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1. Analisis de la situacion actual

1.1. Las herramientas genémicas

Los citricos son organismos diploides, es decir, tienen una dotacion doble de 9 cromosomas distintos
en sus células; por tanto, estas contienen un total de 18 cromosomas. Uno de los conjuntos procede
del parental femenino y otro del masculino, como ocurre en los humanos. Los cromosomas paternos
y maternos son practicamente idénticos y por ello se denominan cromosomas homologos. Los
cromosomas estan constituidos por proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN). A su vez, el ADN esta
formado por 4 unidades basicas: los nucledtidos adenina (A), citosina (C), timina (T) y guanina (G).
El orden de los nucledtidos o bases compone la secuencia genética de un individuo. Las diferencias
en la secuencia de las bases configuran las principales diferencias entre los seres vivos. Al conjunto
de cromosomas se le denomina genoma. El primer genoma secuenciado de citricos fue el de la
clementina, que presenta una longitud de casi 300 millones de bases (Wu et al., 2014), gracias a
un consorcio publico-privado en el que participo el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.

Los marcadores genéticos 0 moleculares son segmentos de ADN con una ubicacion fisica identificable
(locus) en un cromosoma. En las dltimas décadas se han desarrollado distintos tipos de marcadores
moleculares, RFLP, AFLP, RAPD o SCAR con el inconveniente de ser dominantes, es decir, no
distinguen el individuo homocigoto (presenta, en una determinada posicion del genoma, la misma
secuencia en el cromosoma materno y en el paterno) del heterocigoto (presenta una secuencia
distinta). Sin embargo, también se han desarrollado marcadores de tipo codominante, capaces de
distinguir entre homocigotos y heterocigotos, como los microsatélites o SSR (single sequence repeat).
Los microsatélites son repeticiones en tandem de unas pocas bases, generalmente entre 2 y 6,
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que pueden variar entre cromosomas homologos. Como ejemplo, podemos pensar en una variedad
A cuyos dos cromosomas tienen la secuencia «CGA» repetida 5 veces y en una variedad B con la
secuencia repetida 7 veces. La variedad hibrida H, cruce de la variedad A y B tendra un cromosoma
con 5 repeticiones procedente de Ay su cromosoma homologo tendrd 7 repeticiones, procedente
de B. Las ventajas de los microsatélites son la codominancia y su abundancia en el genoma porque
generalmente existen miles de secuencias repetidas en tandem. Sin embargo, segun las leyes de
Mendel, la probabilidad de que un hibrido entre Ay B, siendo ambos homocigotos pero con distinto
numero de repeticiones, tenga la combinacion de alelos 5y 7 es del 100 %. Es decir, el total de
los descendientes serian iguales para ese microsatélite. En caso de parentales heterocigotos, la
probabilidad de aparicion de dicha combinacion se reduciria a la mitad, porcentaje inferior pero
todavia claramente insuficiente para una identificacion varietal (Figura 1).

Figura 1.

Segregacion de distintos alelos en hibridaciones de parentales homocigotos (izda.) y heterocigotos (dcha.) con
un microsatélite repetido 5 y 7 veces. Cuando los padres son homocigotos, el 100 % de los posibles hibridos
seran heterocigotos. Si los parentales son heterocigotos, el 50 % de los posibles hibridos seran heterocigotos
tal y como establecen las leyes de Mendel

Parentales homocigotos Parentales heterocigotos
A B A B

5/5 7/7 5/7 5/7

Hibridos
posibles
5/7 5/7 5/7 5/7 5/5 5/7 7/5 7/7

100% son heterocigotos 50% son heterocigotos

Las caracteristicas de los microsatélites hacen necesario, por tanto, el empleo de un conjunto de
ellos para ser empleado en identificacion varietal. Una combinacion de varios microsatélites puede
ser altamente eficaz para discernir entre grupos varietales o para identificar una variedad hibrida. Sin
embargo, el empleo de microsatélites en la identificacion de variedades procedentes de mutacion
tanto naturales como inducidas es poco eficaz. La probabilidad de que una mutacion afecte al
microsatélite escogido (al nimero de repeticiones) es bajisima. La poca efectividad de discriminacion
de los microsatélites entre variedades procedentes de mutacion cobra especial relevancia en aquellos
cultivos que se han generado mediante este mecanismo. En los citricos, alrededor de la mitad de
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las variedades comerciales actuales del registro espafiol proceden de mutacion. Las variedades de
mandarinas y naranjas mas conocidas se han generado de manera espontanea por mutaciones
naturales y en algun caso por mutaciones inducidas. Un claro ejemplo lo encontramos en las
variedades de clementina como ‘Clemenules’, ‘Hernandina’, ‘Oronules’ o ‘Oroval’ que proceden de
mutacion natural de ‘Clementina Fina’. En el caso de las naranjas, variedades como ‘Navelate’,
‘Fukumoto’ o ‘Barnfield’ surgieron como mutaciones naturales de yemas de ‘Washington Navel’.

Existen distintos tipos de marcadores moleculares que permiten la identificacion de variedades
procedentes de mutacion. Algunos afectan a una 0 unas pocas bases dentro de un mismo
cromosoma (SNP e INDEL) mientras que otros afectan a muchas bases y pueden implicar a distintos
cromosomas (variaciones estructurales). Los SNP (single nucleotide polymorphisms) son variaciones
en la secuencia de ADN que afectan a una sola base de una secuencia en el genoma. Los INDEL son
perdidas (delecion) o ganancias (insercion) de un fragmento de ADN de un cromosoma que afectan
a unas pocas bases. Las variaciones estructurales afectan a miles o millones de bases y pueden ser
de tipo cuantitativo: deleciones o duplicaciones donde se pierde o0 gana material genético o de tipo
cualitativo como las translocaciones o inversiones donde se reestructura el genoma, pero no hay
ganancia o pérdida de ADN. La secuenciacion del genoma de una variedad es clave para identificar
SNP, INDEL y variaciones estructurales (Figura 2).

Figura 2.

Variantes genéticas de tipo SNP, INDEL y variacion estructural entre dos variedades de citricos. Fragmento de
las secuencias consenso de los dos cromosomas de las variedades 1y 2. La variedad 1 muestra la secuencia
consenso homocigota de referencia, mientras que la variedad 2 muestra dos variaciones de tipo SNP
encuadradas en rojo y marcadas con una M, lo que indica que un cromosoma posee la una base distinta a su
cromosoma homalogo (A). Fragmento de las secuencias consenso de los dos cromosomas de las variedades
1y 2. Lavariedad 1 muestra la secuencia consenso homocigota de referencia, mientras que la variedad 2
muestra una variacion de tipo INDEL enmarcada en rojo, concretamente una insercion (B). Representacion del
nimero de lecturas en los cromosomas 1 (izquierda) y 2 (derecha) en las variedades 1y 2. En la imagen de la
izquierda, en la variedad 2, se observa una delecion (pérdida de lecturas) enmarcada en rojo, mientras que en
laimagen de la derecha, se observa también en la variedad 2 y en rojo, una duplicacion (C)
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1.2. El uso de herramientas genomicas para la mejora varietal

En los citricos se busca la generacion de nuevos cultivares con frutos de mayor calidad, mas
productivos, con periodos de maduracion mas amplios y resistentes a estreses abioticos (salinidad,
sequia) y bidticos (plagas y enfermedades exoticas), con el objetivo de competir en un mercado
globalizado y en un ambiente cambiante debido al calentamiento global.

La mejora convencional de plantas se basa en la seleccion por el fenotipo de los individuos de interés
por alguna caracteristica distintiva, entre los individuos de progenies segregantes resultado de la
hibridacion. La obtencion de nuevos cultivares por esta via precisa no menos de 8 0 10 afos y en
ocasiones no se garantiza la obtencion de un cultivar mejorado. Hoy se perfila como insuficiente para
poder dar respuesta a los problemas que afronta la citricultura debido a sus elevados costes y a la gran
cantidad de tiempo necesario para generar una nueva variedad.

La seleccion asistida por marcadores permite hacer mucho mas eficientes las estrategias de seleccion,
al hacer posible la determinacion de las caracteristicas genéticas de las plantas y seleccionar por el
genotipo, en lugar de por el fenotipo. La seleccion de individuos en sus primeras fases de desarrollo
permite reducir los costes derivados del personal e infragstructura para cultivar el material vegetal
hasta manifestar el cardcter elegido. La seleccion se realiza en estadio de plantula, eliminando
aquellas lineas que no tienen el marcador ligado al caracter de interés.

1.3. El uso de herramientas genémicas para la identificacion
varietal

Los marcadores genéticos se aplican a cualquier parte de la planta y en cualquier estado de desarrollo
de la misma, y permiten identificar los cambios en el ADN, una molécula que esta presente en todas
las células y que no esta condicionada a los cambios ambientales. Estos marcadores genéticos
facilitan la identificacion varietal de variedades procedentes de mutacion, que constituyen mas del
50 % de las variedades comerciales espafiolas de citricos, y su desarrollo requiere la secuenciacion
del genoma. El coste de secuenciacion ha decrecido drasticamente en los Gltimos afios, haciendo hoy
dia accesible esta metodologia al sector agricola. En este sentido, el Centro de Genomica del IVIA tiene
establecido un protocolo de identificacion de SNP, INDEL y reorganizaciones cromosomicas que esta
siendo aplicado para la identificacion de variedades procedentes de mutaciones tanto espontaneas
como inducidas (Ibanez-Gonzalez et al., 2018; Ibanez et al., 2012). El registro de una variedad de
citricos y su identificacion estan basados en caracteres botanicos, que pueden ser influenciables
por el ambiente. Para las variedades cuyas diferencias estriban principalmente en caracteristicas
del fruto, su discriminacion solo puede realizarse en un estrecho margen temporal. La identificacion
empleando marcadores moleculares basados en repeticiones en tandem, como los microsatélites o
polimorfismos en el sitio de restriccion (AFLP, RAPD...).

El espectacular desarrollo de las tecnologias de identificacion rapida de las variantes del genoma ha
permitido su aplicacion a los programas de mejora para la obtencion de nuevas variedades, patrones y
cultivos, incluidos los arboles frutales (lwata et al., 2016). Las mejoras en el rendimiento, combinadas
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con una disminucion global de los costes de la secuenciacion, estan permitiendo el mapeo y la
caracterizacion de rasgos de elevado interés agronomico (Salgotra et al., 2014). Los SNP ya son los
marcadores de genotipado mas ampliamente utilizados, debido a su abundancia en el genoma y la
relativa facilidad para determinar su frecuencia de una manera rentable (Bauchet et al., 2017).

1.4. El uso de herramientas genomicas para la identificacion
de los origenes de las variedades

Las herramientas genomicas también pueden emplearse para la identificacion de los parentales
de variedades. Los microsatélites y los SNP son los marcadores moleculares mas adecuados para
esta tarea. Un abordaje completo inequivoco incluiria la secuenciacion de los posibles parentales
y del hibrido, permitiendo el andlisis simultaneo de miles de SNP en todos los cromosomas. En la
practica, unas decenas de microsatélites pueden discriminar facilmente las variedades hibridas de
sus parentales.

2. Escenario futuro

2.1. El genotipado por secuenciacion y la seleccion genémica

En el genotipado por secuenciacion (GBS), las diferencias de secuencia entre los genomas se
utilizan directamente como marcadores. No se requiere informacion de la secuencia previa y todos
los marcadores se originan en la poblacion que se va a genotipar. Los abordajes mediante estos
desarrollos ya se han usado con éxito en especies agricolas de gran relevancia, incluso en lefiosas.
La llegada del GBS tiene ya un impacto profundo en las estrategias de mapeo, que se benefician de
una distribucion de gran densidad de marcadores por todo el genoma.

El analisis mediante GBS se complementa con los estudios de asociacion del genoma completo o
Genome Wide Association Studies (GWAS) y la seleccion genomica o Genomic Selection (GS). Estos
estudios de asociacion que abarcan todo el genoma o GWAS utilizan la diversidad natural presente
en una poblacion para proporcionar una resolucion mas alta, para mapear los caracteres de interés
que las que proporcionan los andlisis de poblaciones de mapeo por ligamiento (Wang et al., 2012).
Estas estrategias se estan comenzando a implementar ampliamente para la mejora genética de
plantas (Figura 3). Es de interés destacar también que estas variaciones pueden ser en si mismas
funcionales y estar relacionadas con la fisiologia del caracter (Yundaeng et al., 2015) pero en la
mayoria de los casos se utilizan para el mapeo vy la ubicacion de los verdaderos /oci relevantes.
Existen multiples ejemplos donde los estudios de GWAS han sido Utiles para identificar marcadores
asociados a caracteres agronomicos de gran interés (por ejemplo, en el arroz y en el maiz, 0 en
frutales como la manzana o el melocoton). En la Figura 3 se ha ejemplificado un proceso de seleccion
de frutales mediante la aplicacion del GBS y el GWAS, mientras que en la Figura 4 se muestra el
resultado del analisis estadistico de la asociacion del caracter espinosidad con las variables genéticas
detectadas en una poblacion segregante de citricos.
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Figura. 3.

Seleccion de individuos a partir de los estudios de asociacion (GWAS) sobre una poblacion segregante. A
partir de los datos de genotipo y fenotipo de la poblacion se obtiene un panel de marcadores (SNP) asociados
a caracteres de interés. Este panel de marcadores se puede usar para seleccionar segregantes en nuevos
cruces, de manera que solo aquellos que presenten el genotipo asociado al rasgo de interés pasaran a ser
fenotipados, descartando aquellos que no porten los alelos deseados
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Figura 4.
Grafico de Manhattan que ilustra la asociacion entre los marcadores SNP y el caracter de espinosidad
en citricos

El método de Seleccion Genomica (GS) se basa en calcular el valor estimado de mejora (GEBV,
Genomic Estimated Breeding Value) para un caracter de interés de los individuos en una subpoblacion
de entrenamiento. Para el calculo del GEBV se usan los SNP de todo el genoma de cada ejemplar
obtenidos mediante GBS y los datos del fenotipado realizado en la subpoblacion. Una vez establecido
el modelo se puede estimar el GEBV de toda la poblacion tnicamente con los datos de genotipado, sin
necesidad de fenotipar el total de los individuos. La gran ventaja de la Seleccion Genomica consiste
precisamente en que se evita la parte mas costosa de los programas de mejora, que es el fenotipado
de todos los individuos de una poblacion, ya que mediante el fenotipado de una subpoblacion de
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entrenamiento se puede estimar el valor gendmico de mejora de todos ellos y proceder a su seleccion.
Esta técnica, por tanto, tiene un gran potencial para acelerar la ganancia genética de un programa de
mejora y ya se ha aplicado con éxito en plantas anuales como el trigo, la cebada, el maiz, la avena
y el arroz, pero también en lefiosas, acortando en varios afios el tiempo para la obtencion de nuevas
variedades.

Figura 5.

Seleccion genomica realizada sobre una poblacion segregante proveniente de un cruce. Una fraccion reducida
de la poblacion es fenotipada con detalle y en funcion del genotipo se calcula el GEBV para un caracter
determinado. El resto de la poblacion es unicamente genotipada y, a partir de los valores de GEBV obtenidos,
se puede realizar la seleccion de individuos (circulos verdes) sin necesidad de fenotiparlos

, ' fenotipado

2.2. La autentificacion y la propiedad varietal

La Oficina Espafiola de Variedades Vegetales cuenta en su registro con mas de 230 entradas del
género Citrus: 52 % mandarinos, 24 % naranjos, 8 % limones, 3 % pomelos, 2 % pummelos y un
11 % patrones.

El registro de variedades comerciales espanol, acorde a los protocolos europeos de la oficina
comunitaria de variedades, comprende examenes técnicos de campo y de laboratorio para dictaminar
si un material vegetal es distinto, estable y homogéneo (DEH) respecto al resto de las variedades de
la coleccion de referencia. Estos examenes estan basados en caracteres fenotipicos, botanicos o
agrondmicos, muchos de los cuales solo se observan en algunas partes de la planta, como las hojas o
el fruto, y todos ellos estan sujetos mas o0 menos a la variabilidad debida a las condiciones ambientales.

La oferta varietal de citricos ha crecido drasticamente en los Ultimos afos y es previsible que siga
haciéndolo gracias a los programas de mejora, que estan realizandose por entidades publicas y
privadas, dada la necesidad de obtener variedades mejor adaptadas a las nuevas condiciones
climaticas, debido al cambio climatico actual, y para satisfacer las exigencias del mercado citricola.
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La secuenciacion de genomas comerciales para la obtencion de marcadores moleculares de
identificacion se comienza a percibir como una necesidad adicional en el proceso de registro
y proteccion, y también como un parametro para dar garantia de autenticidad a las variedades
comerciales. La identificacion varietal de una muestra vegetal mediante marcadores moleculares esta
empezando a ser empleada y se prevé su generalizacion por ser un sistema de identificacion objetivo,
rapido y aplicable en toda la cadena productiva. De hecho, la autentificacion molecular aportara
seguridad en todos los eslabones de la cadena: a los agricultores, al garantizarles la identidad del
material vegetal adquirido en vivero; al distribuidor, al que le asegura la identidad de la fruta para su
comercializacion; y al consumidor, al que le certificara la autenticidad del producto adquirido para su
consumo. El sistema, por tanto, puede llegar a permitir la trazabilidad del producto de forma objetiva.

La aplicacion de la identificacion molecular a las variedades de citricos de forma objetiva conlleva la
necesidad de instaurar una unidad de certificacion oficial, solicitada por los distintos integrantes de
la cadena citricola, por lo que parece logico que sea una realidad en breve.

3. Recomendaciones a corto y medio plazo

La nueva revolucion de los secuenciadores automaticos, con la irrupcion de las técnicas de
secuenciacion de ADN de nueva generacion (NGS), ha puesto a nuestra disposicion el mejor marcador
posible: la secuencia completa de los genomas. En la actualidad ya es posible la secuenciacion
masiva de genomas completos a un precio razonable y ya es una herramienta habitual para la mejora
y el uso de los marcadores moleculares, por tanto, es pieza clave tanto para el desarrollo de nuevos
programas de mejora genética como para su uso en la identificacion varietal.

La utilizacion de marcadores moleculares para la identificacion y autentificacion de material vegetal
se prevé que se generalizard a lo largo de toda la cadena de comercializacion, desde el material
de origen procedente de los viveros hasta el producto obtenido por el consumidor en destino,
fruta, zumos y derivados. Mediante una certificacion molecular, el propietario de la variedad podra
garantizar a los agricultores la identidad del material vegetal adquirido. La incorporacion de estos
desarrollos a los distribuidores primarios y secundarios muy probablemente incrementara su modelo
de calidad, al aportar valor afadido al producto, un aspecto que sera convenientemente valorado
por el consumidor final.

La aplicacion de herramientas genomicas como el GWAS y MAS en los programas de mejora de
variedades y patrones previsiblemente se generalice y pase a ser un elemento necesario y rutinario
de los mismos.
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