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En los Ultimos anos, el uso de marcadores moleculares que identifican
cambios polimérficos a nivel del ADN, esta jugando un papel cada vez
mayor en las aplicaciones biotecnologicas de todo tipo asi como en los estu-
dios basicos de genética. Sin embargo, todos los esfuerzos realizados
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Felipe (CIPF), resultado infructuosos. En este contexto, el consorcio CITRUSEQ formado
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Fundacion Ruralcaja esta desarrollando un numero considerable de apli-
caciones biotecnologicas basadas en el conocimiento del genoma de los
citricos entre las que se incluyen protocolos y procedimientos de identifica-
cibn inequivoca de especies y variedades de agrios. En este articulo descri-
bimos la estrategia de deteccion y validacion de marcadores de ADN deri-
vados de la comparacion genébmica que permiten mediante analisis de PCR
la discriminacion rapida, eficaz y asequible de variedades comerciales
generadas por mutaciones espontaneas e inducidas.
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Introduccion

La carencia de un procedimien-
to de identificacion y autentificacion
inequivoca de las variedades
comerciales de citricos supone un
problema importante en el contexto
de la citricultura espanola actual.
Esta circunstancia parece alentar
el desarrollo de plantaciones ilega-
les que escapan al control adminis-
trativo, obstaculizando el desarrollo

armonico de una planificacion
varietal logica y sensata, con el
consecuente perjuicio del sector
industrial citricola implicado y espe-
cialmente de las asociaciones del
pequeho agricultor.

El desarrollo de plantaciones ile-
gales de todo tipo tiene un claro
interés lucrativo que vulnera los
derechos de los multiples actores
de la citricultura espanola especial-
mente de los agricultores honestos
que compiten en condiciones de
desventaja, de los agricultores
innovadores que se arriesgan con
la adquisicion de nuevas varieda-

des y luego se sienten defraudados
y engahados, de los viveristas que
producen y costean la generacion
de plantas certificadas y, por Ulti-
mo, de los propios propietarios y
obtentores de las variedades sus-
traidas. Sin embargo, todos los
esfuerzos realizados hasta la
fecha para elaborar protocolos
basados en el uso de marcadores
moleculares para la autentificacion
de variedades de citricos, sobre
todo de aquellas variedades muy
proximas a nivel genealdgico como
las mutaciones inducidas y espon-
taneas, no han resultado totalmen-
te satisfactorios.
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Existen distintos tipos de marca-
dores, por ejemplo, marcadores
morfologicos, bioquimicos y marca-
dores moleculares basados en los
cambios que experimenta la molé-
cula de ADN (Kumar et al. 2009).
En el escenario actual, los marca-
dores de ADN son los mas efecti-
vos y por tanto, son los marcado-
res utilizados habitualmente para el
estudio de la genética de los culti-
vos y en este sentido estan revolu-
cionando los procedimientos de
biotecnologia vegetal. Estos mar-
cadores pueden ser de dos tipos,
los que no dependen de la técnica
de la “reaccion en cadena de la
polimerasa” conocida como PCR,
como los denominados RFLPs y
los marcadores basados en la
PCR, como RAPDs, AFLPs, SSRs
y SNPs.

Los marcadores SSRs 0 micro-
satélites han sido ampliamente uti-
lizados debido a su facilidad de
manejo, que requiere en esencia
un simple analisis de PCR seguido
de una electroforesis en gel desna-
turalizante para la determinacion
del tamano del alelo. Estos marca-
dores presentan un alto grado de
informacion proporcionada por el
nimero de alelos del locus. Sin
embargo, en las especies, varieda-
des o clones que derivan de even-
tos de mutacion Gnicos como la
mayoria de las variedades en las
que se sustenta la citricultura espa-
hola, es muy improbable que se
modifiquen las secuencias micro-
satélites. Este hecho limita consi-
derablemente, y en la mayoria de
los casos, invalida el uso de estos
marcadores para este tipo de varie-
dades de citricos.

Los SNPs (single nucleotide
polymorfism) constituyen un tipo de
marcador bi-alélico que esta jugan-
do un papel importantisimo en la
comprension de la variabilidad
genética y de la diversidad entre
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las especies de plantas. El proble-
ma con este tipo de marcador es
que en principio es muy complica-
da su identificacibn sin conoci-
miento previo de la estructura
genbmica.

Frente a este tipo de aproxima-
ciones mas clasicas, en este traba-
jo proponemos un procedimiento
totalmente original y novedoso que
permite la comparacion directa de
las secuencias de DNA de los
genomas (Talon et al. 2011) de las
distintas variedades. Este método
permite extraer las diferencias
existentes entre sus secuencias
genbmicas y obtener de esta forma
listados de cambios que permiten
la discriminacion inequivoca entre
variedades extremadamente proxi-
mas. A todos los efectos, estos
cambios son marcadores molecu-
lares como SNPs, indels (deleio-
nes/inserciones) de pequehos ta-
mahos y otras alteraciones estruc-
turales que incluyen por ejemplo
deleciones de grandes fragmentos
cromosdmicos. El conjunto de mar-
cadores obtenido de esta forma
proporciona una identificacion ine-
quivoca de la variedad en cuestion.

El objetivo de este trabajo fue,
por tanto, desarrollar herramientas
genbmicas y biotecnologicas para
identificar las variantes en los
genomas que permitan la obten-
cion de un listado de marcadores
que pueda utilizarse en programas
de autentificacion de variedades
de citricos.

Metodos

Material de citricos. Para la
secuenciacion se seleccionaron
especies distintas de citricos que
incluyen miembros representativos
de las tres taxones basicos origina-
les de los citricos (Citrus maxima -
pummelos-, Citrus medica -citro-
nes- y Citrus reticulata -mandari-

nas-) y representantes de cada una
de las variedades de citricos culti-
vadas en Espaha, como mandari-
nas, naranjas, limones, pomelos y
limas. Los patrones y algunas
especies mas alejadas de las varie-
dades comerciales también se inte-
graron en este analisis.

Extraccion de ADN

Para la secuenciaciobn de geno-
mas, el ADN genbmico se extrajo de
hojas jovenes mediante homogeni-
zacion en un tampobn que contiene
poliaminas para estabilizar las
estructuras nucleares. El aislamien-
to de nlcleos se llevd a cabo
mediante centrifugacion a través de
un gradiente Percoll y el ADN se
recuperd mediante lisis con deter-
gentes y digestion con proteinasa K.

Secuenciacion. La secuencia-
cibn de genomas se realizd en el
Centro Nacional de Analisis
Genbmico con la plataforma
lumina y con un instrumento
HighSeq 2000. Se obtuvieron
secuenciaciones de entre 8-200
equivalentes genébmicos por geno-
tipo. Se construyeron genotecas de
extremos pareados con lecturas de
100 pares de bases separadas por
fragmentos de 500 pares de bases.
Las muestras se prepararon de
acuerdo con las instrucciones de la
plataforma lllumina, se generaron
los correspondientes clusters y se
realizd la secuenciacion mediante
sintesis.

Plataforma bioinformatica y ali-
neamiento de genomas

Se desarrolldo una plataforma
bioinformatica de almacenamiento
de los datos generados. Esta plata-
forma consta de dos elementos:
una base de datos de almacena-
miento de la informacion y un por-
tal web de acceso y visualizacion
de datos.
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Desarrollo de la base de datos
genomicos

Se creb una base de datos para
toda la informacion generada. Dado
el gran volumen de datos obtenido
(la base de datos almacena cerca
de 45 mil millones de posiciones de
ADN y un total tebrico maximo esti-
mado de 7 millones de variantes
génicas), sblo se almacenan datos
procesados Yy los resultados de los
analisis. Los datos primarios son
codificados y almacenados en cin-
tas, con referencias en la base
datos para su recuperacion si fuera
necesario. El motor de base de
datos es mySQL, un potente soft-
ware que ha demostrado proporcio-
nar un excelente rendimiento.

Desarrollo de un motor de visua-
lizacion para informacion geno-
mica

Dentro de la plataforma bioinfor-

matica se integra un motor de
visualizacion gendbmica en forma
de genomic browser, utilizando el
modelo Ensembl (http://www.-
ensembl.org). Se utilizo el sistema
biomart para las funciones de bus-
queda y recuperacion de la infor-
macion y Blast2GO para anotar
funcionalmente los genes. El visua-
lizador permite la observacion con-
junta y separada de las diferentes
variantes de la base de datos para
una o mas variedades, asi como
obtener vistas globales y zoom-in
mas detallados de regiones especi-
ficas del genoma.

Alineamiento de genomas de
variedades

Los datos de secuenciacion se
combinaron para realizar alinea-
mientos del genoma de cada una
de las variedades secuenciadas.
Para ello se utilizo un genoma
haploide de Clementina como

genoma de referencia

Identificacion y caracterizacion
de variaciones puntuales

Los SNPs e indels se identifi-
can mediante un conjunto de distin-
tos algoritmos (GATK). Para todos
ellos se realizb una anotacion de
funcionalidad potencial.

Identificacion de variaciones
estructurales

El uso de librerias pair-ends en
la secuenciacion permite la identifi-
cacion de pares de lecturas con
una distancia mayor o menor de lo
esperado con respecto al genoma
de referencia, lo cual posibilita la
identificacibn de alteraciones
estructurales en los genomas
secuenciados. De forma comple-
mentaria se detectan deleciones
cromosbmicas mediante el estudio
de la pérdida de heterozigosidad.
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Validacion de los marcadores

mediante PCR

La validacion de los marcado-
res se llevdo a cabo mediante PCR
clasica y PCR en tiempo real y pos-
terior secuenciacion Sanger de los
productos de reaccion de la PCR.
En algunos casos se clonaron los
fragmentos de interés y los insertos
se secuenciaron para confirmar la
presencia de haplotipos distintos.

Resultados y Discusion

El punto fundamental de este
trabajo fue proporcionar un método
eficaz para discriminar variedades.
El método propuesto se basa en la

comparacion genbmica de las
secuencias provenientes de varie-
dades mutantes, hibridas y paren-
tales. Para alcanzar los objetivos
propuestos en primer lugar se dilu-
cidd la secuencia del genoma de
180 variedades de citricos entre las
cuales se incluyen las principales
especies, variedades y patrones de
la citricultura espanola. La metodo-
logia para la autentificacion de
variedades se ha ensayado con
variedades derivadas aparecidas
por mutacion espontanea en el
campo y otras por mutacion induci-
da mediante irradiacion. Asi, se
desarrollaron los algoritmos mate-
maticos y los programas informati-
cos que permiten almacenar y pro-

cesar la informacion (Figura 1).
Posteriormente, mediante los
desarrollos informaticos se realiza-
ron las comparaciones entre las
variantes genomicas de algunas
variedades problema de citricos y
se listaron las diferencias en sus
secuencias (Figura 2). Asi, se reali-
z6 la prediccion, por ejemplo, de
variantes polimérficas o SNPs
(Figura 3) y el set de SNPs de una
variedad se compard con el de
variedades derivadas (Figura 4).
Puesto que todas las variedades
han derivado de un solo evento de
mutacion, el genoma alterado sera
idéntico excepto en aquellas regio-
nes afectadas por la mutacion.
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Figura 1. Dentro de la plataforma bioinformatica se integra un motor de visualizacion genomica o “genome browser”. El visualizador permite la obser-
vacion conjunta y separada de las diferentes variantes de la base de datos para una o mas variedades, asi como obtener vistas globales y zoom-in
mas detallados de regiones especificas del genoma. De arriba a abajo se observa la zona representada en el cromosoma, la abundancia génica,
las variantes con el respecto al genoma de referencia y los genes presentes en un fragmento ampliado.
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Figura 2. Listado de diferencias entre dos variedades proximas generado mediante comparaciones entre las variantes genomicas. De izquierda a
derecha por columnas se especifica el cromosoma afectado, la posicion de la variante en el cromosoma, el alelo de referencia, el alelo alternativo, el
gen afectado y las frecuencias alélicas, ademas de otra informacion sobre los parametros de calidad que se presentan en las columnas siguientes.
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SNP
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Figura 3. Representacion de lecturas
lllu-mina de una variedad parental y de
la variedad derivada alineadas con res-
pecto al genoma de referencia. Se
observa la presencia de un SNP discri-
minatorio entre ambas variedades.
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Figura 4. En A se muestra el alinea-
miento de las secuencias lllumina del
genoma de referencia, de una variedad
parental y de una variedad derivada. Se
observa la presencia de 1 SNP discrimi-
natorio. En B se muestra el alineamien-
to de las secuencias Sanger de la varie-
dad parental y de la variedad derivada
que confirman la presencia del SNP dis-
criminatorio. GR = Genoma de
Referencia. VP = Variedad Parental. VD
= Variedad Derivada

La estructura y las caracteristi-
cas de las secuencias distintas se
estudiaron individualmente y de
entre ellas se seleccionaron las
secuencias con mayor probabilidad
de discriminacion (Figura 5).
Ademas de la aparicion o pérdida
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de SNPs, otro de los efectos cau-
sados por las mutaciones es la
aparicion de indels de tamano rela-
tivamente menor, que en este caso
se presentarian en hemicigosis en
los genomas derivados. El poder
discriminatorio de los indels, inclu-

so superior al de los SNPs, los con-
vierte en los marcadores candida-
tos mas adecuados (Figura 5). Las
alteraciones producidas por las
mutaciones también provocan la
aparicion de deleciones de tamaho
considerable y consecuentemente
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Figura 5. Secuencias Sanger de una
variedad parental y de una variedad
derivada alineadas con respecto al
genoma de referencia. Se observa una
lectura Unica en la variedad parental y
una mezcla de lecturas en una parte de
la secuencia de la variedad derivada
provocada por la presencia de un indel
en la variedad derivada que confirma la
presencia de variaciones discriminato-
rias.

se analizb con detalle la presencia
de este tipo de alteraciones estruc-
turales (Figura 6) y el poder discri-
minatorio de la pérdida de heteroci-
gosidad de las variedades deriva-
das. La pérdida de heterocigosidad
se cuantifico con el numero de

SNPs perdidos en una variedad
respecto a las demas. La represen-
tacion grafica mostro que la pérdi-
da de heterocigosidad se acumula-
ba en regiones especificas en cada
variedad, lo que indicaba la pre-

sencia de enormes fragmentos que
contienen secuencias claramente
discriminatorias (Figura 7).

Las secuencias candidatas se
testaron en un primer ensayo
mediante PCR sobre muestras de
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hojas de las variedades problema,
en el Centro de Genomica del IVIA.
Para validar la capacidad discrimi-
natoria, los productos de la ampilifi-
cacibn se secuenciaron con la tec-
nologia Sanger (Figuras 4 y 5).
Aquellas secuencias que discrimi-
naban sin ambiguedades las varie-
dades ensayadas se analizaron de
nuevo en un segundo laboratorio
independiente. Por Gltimo, se reali-
z6 un tercer y Ultimo ensayo con
multimuestras ciegas para testar la
eficacia y el poder del listado de
marcadores seleccionados para la
autentificacion de estas varieda-
des. Una vez perfilado y optimizado
el procedimiento, se generd un lis-
tado final de marcadores formado
por las secuencias que mostraron
un 100 % de eficacia en los ensa-
yos ciegos.

Eficacia del procedimiento

La precision y capacidad de
autentificacion del procedimiento
que hemos desarrollado son muy
elevadas en todas las variedades
testadas hasta la fecha. Aunque, en
principio, no tenemos evidencia de
una reduccion en la eficacia, se
puede pensar que las limitaciones
del procedimiento deberian estar
ligadas a la calidad de las secuen-
ciaciones de los genomas, que
debe de ser optima y a la localiza-
cion de los cambios discriminatorios
en zonas accesibles a la secuencia-
cion. También es esperable que la
discriminacion varietal no esté com-
prometida con las variaciones clo-
nales e incluso individuales, que
presumiblemente son menores que
las variaciones entre variedades.

Conclusiones

El consorcio CITRUSEQ ha
desarrollado protocolos y procedi-
mientos de identificacion inequivo-
ca de variedades y especies de
citricos. En este articulo se descri-
be el desarrollo de marcadores de
ADN basados en la comparacion
genbmica, que permiten la discrimi-
nacion rapida y eficaz de varieda-
des comerciales generadas por
mutaciones espontaneas e induci-
das. Los marcadores moleculares
son SNPs, indels de diversos tama-
nos y otras alteraciones estructura-
les que incluyen deleciones de
grandes fragmentos cromosomi-
cos. El conjunto de los marcadores
obtenidos de esta forma proporcio-
na una identificacion inequivoca de
la variedad problema.

2.000 bp

~

Figura 6. Representa-cion de lecturas lllumina en una variedad que muestran un delecion de unos 2000 pares de bases con respecto al genoma

de referencia.
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Figura 7. Pérdida de heterozigosidad de una variedad parental y una variedad derivada. En la variedad parental (izquierda) la pérdida de variabili-
dad alélica se distribuye uniformemente a lo largo del cromosoma 3. En la variedad derivada se observa una gran pérdida de heterozigosidad pro-
vocada por una delecion de aproximadamente 2 millones de pares de bases (derecha).
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