,00
000
0,00
0,00
0,000
0482
0,600
0573
0,5%
0,581
0673
0,713
0577
07

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,000
0,637
0621
0671
0,663
0826
0832
0698
0,857

0,00
000
0,00
0,00
0,00
0,00
0,000
0,000
0,024
0,521
0,849
0,740
0640
0,767

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,410
0,000
0,039
0,495
03813
0,69
0614
0,695

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,005
0,383
0,309
0,000
0,529
0872
0,773
0,654
0,775

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,002
0,001
0,000
0815
0772
0695
0,802

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,003
0,002
0,003
0,002
0,000
0,990
0,896
0,992

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,002
0,002
0,008
0043
0,001
0,002
0,000
0916
1,000

0,001
0.001
0,001
0,002
0,001
0,003
0,007
0,003
0,045
0,004
0,008
0018
0,000
0927

(RNIPPLCh
0,001
0,001/
0,001l
0,0011\%
0,006(#
0,033
0,008}
0,025083)]
0,005[e11
0,00311%
0,001l
1| Ci
0,000k
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Andalisis de Coordenadas Principales (PCoA)

El andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) se basé en las distancias
genéticas. En primer lugar, se utilizaron las variedades citricas estudiadas para
observar las relaciones entre ellas. Este analisis revel6 que las dos primeras
coordenadas explican un 42,67 % de la variacion total (Tabla 20). El grafico resultante
del andlisis se muestra en la Figura 22, en el mismo se pudo observar el agrupamineto
de las variedades, donde principalmente se destacan pomelo ‘Parand’ y naranja
‘Valencia’ muy cercanas. A su vez, C. maxima (pummelo ‘Chandler’) muy préximo a
estas Ultimas. Esto explica el grado de relacion y posiblemente parentesco entre los

cultivares mencionados.

Luego, se analizaron Unicamente las muestras de pomelo ‘Parana’ teniendo en
cuenta los portainjertos donde fueron implantados. En cuanto al agrupamiento
resultante de este analisis, el Unico que se distinguié del resto es pomelo ‘Parand’
sobre ‘Rangpur’ (PPLCh/R). Sin embargo, solamente fueron 2 muestras, las cuales
tampoco se agruparon juntas. El resto de las muestras no se agrup6 siguiendo un
orden aparente (Figura 23). En cambio, cuando se realiz6 el analisis de coordenadas
entre portainjertos, sin distinguir las muestras, los portainjertos si quedaron separados,

pero mostraron valores muy bajos de distancia genética (Figura 24).
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Tabla 20. Resultados del analisis de coordenadas principales de las 14
variedades de Citrus. El andlisis se bas6 en los patrones de 15 loci SSR de 194

muestras.

Coordenadas
Porcentaje 28,18 % 14,49 %
Porcentaje Acumulado 28,18 % 42,67 %
|Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)| oPP
ePD
. o ©PF
m = oPM
l. o mNv
9 O o o ACh
3 ° Moo o ®RB
§ Q. A By .. NVm

O OSR
0ot Ay AT % ORSH

O A & (o)
% ﬂ @9 AL A e0Ob
M? ® g ENA
e iy
Coord. 1 CONS

Figura 22. Grafico resultante del analisis de coordenadas principales (PCoA)
obtenido a partir de los patrones de marcadores SSR de las variedades citricas. Se
destacan las muestras de pomelo ‘Parana’ agrupados muy cercanamente junto a
naranja ‘Valencia’ y pummelo ‘Chandler (C. maxima). PP: pomelo ‘Parana’, PD:
pomelo ‘Duncan’, PF: pomelo ‘Foster’, PM: pomelo ‘Marsh’, NV: naranja ‘Valencia’, Ch:
pummelo ‘Chandler’, RB: ‘Red Blush’, SR: ‘Star Ruby’, RS: ‘Red Shambar’, OB:

‘Oroblanco’, NA: naranjo ‘Agrio’, POO: ‘Poorman’, Ci: Cidra, NS: naranja ‘Salustiana’.
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Coord, 2

+ PPLCh/R

PPLCh/D

®—— PPLCh/R

— PPLCh/TO

PPLCh/C

PPLCh/C ~ PPLCh/TO

¥— PPLCh/R

PPLCh/D

+ PPLCh/R

PPLCh/C

__— PPLCH/TO

" PPLCH/R

PPLCh/C

- PPLCh/D

PPLCh/C

Coord. 1

Pomelo “Parana”
[Portainjertos

PPLChIC: pomelo
“Parana’/
“Citrumelo™

PPLCh/D: pomelo
“Parana’/
“Duncan”

PPLChI/TO: pomelo
“Parana”/
tangelo “Orlando™

PPLChIR:
pomelo
“Parana’/
“Rangpur”

Figura 23. Gréfico resultante del andlisis de coordenadas principales (PCoA) de

pomelo ‘Parand’ considerando cada muestra segun el portainjerto utilizado. Se

observa que las muestras no se agruparon siguiendo un orden especifico, y los

portainjertos no influyeron en el agrupamiento. Las Gnicas muestras que se apartan

claramente corresponden a pomelo ‘Parana’ sobre el portainjerto ‘Rangpur’, sin

embargo, solamente son dos muestras.

PPLCh/R: pomelo ‘Parand’ sobre el

portainjerto ‘Rangpur’, PPLCh/TO: pomelo ‘Parana’ sobre tangelo ‘Orlando’, PPLCh/C:

pomelo ‘Parand’ sobre ‘Citrumelo’, PPLCh/D: pomelo ‘Parand@’ sobre ‘Duncan’.
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Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)

* PPLCh/TO

Coord. 2

* PPLCh/C

+ PPLCHh/R

+
PPLCh/D

Coord. 1

Pomelo Parana/Portainjertos
’ PPLChIC: pomelo “Parana’/ “Citrumelo”

4 PPLChID: pomelo “Parana’/ “Duncan”
’ PPLChITO: pomelo “Parana’ tangelo
“Orlando”

0 PPLCh/R: pomelo “Parana”/
“Rangpur”

Figura 24. Grafico resultante del analisis de coordenadas principales (PCoA)

donde se consideraron los portainjertos para el agrupamiento. Se observa que los

cuatro portainjertos utilizados se agruparon por separado. PPLCh/R: pomelo ‘Paranad’

sobre el portainjerto ‘Rangpur’, PPLCh/TO: pomelo ‘Parana’ sobre tangelo ‘Orlando’,

PPLCh/C: pomelo ‘Parand’ sobre ‘Citrumelo’, PPLCh/D: pomelo ‘Parana’ sobre

‘Duncan’.
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Método de Agrupamiento de a Pares no Ponderados Usando

Medias Aritméticas (UPGMA)

Mediante UPGMA se obtuvo el dondograma que representa las agrupaciones
formadas entre las 14 variedades citricas analizadas. Se pudo determinar que
‘Poorman’ se separa de las 13 variedades restantes, en un nodo aparte. A su vez, las
variedades de pomelo establecieron un grupo donde claramente los pomelos
“pigmentados” (‘Red Blush’, ‘Star Ruby’ y ‘Red Shambar’) se separan del resto de los
pomelos (‘Duncan’, ‘Foster’ y ‘Marsh’). Sin embargo, pomelo ‘Parand’ constituyd un
grupo junto a naranja ‘Valencia’, es decir no se incluyé dentro del grupo formado por
los otros pomelos. Por ultimo, se observé el agrupamiento entre las variedades cidra,

naranja ‘Salustiana’, naranja ‘Agria’, ‘Oroblanco’ y ‘Chandler’. (Figura 25).

Ademas, se observo el porcentaje de soporte para cada nodo del dendograma.
En general variaron los porcentajes, sin embargo, uno de los mayores porcentajes se
observé en el nodo 11, con el agrupameinto que incluyé a pomelo ‘Parand’ y naranja

‘Valencia’, con un 75 % de soporte.
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s,doo 5,600 4,600 2,600 0,600
1 7 Red Blush
2 _[ s Star Ruby
s Red Shambar
3 2 Pomelo Duncan
4 { 3 Pomelo Foster

+ Pomelo Marsh

10

13 Cidra

6
7 1+ Naranja Salustiana
8 1 Naranja Agria
12
9 1 Oroblanco

s Chandler (C. maxima)

13

1 Pomelo Parana

11]
L s Naranja Valencia

12 Poorman

Nodos 1 2 3 4 5 6 7 8 |9 10 11 | 12 13

% 86 78 68 64 37 13 12 6 |2 23 75 | 16 100

Soporte

de cada
nodo

Figura 25. Dendrograma que representa las relaciones entre las 14 variedades
citricas. El dendrograma se basé en el analisis de cluster con UPGMA utilizando la
matriz de similaridad derivada de 15 loci microsatélites. En la figura también se

representa el soporte de cada nodo expresado en porcentajes.
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DISCUSION

El estudio de la diversidad genética en cultivos es fundamental para comprender
la evolucion y estabilidad de los agroecosistemas. Al igual que muchas especies del
género Citrus diversas variedades de pomelo se cultivan a nivel mundial. En la region
del NEA nunca se perdi6 el interés por este tipo de fruta y a escala mundial fueron
muy bien valoradas y constantemente se evallan, ya sea por sus caracteristicas
agronémicas, su potencialidad en la resistencia a enfermedades tan devastadoras
como el “greening” (HLB) y/o sus particularidades fitoterapéuticas, tanto como a nivel

productivo.

Mediante RAPD y microsatélites se analizo la variedad citrica pomelo ‘Paran&’ en
perspectiva de estudios futuros para mejoramiento citrico. El analisis de marcadores
moleculares RAPD revelé que el porcentaje de loci polimérficos y la heterocigosis
esperada promedio fueron elevados en las muestras de pomelo ‘Paran&’
seleccionadas para dicho andlisis. Sin embargo, no se detectaron bandas exclusivas
mediante RAPD. Asimismo, el indice de diversidad para el mismo también resulto
elevado, pero no significativamente. Esto concuerda con los resultados obtenidos por
Chacoff et al., 2009 quienes estudiaron marcadores moleculares isoenziméticos y
encontraron que la variacién genética observada dentro de las plantaciones de pomelo
fue alta, a pesar de representar cultivares propagados clonalmente. De igual manera,
estos autores hallaron altos niveles de polimorfismo en plantaciones de pomelo del

noroeste argentino.

Algunos autores destacaron la potencialidad de los RAPD para determinar el
nivel y distribucién de la diversidad genética de una coleccion de germoplasma citrico

y para evaluar las relaciones entre especies relacionadas. Asi, al igual que en el
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presente trabajo, las relaciones entre las especies citricas y variantes hibridas fueron
analizados utilizando marcadores RAPD por Ciampi et al., 2013. Los resultados
arrojaron altos niveles de polimorfismo, al igual que Pal et al.,, 2013, quienes
estudiaron RAPD y SSR en mandarinas. Esto concuerda con lo observado en este
trabajo, donde se obtuvieron altos porcentajes de loci polimérficos y la heterocigosis
esperada promedio fueron elevados. Asimismo, la variabilidad genética de distintas
variedades de pomelo (C. paradisi) y de pummelos (C. maxima) mediante RAPD y
SSR fueron evaluados por Corazza-Nunes et al., 2002. Estos autores observaron altos
niveles de polimorfismo en los tres pummelos y en el material original de pomelo
‘Parana’. Las similitudes genéticas analizadas entre accesiones de pomelo se basaron
en la presencia/ausencia de bandas RAPD como asi también presencia/ausencia de
alelos para SSR, de la misma forma que en el presente estudio. El alto nivel de
polimorfismo en las variedades de pomelo y pummelo analizados por aquellos autores
coincide con lo observado en esta tesis, donde los mayores porcentajes de loci
polimérficos se encontraron en variantes de pomelo (‘Duncan’ y ‘Parana’) analizados
con SSR. Por otra parte, Pal et al., 2013 realizaron estudios similares en mandarinas y
al igual que aquellos autores obtuvieron un porcentaje de loci polimorficos elevado y
realizaron agrupamientos entre accesiones relacionadas. Ellos concluyeron que los
SSR son mas informativos que los RAPD y pueden ser utilizados para evaluar
especies y géneros relacionados. Por otra parte, los trabajos de lbanez, 2012
indicaron que el polimorfismo de nucleétidos simples (SNP) podrian ser una
herramienta valida en la identificacion y clasificacion de variedades citricas
comerciales, sobre todo teniendo en cuenta la dificultad en el andlisis de material
originadas por mutaciones naturales o inducidas, como el caso de cultivares de

pomelo.

Mediante SSR, pomelo ‘Paranad’ y naranja ‘Valencia’ mostraron el mayor nimero

de alelos exclusivos. Sin embargo, el porcentaje de loci polimérficos varié entre las
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muestras, los mayores valores de PLP (porcentaje de loci polimdrficos) en general se
observaron en variedades de pomelo, entre ellos pomelo ‘Duncan’ y pomelo ‘Parana’.
A su vez, la heterocigosis esperada y el indice de diversidad resultaron mayores en
naranja ‘Valencia'. Lo que no fue consistente con la baja frecuencia de polimorfismo
hallado por Corazza-Nunes et al., 2002 para SSR analizados en naranja dulce y
practicamente sin frecuencia de alelos especificos. Esto al igual que los bajos niveles
de polimorfismo que fueron observados al analizar variedades de naranja dulce con
SSR por Novelli et al.,1999. Uzun et al.,, 2010 utilizaron marcadores SSR para
distinguir pomelo (Citrus paradisi), pummelo (C. maxima) y especies relacionadas. El
bajo nivel de polimorfismo que éstos autores observaron en la mayoria de los
pomelos, no concuerda con lo hallado en este estudio. El bajo nivel de variacién en los
pomelos era debido probablemente a su origen por mutacion. Asimismo, Fang y
Roose, 1997 obtuvieron niveles de polimorfismo bajo en pomelos, a partir de
marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), lo que fue consistente con
estudios previos basados en isoenzimas (Roose, 1988). Ademas, propusieron que
todos los pomelos derivaron del mismo arbol ancestral por mutaciéon (Fang y Roose,
1997). Los estudios de Corazza-Nunes et al., 2002, sugirieron que las variedades de
pomelo estudiadas representaban diferentes variedades originadas a partir de
variaciones fenotipicas que no fueron identificadas con los marcadores moleculares
neutros utilizados. Sin embargo, el andlisis de la variabilidad genética intravarietal de
citrus mediante SSR en esta tesis, revel6 que todos los indices de diversidad
resultaron elevados excepto en una variedad de naranja (naranja ‘Salustiana’). Esta
muestra incluyé pocos individuos, ademas puede ser el resultado de propagacion
clonal, lo que explicaria el motivo por el cual el valor de diversidad para este material

resulté nulo.

Luro et al., 2000 concluyeron que los microsatélites neutros no eran marcadores

suficientes para distinguir entre especies derivadas por mutacion como en naranja
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dulce y agrio. Gulsen y Roose, 2001 encontraron resultados similares en limones (C.
limon) basados en datos de isoenzimas, ISSR y SSR. Sin embargo, algunos de los
cebadores microsatélites utilizados en el presente estudio, CCSM13, CCSM17,
CCSM18 y CCSM147, también fueron analizados en trabajos previos de Novelli et al.,
2006 para la caracterizacion de C. sinensis. Estos autores destacaron la potencialidad
de los marcadores microsatélites para distinguir entre cultivares mas conocidos vy la
utilidad en la certificacion de variedades e identificacion de plantas cigéticas. En esta
tesis, los loci CCSM04 y CCSMO06 fueron los mas eficientes para la identificacion de
los hibridos seleccionados. Asimismo, los loci P1826, P1223, CCSM156, CCSMO09,
CCSM147, CCSM68 mostraron un patrén de bandas similares en pomelo ‘Parand’ y
naranja ‘Valencia’. A su vez, CCSM06 y CCSM77 permitieron distinguir naranja
‘Valencia’ del resto de material citrico. Sin embargo, no se hallaron diferencias en los

productos de amplificacién de CCSM17, CCSM18 y CCSM111.

El andlisis de la estructuracién genética de germoplasma citrico en el presente
trabajo, indicé que el mayor grado de division se da entre variedades. Asimismo, en el
andlisis de la varianza molecular (AMOVA) las variedades resultaron genéticamente
diferentes entre si y los resultados fueron estadisticamente significativos. Las
variedades con mayor distancia genética fueron pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Salustiana’
(1,666) ademas de pomelo ‘Parana’ y ‘Poorman’ (1.020). A su vez, los indices Fst y
PhiPT indicaron menor distancia genética entre pomelo ‘Paranad’ y naranja ‘Valencia’
(Fst 0,233 y PhiPT 0,394) como asi también, las distancias genéticas entre pomelo
‘Parana’ y C. maxima también fueron minimas (Fst 0,311 y PhiPT 0,490). Esto sugiere
cierto grado de parentesco entre pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’, como asi
también pomelo ‘Parana’y pummelo (C. maxima) es decir, estan mucho mas
relacionados genéticamente estos materiales que cualquier otro. Esto corresponde con
lo observado por Scora et al., 1982 y Yamamoto et al., 1993 quienes hallaron

estrechas relaciones filogenéticas entre pomelos y su parental masculino, naranja
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dulce. En el presente trabajo, a pesar de los altos niveles de polimorfismo encontrados
en general en variedades de pomelo, los indices de fijacion (Fst) indican una
deficiencia de heterocigosis en muchos loci. Esto puede estar relacionado con el
proceso de mejoramiento durante la seleccién de plantas heterocigotas. Asi, estas
plantas fueron mantenidas y perpetuadas como tales por clonacién, debido a que por

via sexual segregaban, perdiendo las caracteristicas deseables.

En el andlisis de coordenadas principales se destacd principalmente el
agrupamiento entre pomelo ‘Parand’ y naranja ‘Valencia’. Asimismo, C. maxima
(pummelo ‘Chandler’) y pomelo ‘Parand’ con naranja ‘Valencia’ muy cercanos. En
Corazza-Nunes et al.,, 2002 las accesiones de pomelo estudiadas quedaron
conformadas en un grupo, mientras los pummelos fueron separados en otro. Por otra
parte, pomelo ‘Parana’ estaba claramente en un grupo separado del resto de los
pomelos, al igual que en lo observado en esta tesis. En el andlisis de UPGMA se
observdé una clara separacion del pomelo hibrido (‘Poorman’) del resto de las
variedades. A su vez, en un nodo fueron agrupados pomelo ‘Parand’ y naranja
‘Valencia’, donde especificamente pomelo ‘Parand’ se diferenci6 del resto de las
variedades de pomelos utilizados en este trabajo. Uzun et al., 2010 observaron que la
mayor parte de los marcadores analizados eran polimérficos y el analisis de UPGMA
demostré que las accesiones tenian un alto rango de similitud. Estos autores pudieron
distinguir todos los pummelos, mientras que algunas accesiones de pomelo no
estaban claramente separadas, debido presumiblemente a su origen por mutaciones
puntuales no detectables con marcadores moleculares de tipo neutro. Las accesiones
de naranjo trifolio en estudios previos de Fang et al., 1997 fueron agrupadas en base
al andlisis de conglomerados UPGMA y el dendrograma resultante incluyd cuatro
grupos principales. En base a los resultados obtenidos llegaron a la conclusion que los
marcadores SSR eran los mas eficaces para describir la estructuracion genética de

grupos citricos estrechamente relacionadas. Del mismo modo, Novelli et al., 2006, en
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base a la similitud genética obtenida por UPGMA, pudieron establecer las relaciones y
el posible origen mediante mutaciones de las accesiones de naranja dulce estudiadas.
Sin embargo, el analisis de UPGMA realizado con marcadores RAPD en germoplasma
citrico, demostré que el material también podia ser clasificado y la distribucion de la
diversidad genética analizada mediante éste tipo de marcador (Ciampi et al., 2013).
Las similitudes genéticas de cultivares de mandarinas también fueron analizadas
mediante marcadores RAPD y SSR. La diferenciacion genética y las relaciones entre
aguellos cultivares se realizé mediante UPGMA, mostrando tanto la eficiencia de los
marcadores moleculares utilizados para detectar polimorfismo, como asi también el
nivel de diversidad genética dentro del grupo. El nivel de diversidad hallado fue
moderado lo que atribuyeron al libre intercambio genético dentro del grupo de

mandarinas, asi como especies estrechamente relacionadas (Pal et al., 2013).

Al igual que en otros estudios, en el presente trabajo los caracteres morfoldgicos
distintivos (como la pigmentacion de frutos y nimero de semillas o ausencia de ellas)
que permitieron diferenciar agronémicamente las variedades ‘Marsh’, ‘Foster’,
‘Duncan’, ‘Red Blush’, ‘Red Shambar’ y ‘Star Ruby’, no coinciden con la similitud
genética entre estas variantes de pomelo. Esto, ademas coincide con trabajos previos
de Corazza-Nunes et al.,, 2002 y Sharma et al., 2015. A su vez, la diversidad de
caracteres agronémicos contrasta con la menor variabilidad genética hallada en citrus
cultivados mediante marcadores moleculares (Sharma et al.,, 2015). Ademas, los
estudios de la diversidad genética en cultivares de Citrus paradisi Macf (pomelo) y
Citrus maxima (Burm.) Merr. (pummelo) demostraron claramente la distincion entre los
grupos de este dltimo. Sin embargo, esa distincion no pudo establecerse entre los
grupos de pomelo analizados. Esto sugiere que el origen por mutaciones es la via mas
probable en el surgimiento de cultivares de pomelo (Unzun et al., 2011; Sharma et al.,

2015).
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En trabajos previos, fue posible distinguir y separar todas las variedades de
pomelo (C. paradisi) y de pummelos (C. maxima) mediante los marcadores SSR (Uzun
et al 2011; Uzun y Yesiloglu, 2012) al igual que en este analisis. A su vez, en este
trabajo se logro distinguir pomelo ‘Parana’ como una variante distinta, separada de
otras variedades de pomelo. Se determindé que existieron mas afinidades genéticas
que permitieron, por un lado, el agrupamiento entre las variedades ‘Duncan’, ‘Foster’ y
‘Marsh’, y por otro lado el agrupamiento entre ‘Red Blush’, ‘Star Ruby y ‘Red
Shambar’. Ademas, ‘Poorman’ quedé separado de los cultivares restantes, lo que
evidencia la escasa afinidad o similitudes genéticas entre estas variedades. Esta
distincién, presumiblemente ocurre por tratarse pomelo ‘Parana’ de un hibrido
independiente. Las variaciones genéticas halladas entre pomelos fueron minimas y
podrian deberse a mutaciones o cambios epigenéticos que dieron origen a tales
variaciones. Esto concuerda con Uzun et al, 2010 y Sharma et al.,, 2015 que
detectaron un bajo nivel de polimorfismo en pomelos y en algunos casos resultaron
idénticos. Ademds, en Uzun et al., 2010, algunos cultivares con caracteres
morfoldgicos distintivos (como pigmentacion y frutos sin semillas) mostraron completa

similitud genética (variedades ‘Duncan’, ‘Star Ruby’ y ‘Henderson’).

Si bien la variabilidad genética observada entre las especies de Citrus fue
diversa, la variabilidad dentro de cada variedad fue en general escasa. Esto no resulta
extrafio ya que todos los genotipos estan estrechamente emparentados. La baja
variabilidad en los cultivos de pomelo se atribuye al método de seleccién de las
variaciones fenotipicas durante el mejoramiento, las cuales pueden tener una base
genética estrecha y no estar representadas por marcadores moleculares neutros como
los que se usaron en este estudio. Asi, las yemas se reproducen clonalmente lo que
evita recurrir a la linea germinal. Sin embargo, los altos niveles de variacion genética
gue se observaron entre pomelo ‘Parana’ y ‘Duncan’ en este estudio, pueden atribuirse

a procesos de hibridaciones independientes que involucraron progenitores de distinto
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origen. La diversidad genética hallada en Citrus es considerada como resultado de
muchos factores tales como hibridaciones, mutacion y perpetuacion de heterocigotas
con interacciones epistaticas mediante el tipo de reproduccion (principalmente
apomictica). A su vez, la comprension de la diversidad genética en los citricos es
esencial para la planificacion y aplicacion de programas de mejoramiento genético, el
establecimiento de recoleccion de germoplasma y la realizacion de estudios
moleculares (Ibafiez et al., 2012; Uzun y Yesiloglu 2012; Sharma et al., 2015; Pinar et
al., 2017). Es posible que aquellas caracteristicas fenotipicas seleccionadas en las
variedades de pomelos pudieran ser atribuibles a modificaciones epigenéticas que se
conservan clonalmente y por lo tanto no pueden ser detectadas por marcadores
basados en la secuencia de ADN. En general, la seleccion de nuevos caracteres
fenotipicos deseables generados probablemente en mutaciones soméaticas o
epigenéticas que se producian en los brotes o ramas fueron los Unicos métodos
utilizados para desarrollar y seleccionar nuevas variedades de pomelo. Estos cambios
a nivel molecular pueden explicarse por la acumulacion y fijacion progresiva de

mutaciones espontaneas y a nivel reproductivo por apomixis e hibridaciones.

Se considera cada vez mas relevante la vinculacién de estudios cientifico-
tecnolégicos para la secuenciacion, genotipificacion y desarrollo de herramientas
gendmicas en la obtencion de variedades citricas mejoradas. Y de esta forma facilitar
la generacién y selecciéon y mantenimiento de nuevas lineas y variedades. Esto incluye
en primer lugar la identificacion de variantes de genes de interés agronémico.
Posteriormente la aplicacién tecnolégica de este conocimiento mediante la utilizacion
de técnicas de genotipado para facilitar la obtenciébn de marcadores que puedan
utilizarse en programas de mejora de citricos mas rapidos y precisos (Talon et al.,
2011; Pinar et al., 2017). Asi, las estrategias que involucran el uso combinado de
genotipificacion mediante marcadores moleculares en conjunto con la seleccion

directa, podrian ser muy eficientes para estudiar la herencia de la resistencia a
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enfermedades. Ademas, en la construccion de mapas de ligamiento utilizados para

localizar los genes asociados con la resistencia.
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CONCLUSIONES

La escasa variabilidad genética hallada mediante RAPD fue insuficiente para
estimar los parametros de diversidad requeridos para una caracterizacion exhaustiva
del germoplasma del pomelo ‘Parand’. Si bien se observd un elevado porcentaje de
loci polimorficos, el indice de diversidad hallada no fue significativamente elevado. Y
no se hallaron bandas exclusivas con estos marcadores. Ademas, la utilizacion de los
RAPD presenta varias controversias, como la baja reproducibilidad entre laboratorios y
la escasa confiabilidad de la informacién generada. Por lo que se pueden utilizar, con
las limitaciones del caso, en estudios de diversidad molecular conducidos bajo
condiciones controladas constantes, como las utilizadas y ajustadas en este trabajo.
Debido a esto se considera que es mas eficiente el uso de marcadores con mayor
potencial para detectar polimorfismos como los SSR. Sin embargo, aqui se emplearon
los RAPD para una aproximacion inicial a la caracterizaciéon y estudio de colecciones
de germoplasma citrico. A su vez, la técnica resulté muy sencilla y rapida para el

manejo de dicho germoplasma.

Se llegd a la conclusion que los SSR son los mas eficaces que los RAPD en
estudios de grupos estrechamente relacionados, como el caso de variedades de
Citrus. A su vez, son Uutiles para dilucidar la diversidad genética, determinar el
parentesco y revelar las relaciones filogenéticas entre diversas especies de citricos. Si
bien la resolucion de los loci SSR en geles de agarosa fue satisfactorio, el uso
combinado de equipamiento innovador, como el sistema Fragment Analyzer, para este
tipo de estudio, permitié el analisis simultaneo de una gran cantidad de muestras con
mayor precision y sensibilidad. Por lo que este sietema, result6 valido y eficiente para

caracterizar mediante marcadores SSR el germoplasma citrico de interés.
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Los loci SSR mas informativos en la caracterizacion de pomelo ‘Parana’ fueron
P73, P94, P620, P1826, P1223, CCSM77 CCSM156, CCSM09, CCSM68. Asi,
mediante ellos se logré diferenciar especificamente pomelo ‘Parana’ del resto de las
variedades citricas analizadas. A su vez, los perfiles genéticos derivados de los
marcadores P1826, P1223, CCSM156, CCSM09, CCSM147, CCSM68 mostraron
similitudes entre pomelo ‘Parana’ y naranja ‘Valencia’' lo que sugiere cierta proximidad
filogenética entre ellos. Ademas, se distinguid inequivocamente el loci CCSM09 para
distinguir las muestras de pomelo ‘Parand’, evidenciando un patrén de bandas
diferente al que se observé en el resto de las variedades de pomelo. Se demostré que
las variedades de pomelo en general estan estrechamente relacionadas. Sin embargo,
se pudo establecer que el pomelo ‘Parand es un hibrido natural independiente,
originado posiblemente del cruzamiento de una variante de naranja dulce (C. sinensis)
y pummelo (C. maxima). Por lo cual los trabajos futuros incluirian el estudio de los
alelos ancestrales y la historia del mejoramiento de esta variedad para dilucidar

fehacientemente su origen.

Mediante el analisis de la varianza molecular se pudo demostrar que las
variedades citricas estudiadas son genéticamente diferentes entre si. Ademas, el
analisis de estructuracién genética reveld que el mayor grado de division se da entre
variedades. Esto sugiere que, los cambios producidos a través del tiempo, en la
generacién de nuevos cultivos, fueron tan profundos que las especies que integran
estas variedades lograron separarse unas de otras. Lo que evidencia que se pueden
utilizar los marcadores seleccionados en esta tesis para distinguir variedades de

Citrus.

En cuanto a las distancias distancias genéticas entre pomelo ‘Parand’ y las
restantes variedades citricas analizadas, se pudo establecer que pomelo ‘Parand’ y
naranja ‘Valencia’ fueron las menos distantes. Asi como también, pomelo ‘Paranad’ y C.

maxima (pummelo ‘Chandler’) con valores de distancias genéticas bajas. Ademas, los
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valores de similitudes genéticas indicaron que el pomelo ‘Parand’ posee mayor
similitud con naranja ‘Valencia’ y C. maxima (pummelo ‘Chandler’) que con cualquier
otra variedad de pomelo. Esto nos brinda una aproximacién para dilucidar el origen

genético de pomelo ‘Parand’ y hallar sus parentales.

El analisis de UPGMA reveld que, los pomelos forman un agrupamiento donde
los pomelos “pigmentados”, ‘Red Blush’, ‘Star Ruby’ y ‘Red Shambar’ estan en un
nodo y los restantes pomelos, ‘Duncan’, ‘Foster’ y ‘Marsh’, en otro. Ademas, pomelo
‘Parana’ no se agrupa con ninguna de estas variedades de pomelo, al contrario de
esto, forma un agrupamiento junto con naranja ‘Valencia’. Esto evidencia la
diferenciacion que existe en cuanto a las distancias genéticas entre pomelo ‘Parana’ y
los otros pomelos. Por otra parte, las similitudes morfolégicas que permitieron
distinguir y al mismo tiempo agrupar a las variedades de pomelo, no concuerda con las
similitudes genéticas halladas en esta tesis las cuales demuestran el grado de
diferenciacion existente. A su vez, esto destaca la validez en la utilizacion de los SSR
como herramientas eficaces en la deteccién de polimorfismos y al mismo tiempo, en la
descripcion de la estructuracdén genética de los grupos de citricos estrechamente

relacionados.

En el Andlisis de Coordenadas Principales entre las variedades estudiadas,
debido a que la mayor variabilidad se da entre variedades, y que las muestras se
agruparon de acuerdo a las distancias genéticas, se evidencia la estructuracion
genética entre ellas. Asi, las muestras de pomelo ‘Parand’ se agruparon muy cercanas
a naranja ‘Valencia’ y a pummelo ‘Chandler’, lo que hace presumir que en la historia
del mejoramiento del cultivo debiera ocurrir un cierto grado de acercamiento genético
entre pomelo ‘Parand’ y estas Ultimas. Al analizar exclusivamente las muestras de
pomelo ‘Parand’, pero considerando los cuatro portainjertos utilizados (‘Rangpur’,
tangelo ‘Orlando’, ‘Citrumelo’ y ‘Duncan’), se obtuvieron valores muy elevados de

identidad. Esto demuestra que los portainjertos no influyen en el agrupamiento debido
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a que no hay diferencias en cuanto a las distancias genéticas, y por ello las muestras

no se agrupan de acuerdo a sus portainjertos.

Con esta tesis se logré6 avanzar en la caracterizacidbn genética del pomelo
‘Parand’. Esto favorece y al mismo tiempo beneficia la comercializacion de este tipo de
material, dada la demanda del mismo, ya que brinda informacion complementaria para
la inscripcién en el INASE. De esta manera se potencia el estudio del germoplasma
citrico y los trabajos futuros para la identificacion de variedades comerciales. En este
sentido, los resultados indicaron que, la seleccion visual en combinacién con el
andlisis de SSR para la identificaciobn y caracterizacion de hibridos, mejorara la
precision de la seleccién, y reducird el tiempo y los costos involucrados en los
programas de mejoramiento genético citrico. Al mismo tiempo, se intensificara la
identificacion de variedades de distintas procedencias, ya que muchas veces se

comercializan con el mismo nombre, en la misma o en diferentes areas.
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