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Resumen

Se compararon las eficiencias de tres métodos de electroforesis en agarosa y poliacrilamida, usando la
camara pequena de DNA Sequencing System y camara grande OWL Sequi-Gen Sequencing Cell, en la
deteccion del polimorfismo en 21 accesiones de naranja (Citrus sinensis) con empleo del cebador CGA. El
gel de poliacrilamida dio mejor resolucion de los productos amplificados via PCR producidos por RAMs.
Este permiti6 una mejor deteccién de bandas de ADN polimérficas, lo que facilit6 la identificacion de la
variabilidad genética. La electroforesis en agarosa puede ser mas conveniente en otras aplicaciones,
debido al bajo costo y facil aplicacion. El estudio de diversidad genética en naranja usando microsatélites
RAMs diferencio 51 accesiones en siete grupos con 0.75 de similaridad y 0.25 de heterocigosidad, lo
que revela bajo polimorfismo genético. La técnica RAMs permitié agrupar las accesiones en Comunes
o Blancas, Navel y Pigmentadas o Sanguinas.

Palabras clave: Citrus sinensis, electroforesis, agarosa, poliacrilamida, RAMs.

Abstract

We compared the efficiency of three methods of agarose and polyacrylamide electrophoresis (using the
small tank of the DNA Sequencing System and the large OWL Sequi-Gen Sequencing Cell), for the de-
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tection of polymorphism in 21 accessions of orange (Citrus sinensis), using the primer CGA. The poly-
acrylamide gel gave better resolution of the PCR-amplified RAM products. This method allowed better
detection of polymorphic DNA bands, facilitating the identification of genetic variability. The agarose
electrophoresis may be more convenient in other applications, due to its low cost and easy implemen-
tation. The study of genetic diversity in orange using RAMs separated 51 accessions into seven groups
with 0.75 similarity, and 0.25 heterozygosity, revealing low genetic polymorphism. The RAMs technique
grouped the accessions into “Common or White”, “Navel” and “Pigmented or “Sanguine”.

Key words: Citrus sinensis, electrophoresis, agarose, polyacrylamide, RAMs.

Introduccion

El género Citrus (2n = 18) es nativo del su-
deste de Asia y del archipiélago indo-malayo
(Avilan et al., 1989), contiene la mandarina
Citrus reticulata, limén C. medica y pomelo
C. maximalos cuales son los ancestros de las
especies comerciales. La apomixis facultativa
es predominante en C. reticulata y ha sido
determinante en la evolucion de Citrus.

Los citricos son producidos en zonas
subtropicales y tropicales, sus frutas son
consumidas cada dia por millones de perso-
nas alrededor del mundo, la naranja Citrus
sinensis L. Osbeck es la especie mas repre-
sentativa y reconocible de este grupo. Se
origind en el sureste asiatico y su hibrido
caracteristico parece provenir de un cruce
entre mandarina Citrus reticulata y pomelo
Citrus grandis L. Osbeck (Davies y Albrigo,
1992; Nicolosi et al., 2000).

La caracterizaciéon de los bancos de
germoplasma, la variacién genética y el
mejoramiento en naranjas y otras especies
de Citrus no han sido exitosos debido a las
caracteristicas relacionadas con la biologia
reproductiva de estas especies, por ejemplo,
alta fertilidad interespecifica, reproduccion
apomictica, poliembrionia, una larga fase
juvenil y la escasez de marcadores de ADN
polimoérficos (Breto et al., 2001; Corazza-Nu-
nes et al., 2002).

El mejoramiento genético de los citricos
mediante métodos convencionales se encuen-
tra limitado debido a sus caracteristicas ge-
néticas y reproductivas. Los citricos tienen
un sistema de reproduccion complejo, con
muchos casos de esterilidad y de inter y au-
tocompatibilidad, apomixis, elevada heteroci-
gosis y la mayoria de las especies presentan
un prolongado periodo juvenil. Ademas, se
desconoce el modo de herencia de la mayor

parte de caracteres agronoémicos de interés
(Grosser y Gmitter, 1990).

Las técnicas biotecnologicas tales como
el cultivo de tejidos y de células y la biologia
molecular han ayudado a los mejoradores a
sobrellevar estas dificultades. Ademas, la
hibridacion a través de la fusion de proto-
plastos y la transformacién genética han
contribuido significativamente a superar
estas limitaciones (Mendes-da-Gloria et al.,
2000). Las técnicas moleculares han per-
mitido el desarrollo de marcadores de ADN
asociados con caracteristicas de interés, asi
como el desarrollo del mapa de ligamiento de
los citricos, los cuales han mostrado ser titiles
en la realizacion de una seleccion temprana
en la progenie con los caracteres deseados en
programas de mejoramiento clasico (Mendes-
da-Gloria et al., 2000).

Los marcadores moleculares tales como
el polimorfismo en la longitud de los fragmen-
tos de restricciéon (RFLP), ADN polimoérfico
amplificado al azar (RAPD), microsatélites e
isoenzimas han sido desarrollados para estu-
diar la diversidad genética y domesticacion,
establecer mapas moleculares, caracterizar
variedades y ayudar en los programas de
mejoramiento. Los marcadores microsatélites
son simples de usar, son codominantes, tienen
alto polimorfismo, y se pueden emplear para
esclarecer la diversidad genética en Citrus en
los niveles interespecifico, intraespecifico e
intrapoblacional. La caracterizacion de mar-
cadores microsatélites ha sido ya publicada
en C. limon (Golein et al., 2005), C. sinensis
(Ahmad et al., 2003; Novelli et al., 2006), C.
limonia x P. trifoliata (Kijas et al., 1997) y C.
reticulata (Koehler-Santos et al., 2003).

Los marcadores moleculares conocidos
como los RAMs son utiles para medir la
diversidad genética en plantas y animales,
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con poder discriminatorio entre familias y
especies e igualmente intraespecifico (Mu-
fnoz et al., 2008), muestran la base misma
de la variacién de los individuos, permiten
seleccionar regiones concretas dentro de la
molécula de ADN para estudios determina-
dos, el numero de polimorfismos detectables
es teéricamente ilimitado y permiten analizar
tanto la informacién que se expresa como la
que no lo hace (Mahuku et al., 2002). Esta
metodologia es factible en pequefios laborato-
rios en términos de equipos y facilidades de
costo, no requiere el conocimiento previo de
secuencias ni el uso de isé6topos radioactivos
(Hantula et al., 1996). Los marcadores ob-
tenidos por los RAMs se pueden usar igual-
mente para estudios de poblaciones (Hantula,
et al., 1996).

Se han utilizado diferentes métodos para
la separacion y la deteccion de fragmentos
de ADN amplificado. La electroforesis con
geles de poliacrilamida con radioactividad y
tincion con plata fue el primer método usa-
do en el analisis de los fragmentos de ADN
amplificado por PCR (Cipriani et al., 1999).
La electroforesis en geles de agarosa es un
método utilizado como alternativa al de po-
liacrilamida debido a que es mas barata y
de facil aplicacion (Morgante et al., 2001).
Recientemente, se han desarrollado nuevos
métodos para el analisis de la PCR de mar-
cadores microsatélites, basados en la utili-
zacion de un secuenciador automatizado de
electroforesis capilar (Aranzana et al., 2003;
Ahmad et al., 2004). Sin embargo, no se ha
hecho la comparacion de la eficiencia de estos
métodos para la separacion y analisis de los
fragmentos de ADN y las implicaciones en
la evaluacion de la diversidad y relaciones
genéticas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar
mediante la técnica RAMs la diversidad
genética y comparar el polimorfismo de los
meétodos de electroforesis de poliacrilamida
y agarosa utilizados en la caracterizaciéon
molecular de naranja (Citrus sinensis).

Materiales y métodos

En la caracterizaciéon molecular de la diver-
sidad genética se utilizaron 51 accesiones de
naranja C. sinensis de las 54 del banco de
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germoplasma de la Corporaciéon Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (Corpoica),
Palmira. Para la comparacién de los tres
meétodos de electroforesis se evaluaron 21
accesiones (Cuadro 1). La caracterizacion
molecular se hizo en la Universidad Nacional
de Colombia sede Palmira. Para la extraccion
de ADN se utiliz6 el protocolo de Dellaporta
et al (1983).

Los ADN totales se visualizaron en geles
de agarosa al 0.8%, teniidos con bromuro de
etidio en una camara Maxicell Primo EC-340
Electroforesis Gel System. Para determinar
la concentracion de ADN de cada accesion
se construyo una curva de dilucion con ADN
del bacteriofago Lambda, de concentracion
inicial 20 ng/ul y se llevé a concentraciones
finales de 20, 40, 60, 80 y 100 ng/ul. E1 ADN
cuantificado se diluy6 en agua tipo HPLC a
un volumen total de 100 ul a 10 ng/ul y se
almaceno a -20 °C.

Para el analisis RAMs se utilizaron siete
cebadores polimorficos (Technologies Inc)
(Bonilla et al., 2004; Mahuku et al., 2002;
Alvarez et al., 2003) (Cuadro 2). Para estan-
darizar las condiciones de cada uno de los
cebadores se prepar6 una mezcla de reactivos
en un tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml)
para un volumen final de 25 ul (Cuadro 3).

La amplificacion se llevé a cabo en un
termociclador PTC 100 Programmable Termal
Controller (MJ. Research, Inc). La desnatu-
ralizacion inicial fue a 95 °C durante 5 min;
desnaturalizaciéon a 95 °C por 30 seg, hibri-
dacion a una temperatura de 50 °C (cebador
AG y CA), 55 °C (cebador CCA-TG-CT) y 58
°C (cebador GT-CGA) durante 45 seg, una
extension de 72 °C por 2 min, 37 ciclos desde
la desnaturalizacion a extensiéon y por ultimo,
una extension a 72 °C durante 7 min.

Para la comparacion de los métodos de
electroforesis se utilizaron 21 de las 51 ac-
cesiones de naranjas (Cuadro 1) que fueron
evaluadas con el cebador CGA. Los productos
amplificados fueron separados en geles de
agarosa al 1.2%, a 90 voltios durante 2 h y 30
min en una camara Maxicell Primo EC-340
Electroforesis Gel System. Posteriormente, se
observaron mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 7% a 150 voltios por 1 h
en una camara pequena de DNA Sequencing
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Cuadro 1. Accesiones de naranja Citrus sinensis L. del Banco de Germoplasma de Corpoica
utilizadas para la caracterizaciéon molecular con microsatélites RAMs.

Nombre Sitio de recoleccién Tipo de material
Jaffa* U. California-Riverside Introducido
Valencia 1-D-E* U. California-Riverside Introducido
Valencia Cutter* Indio-California Introducido
Galicia* Finca Galicia-Palmira Variedad agricultor
Indian River* U. California-Riverside Introducido
Joppa* U. California-Riverside Introducido
Salerma* El Bolo-Palmira Variedad agricultor
Cuban Queen* U. California-Riverside Introducido
Valencia Olinda* Indio-California Introducido
Sanguinella Cartagena-Colombia Introducido
Salustiana* U. California-Riverside Introducido
Shamoutti California Introducido

Frost Washington Indio-California Introducido

Nativa de Choco6* Juribid6-Choco Variedad Agricultor
Old Vini* U. California-Riverside Introducido

Lue Gim Gong* U. California-Riverside Introducido
Morocco Blood* California Introducido

Star Calyx* C.I.T. Ospina-Antioquia Introducido
Valencia Frost* Indio-California Introducido
Weldon* C.L.T. Ospina- Antioquia Introducido

Du Roi* C.L.T. Ospina- Antioquia Introducido

Rico* U. Pto. Rico-Mayaquez Introducido
Valencia Campbell* Indio-California Introducido
Australian Navel* U. California-Riverside Introducido
Valencia Variegado U. Pto. Rico-Mayaquez Introducido
Wialua C.LI.T. Ospina-Antioquia Introducido
Homosassa C.L.T. Ospina-Antioquia Introducido

Ruby Blood U. California-Riverside Introducido
Palmira Ruby Granja Palmira-Palmira Variedad Agricultor
Bessie C.L.T. Ospina-Antioquia Introducido

Lerma Finca Lerma-El Bolo-Palmira Variedad Agricultor
Nave Late IVIA-Valencia-Espana Introducido

Lane Late U. California-Riverside Introducido

Pera del Rio Rio de Janeiro-Brasil Introducido

Valle Washington Granja Palmira-Palmira Introducido
Valencia Olinda2 IVIA-Valencia-Espaia Introducido

Lima dulce San Joaquin-Palmira Variedad Agricultor
St. Michael C.L.T. Ospina-Antioquia Introducido

Garcia Valencia Finca Garcia-Chodular-Palmira Variedad Agricultor
Golden Nugget Navel U. California-Riverside Introducido
Mediterranean U. California-Riverside Introducido

New Hall IVIA-Valencia-Espana Introducido
Enterprise Desconocido Introducido
Navelina IVIA-Valencia-Espana Introducido
Cafetera N°1 Zona Cafetera Variedad Agricultor
Moro Blood U. California-Riverside Introducido
Margarita Mompox Variedad Agricultor
Valencia Costa Rica Costa Rica Introducido
Atwood Navel U. California-Riverside Introducido
ICA-Hamlin Nucelar 7 Desconocido Variedad Mejorada
Pineapple U. California-Riverside Introducido

* Accesiones utilizadas para la comparacion entre los tres métodos de electroforesis evaluados.

de microsatélites RAMs.

Cuadro 3. Mezcla para la amplificacion de ADN de los

51 materiales de naranja Citrus sinensis (L)

incluidos en el estudio.

Volumen (ul)

Buffer Taq (1x)
dNTPs (0.2mM)
Cebador (2mM)
MgCly (1.5mM)

Taq Polimerasa ()

Cebador Secuencia (5’a 3’)"
CCA DDB(CCA)s Coctel
CGA DHB(CGA)s5
GT VHV(GT)7G
AG HBH(AG)7A ADN (10ng)
CT DYD(CT)7C
H,0
TG HVH(TG);T Total
CA DBDA(CA);

*Las siguientes designaciones se usan para
los sitios degenerados: H(A6 T 6 C); B (G
0T6C);V(GOAOGC)YyD(GGOAGT).
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System. FB-SEQ-3545 de FisherBiotech.
Finalmente, éstas fueron separadas en una
camara de secuenciacion (OWL-Sequi-Gen
Sequencing Cell) en geles de poliacrilamida
al 4% (29:1 acrilamida-bisacrilamida), en
condiciones denaturantes (urea SM). A cada
producto PCR se le adicionaron 10 ul de bu-
ffer denaturante (95% Formamida, 0.025%
Azul de Bromofenol, 0.025% Xylene cyanol).
Se cargaron 5 pl de la mezcla previamente
desnaturalizadas a 95 °C durante S min y se
corri6 el gel a 120 Watts, 1600 V, durante 2 h.
La tincion se realizé usando sales de plata.

Se gener6 una matriz binaria de ausencia
(0) y presencia (1). La similitud genética entre
los individuos se calcul6 utilizando el coefi-
ciente de similitud de Nei y Li (1979) también
conocido como DICE (1945) (Sneath y Sokal,
1973). El analisis de conglomerados se rea-
liz6 con el empleo del algoritmo UPGMA y se
gener6 un dendrograma utilizando el paquete
estadistico NTSYS (Numerical Taxonomy Sys-
tem for personal Computer, version 2.02 PC).
Para evaluar la diversidad genética se estimo
la heterocigosidad insesgada y el porcentaje
de loci polimérficos utilizando el paquete es-
tadistico TFPGA (Tools For Population Genetic
Analices, version 1.3, 1997). Se determiné
el valor de ‘F’ estadistico insesgado con un
intervalo de confianza del 95%.

Resultados y discusion

Comparacion de los métodos de electroforesis

Los métodos de electroforesis geles de agaro-
sa al 1.2% y geles de poliacrilamida fueron
eficientes en la separacion de los fragmentos
amplificados. El primero revel6 el nivel mas
bajo de polimorfismo en comparaciéon con los
otros dos métodos utilizados (Cuadro 4). El
coeficiente de diferenciacion genética (Fst)
fue 0.20, con una desviacion estandar (DE)
de 0.04, lo que ratificé la existencia de una
diferenciaciéon genética intermedia.

Los geles de agarosa permiten una elec-
troforesis rapida, pero con una resoluciéon
limitada por cuanto las bandas formadas
tienden a ser difusas y a expandirse, debido
al tamafo de los poros lo que no puede ser
controlado (Westermeier, 1997). No obstante
tienen la ventaja de favorecer un amplio rango
de separacion para fragmentos de alto peso
molecular (100 pb a 50 Kpb) (Fernandez-Tres-
guerres, 2003). Este tipo de electroforesis es
preferido para la resolucion de fragmentos
de ADN resultantes de la amplificacion via
PCR usando marcadores RAPDs (Williams et
al., 1990). Sin embargo, cuando se generan
varios fragmentos de ADN de tamafios simi-
lares, como ocurre a menudo en la amplifi-
cacion de ADN “fingerprinting’, la agarosa no
resulta eficiente (Caetano-Anollés, 1991).

El nimero de bandas obtenido por el
cebador CGA en geles de poliacrilamida ca-
mara pequena fue de 31. El porcentaje de loci
polimérficos fue 16.13%, con una heterocigo-
sidad de 0.09 (Cuadro 4). En comparacion
con el gel de agarosa, en el presente trabajo
se obtuvo mayor numero de bandas ya que la
poliacrilamida permite una mejor resoluciéon
y separacion de los productos amplificados
y, por tanto, mayores valores de heterocigo-
sidad. Aunque el valor de Fst fue mayor que
en el de agarosa (0.23), lo que revela una
diversidad genética intermedia.

Cuando los fragmentos amplificados fue-
ron separados en la camara grande OWL, se
obtuvo el mayor namero de bandas (53), con
un 74% de loci polimérficos, una heteroci-
gosidad promedio esperada de 0.33 y un Fst
de 0.09 (Cuadro 4). La poliacrilamida es un
soporte empleado frecuentemente en electro-
foresis en gel, siendo quimicamente inerte, de
propiedades uniformes, y de preparacion rapi-
day reproducible. Forma geles transparentes
con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no-i6nicos, que permiten buena
visualizacién de las bandas durante tiempo

Cuadro 4. Métodos de electroforesis utilizados para la separacion de productos amplificados del cebador
CGA en 21 accesiones de naranja Citrus sinensis L.

Método No. de bandas He % Loci polimérficos Fst SD
(95%)

Agarosa 10 0.03 10.00 0.20 0.04

Camara pequena 31 0.09 16.13 0.23 0.22

Camara OWL 53 0.33 73.53 0.09 0.02
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prolongado. Ademas tiene la ventaja de que al
variar la concentracion de polimeros se puede
modificar de manera controlada el tamano
del poro (Campbell, 1995). Las diferencias
entre los tres métodos de electroforesis son
importantes, ya que métodos de mayor po-
der de resolucion permiten detectar mayores
diferencias.

Es posible utilizar el método de elec-
troforesis de poliacrilamida para identificar
variacion alélica entre cultivares de naranja
auna escala mas fina; sin embargo, la detec-
cioén es mas costosa en términos de equipos y
analisis, usa reactivos mas toxicos, requiere
mayor tiempo y personal calificado.

En forma general, en el gel de poliacri-
lamida, camara pequena, las bandas pri-
marias u oscuras frecuentemente coalescen
con las secundarias, dando bandas tenues,
especialmente aquellas de menor peso mole-
cular. Por el contrario, las bandas en el gel
poliacrilamida de camara grande fueron mas
nitidas, de mayor tamano y de grosor uni-
forme y las bandas primarias y secundarias
fueron identificadas con relativa facilidad.
Las bandas primarias presentaron buena
resolucion en agarosa, pero las secundarias
no aparecieron claramente. El ‘background’
fluorescente de bromuro de etidio redujo sig-
nificativamente la claridad de los fragmentos
de ADN, especialmente en las bandas tenues
o secundarias.

El uso de poliacrilamida en camara
grande permite una mejor identificacion de
bandas polimérficas que los otros métodos
usados, ya que bandas solas son resueltas
en dos bandas, ademas, no utiliza compues-
tos téxicos como el bromuro de etidio que es
mutagénico. La electroforesis fue mas rapida
y mas tolerante a temperaturas mas elevadas
de corrida y esto permitié el uso de voltajes
mas altos (100 Watt). El gel de poliacrilamida
se crece durante la tinciéon, lo que hace que
sea mas facil distinguir bandas y calcular el
polimorfismo, ademas se pueden almacenar
por largos periodos sin ninguna distorsion de
los frentes de corrida. Una ventaja importan-
te de los geles de poliacrilamida es que son
quimicamente inertes, transparentes y esta-
bles en un amplio rango de pH, temperatura
y fuerza iénica.

Los geles de agarosa y poliacrilamida
se pueden emplear en multitud de tamafos,
grosores y porosidades y permiten desarrollar
la electroforesis en diferentes configuracio-
nes. La eleccion depende principalmente del
tamano de los fragmentos a separar.

Los geles de poliacrilamida en vertical
son el método de eleccion mas efectivo en la
separacion de pequefios fragmentos de ADN
(5 a 500 pb). El poder de resolucion es tan
alto, que es posible separar fragmentos de
ADN que difieren en tamano en 1 pb, como
ocurre en el caso de la secuenciacion de
ADN. Los principales limitantes de los geles
de policiacrilamida son la neurotoxicidad de
la acrilamida y la dificultad de preparaciéon
y manejo. El estudio mostr6 que el gel de
poliacrilamida da una mejor resolucion de
los productos amplificados via PCR produ-
cidos por RAMs. Este método permitié una
rapida electroforesis de fragmentos de ADN
y facilité una mejor deteccion de bandas de
ADN polimérficas, facilitando la identifica-
cion de la variabilidad genética existente
en poblaciones naturales. Por tanto, el
analisis de los productos amplificados de
PCR por electroforesis de agarosa tiene que
ser completado con la electroforesis de po-
liacrilamida, debido a su mas bajo nivel de
precision. El método de agarosa puede ser
utilizado en otros estudios debido a su bajo
costo y facil aplicacién.

De acuerdo con los resultados, la técnica
RAMs puede ser una herramienta util para
caracterizar la diversidad genética de dife-
rentes accesiones dentro del género Citrus,
ademas es una técnica que no necesita in-
formacion previa, utiliza un cebador, puede
ser reproducible por el tamano del cebador,
diferencia entre especies y variaciones intra-
especificas, detecta relaciones entre grupos
biolégicos y grupos formados por la técnica,
es de bajo costo y de facil implementaciéon
(Mufoz et al., 2008).

Estudio de diversidad genética con electrofo-
resis en camara de secuenciacion

Los siete cebadores RAMs generaron 176 ban-
das; que fluctuaron entre 32 (CCA) y 55 (TG).
El nimero de loci polimoérficos vari6 entre 18
y 34 para los cebadores CT y CGA, respecti-
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vamente (Cuadro 5). El analisis mediante el
coeficiente de Nei-Li, a un nivel de similitud de
0.75, diferencio la poblacion en siete grupos
(Figura 1). El grupo 1 estuvo conformado
por naranjas comunes, Jaffa’, Indian River’,
‘Cuban Queen’, ‘Salustiana’, de frutos esféri-
cos, achatados o elipsoidales, de medianos a
grandes y sin ombligo, con coloraciones desde
amarillo-naranja a naranja intenso. Algunas
variedades tienen numerosas semillas. En el
grupo 2 se localizaron la mayoria de las ac-
cesiones tipo ‘Navel’ u ‘ombligonas’, sus frutos
son partenocarpicos y carecen de semillas
lo cual contribuye a que los individuos sean
similares. El principal destino de frutos del
grupo Navel es el consumo en fresco y una pe-
quena parte se destina a la industrializacién
debido a que el contenido en zumo es eleva-
do y la presencia de limonina da lugar a un
sabor amargo. Dentro del grupo 2 también
se situaron algunas accesiones de naranjas
‘comunes’: ‘Pera del Rio’, ‘Lima Dulce’y ‘En-
terprise’, entre otras, poniendo de manifiesto
la existencia de relaciones genéticas entre los
tipos de naranjas evaluadas. En los grupos
3 a 6 se encontr6 una combinacién de dife-
rentes tipos de naranjas ‘blancas’, ‘Valencia’
o ‘comunes’, lo que pone de manifiesto el
continuo intercambio de materiales entre los
agricultores. Las naranjas ‘pigmentadas’ o
tipo ‘sanguina’ se diferenciaron del resto de
accesiones evaluadas (grupo 7) por la presen-
cia de antocianinas en la pulpa y a veces en
la epidermis. Las naranjas ‘sanguinas’ man-
tienen y superan los beneficios de la naranja
comun, ya que aportan mas betacarotenos,
ademas son interesantes en la industria ya

Cuadro 5. Cebadores RAMs utilizados para la evaluacion de
la diversidad genética en Citrus sinensis.

Cebador No. Loci % Loci polimérficos
polimérficos (95%)

CA 23 73.9

CGA 34 73.5

CT 18 55.6

CCA 28 25.0

AG 26 58.2

TG 27 96.2

GT 20 30.0

Poblacion total 64.8

que su sabor recuerda ligeramente al de las
cerezas o las frambuesas.

La heterocigosidad promedio (He) para
la poblacién total fue 0.25 y revel6 un bajo
polimorfismo genético. El cebador TG hizo
el mayor aporte a la variacion genética (Cua-
dro 6). Novelli et al (2006) desarrollaron y
caracterizaron marcadores moleculares mi-
crosatélites polimoérficos para naranja dulce
C. sinensis L, encontrando valores de He en
un rango comprendido entre 0.49 y 0.57 con
un promedio de 0.50, una heterocigosidad
observada (Ho) entre 0.88 y 1.00 y una Ho
promedio de 0.99, que son valores altos en
comparacion con los encontrados en el pre-
sente estudio.

Tapia et al. (2005) evaluaron 63 culti-
vares de mandarina (Citrus spp.) usando
marcadores morfolégicos y AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) para 20
caracteres cuantitativos y 10 cualitativos de
hojas, flores y frutos. Las mejores combina-
ciones de iniciadores AFLP fueron la Mse +
CAG mas Eco + ACA, y Mse + CAA mas Eco
+ AGG, dando un total de 109 bandas con un
86% de polimorfismo. Tanto los marcadores
morfolégicos como los moleculares mostraron
un alto grado de variacion entre los individuos
analizados, lo que indica que ésta es una
fuente importante de variabilidad para pro-
gramas de mejoramiento genético. Aunque la
comparacion de los resultados morfolégicos y
moleculares, usando la prueba de Mantel, no
mostré una correlacion significativa (r = 0.31),
ambas técnicas parecen ser complementarias
para la caracterizacion de mandarinas.

Cuadro 6. Heterocigosidad promedio estimada (He) y
porcentaje de loci polimoérficos para los siete
cebadores RAMs evaluados en 51 accesiones de
naranja Citrus sinensis.

Cebador He estimada % Loci
polimérficos
(95%)
CA 0.28 73.9
CGA 0.27 73.5
CT 0.21 55.6
CCA 0.09 25.0
AG 0.31 58.2
TG 0.34 96.2
GT 0.15 30.0
Poblacion total 0.25 64.8
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Figura 1. Dendrograma de la estructura genética de 51 accesiones de Citrus
sinensis basado en el Coeficiente de Nei-Li, y calculado de los datos
combinados de los siete cebadores microsatélites RAMs.

Golein et al (2005) reportaron el ais-
lamiento y caracterizacion de siete loci mi-
crosatélites polimoérficos en Citrus. Estos
marcadores produjeron entre 4 y 9 alelos
por locus (con un promedio de 6.14) en 32
cultivares de C. limon evaluados. Los valores
de heterocigosidad promedio observada estu-
vieron comprendidos entre 0.43 y 0.72. Los
niveles de polimorfismo encontrados en este
estudio sugieren que estos loci microsatélites
pueden ser una herramienta importante para
estudios genéticos en Citrus.

En el presente estudio el coeficiente
de diferenciacion genética (Fst) obtenido al
evaluar las 51 accesiones de naranja con los
siete microsatélites RAMs fue de 0.07, con
una desviacion estandar de 0.01 (Cuadro 7).
Seguin Wrigth (1978) valores comprendidos

entre O y 0.05 muestran poca diferenciacion
genética, de 0.05 a 0.15 moderada, y mayores
de 0.25 una gran diferenciacion. Teniendo en
cuenta lo anterior, el valor de Fst encontrado
en este estudio muestra que existe una dife-
renciacion genética intermedia.

Cuadro 7. Diferenciacion poblacional y estadistico Fst
para 51 accesiones de naranja con los siete
cebadores RAMs evaluados.

Cebador Fst SD
CA 0.11 0.03
CGA 0.09 0.02
CT 0.04 0.04
CCA 0.11 0.02
AG 0.01 0.01
TG 0.05 0.02
GT 0.09 0.02
Poblacion total 0.07 0.01
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La baja diferenciaciéon genética encontra-
da en C. sinensis, al igual que en los géneros
Fortunellay Poncirus, se debe a que cada una
de sus numerosas formas cultivadas ha sido
propagada a partir de un progenitor Uinico
por via asexual a través de injertos, esquejes,
acodos y embrionia nucelar, lo que asegura
el mantenimiento de la misma constitucién
genética en la descendencia que forma una
variedad horticola (cultivar) o clonal (Webber,
1943).

La seleccién de las formas cultivadas ha
buscado el mejoramiento de los caracteres
utiles para el hombre, como los relacionados
con las cualidades del fruto —sabor, conte-
nido del zumo, azucar y acido, textura de la
pulpa, grado de aspermia, color de la epider-
mis, forma y talla—, el comportamiento y las
caracteristicas del arbol —vigor, productivi-
dad, y forma no espinosa-. Por consiguiente,
existe una tendencia a la uniformidad en el
proceso de domesticacion de cada especie y,
por esta razon, entre ciertas variedades hay
tantas semejanzas en lo que se refiere a los
caracteres mas visibles, que resulta dificil
diferenciarlos (Webber, 1943).

Se sabe que las naranjas dulces tienen
una estrecha base genética y que la varia-
bilidad puede ser producida por diversos
factores tales como hibridaciéon, mutacion
y tipo de reproduccién. La baja diversidad
intraespecifica contrasta con la alta varia-
bilidad en cuanto a caracteristicas de im-
portancia agronémica tales como periodo
de maduracion, tamafo y color de los frutos
(Webber, 1943).

Conclusiones

* La electroforesis con el uso de geles de
poliacrilamida en la camara OWL Sequi-
Gen Sequencing Cell, permitié una mejor
resolucion de los productos amplificados
ayudando asi a la deteccion del polimor-
fismos entre las 21 accesiones de naranja
C. sinensis evaluadas.

* Los valores de similaridad de Nei-Li y de
heterocigosidad revelaron un bajo polimor-
fismo genético, que puede ser debido a la
propagacion vegetativa de la especie, la
cual tiende a perpetuar genotipos similares
a través de varias generaciones.
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e La técnica RAMs permiti6 agrupar las di-
ferentes accesiones de naranjas segun los
tipos reportados (‘Comunes’ o ‘Blancas’,
‘Navel’ y ‘Pigmentadas’ o ‘Sanguinas’), lo
que indica que esta es una herramienta
util para evaluar la diversidad genética en
las naranjas evaluadas y que podria ser
util para otras especies de Citrus.
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