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PREFACIO

A investigacao cientifica e o desenvolvimento tecnolégico tém permitido criar
solugdes para os mais diversos problemas societais. Contudo, os avangos cientificos e
tecnoldgicos nao se podem distanciar das abordagens de disseminacéao relevantes, que
permitam que o conhecimento seja disponibilizado de forma criteriosa e compreensivel a
comunidade académica, as empresas/industria e ao publico em geral.

O segundo volume da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia” é
composto por 12 capitulos que descrevem avancos significativos das ciéncias e
tecnologias bioldgicas aplicadas a diversas areas de investigagao, complementando
os trabalhos publicados no primeiro volume. Em particular, este volume, retne capitulos
relacionados com as ciéncias bioldgicas nas seguintes areas/topicos: biomédica
(capitulos 1 e 2); biologia funcional e biotecnologia de plantas (capitulos 3 a 6); producéo
e protecdo de alimentos (capitulos 7 a 9); ambiente e biorrecursos (capitulos 10 a 12).

O leitor deste volume beneficiara de um conjunto de informacéo inovadora que,
além de ser um excelente contributo cientifico, contribuiu para dar resposta a diversos
objetivos de desenvolvimento sustentavel estabelecidos pela Assembleia Geral das

Nacgdes Unidas.

Manuel Simoes
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CAPITULO 3

IDENTIFICACION DE HIiBRIDOS DE Citrus aurantifolia X
Citrus limon UTILIZANDO MARCADORES DE SECUENCIAS

Data de submisséo: 30/03/2023
Data de aceite: 18/04/2023

Manuel de Jesus Bermudez Guzman
Instituto Nacional de Investigaciones
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' Esta informacion corresponde a un trabajo publicado
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RESUMEN: La apomixis es un tipo de
reproduccion asexual donde la formacion
de semillas porta embriones genéticamente
idénticos al progenitor, constituyendo un
obstaculo en programas de mejoramiento
genético de muchas especies vegetales,
incluyendo citricos. La identificacion de
plantas hibridas se realizamediante caracteres
morfologicos, ensayos isoenzimaticos y
marcadores moleculares. Estos Ultimos se
han utilizado con mayor frecuencia debido
a su precision, destacando el uso del DNA
polimorfico amplificado al azar (RAPD,
“Random Amplified Polymorphic DNA”) vy
Secuencias Simples Repetidas (SSR, “Simple
Sequence Repeats”). En limén mexicano
(C. aurantifolia) unicamente se han utilizado
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marcadores RAPD para la identificacion de hibridos, por lo que no existen reportes que
hagan uso de marcadores SSR para este fin. El objetivo del presente trabajo fue identificar
hibridos derivados de la polinizacion controlada entre C. aurantifolia var. “Colimex” X C.
limon var. “Rosenberg” y su reciproca utilizando marcadores moleculares SSR. Durante
el ano 2014-2016 se colectaron hojas de arboles de limén de aproximadamente 12 meses
de edad. Se evaluaron en total ocho marcadores moleculares SSR sobre los progenitores
utilizados en este estudio y fueron seleccionados los oligonucleotidos TAA45 y cAGGO9
para la identificacion de hibridos en las dos poblaciones progenie. De un total de 40 y
43 individuos F1 procedentes de la cruza bidireccional entre “Colimex” X “Rosenberg”,
se lograron identificar 17 y 35 plantas hibridas, respectivamente. Los resultados indican
que los marcadores SSR son eficientes y confiables para la identificacion de hibridos de
limén mexicano.

PALABRAS CLAVE: Apomixis. Citricos. Marcadores moleculares. Microsatélites.

IDENTIFYING HYBRIDS OF Citrus aurantifolia X Citrus limon USING SIMPLE SEQUENCE
REPEATS (SSR) MARKERS

ABSTRACT: Apomixis is a type of asexual reproduction where the seeds formation
carries genetically identical embryos to the parent, constituting an obstacle in breeding
programs for many plant species, including citrus. The identification of hybrid plants is
carried out by morphological characters, isoenzymatic assays and molecular markers.
The latter have been used more frequently because of their accuracy, standind out the use
of random amplified polymorphic DNA (RAPD) and Simple Sequence Repeats (SSR). In
Mexican lime (C. aurantifolia) RAPD markers have only been used for hybrid identification,
so there are no reports that use SSR markers for this purpose. The aim of this paper
was to identify hybrids derived from controlled pollination between C. aurantifolia var.
“Colimex”xC. limon var. “Rosenberg” and its reciprocal using SSR molecular markers.
During the 2014-2016 years, leaves of lime trees of approximately 12 months of age were
collected. A total of eight SSR molecular markers were evaluated on the progenitors used
in this study and the TAA45 and cAGGO9 oligonucleotides were selected for the hybrids
identification in the two progeny populations. From a total of 40 and 43 F1 individuals from
the bi-directional cross between “Colimex”x“Rosenberg”, 17 and 35 hybrid plants were
identified, respectively. The results indicate that SSR markers are efficient and reliable for
the identification of Mexican lime hybrids.

KEYWORDS: Apomixis. Citrus. Microsatellites. Molecular markers.

1INTRODUCCION

Los citricos se desarrollan en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo. En México, la agroindustria citricola representa una de las mas importantes,
generando una derrama economica superior a los 375 millones de dolares (SIAP, 2016).
El mejoramiento genético de este cultivo constituye una actividad rutinaria que se lleva
a cabo en varios paises con el objetivo de mejorar la calidad de la fruta o conseguir

tolerancia a estrés bidtico y/o abiético (Tozlu et al., 1999; Mendoza-Rodriguez et al., 200f1;
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Machado et al., 2011; Omura y Shimada, 2016). Las especies del género Citrus presentan
poliembrionia y apomixis, que generan alteraciones en el proceso de reproduccion
sexual entre organismos vegetales, en el que multiples embriones se encuentran en
una semilla o donde varios embriones derivados del progenitor receptor del polen se
originan del tejido nucelar que rodea al embrion cigdtico (Koltunow et al., 1996; Kepiro
y Roose 2007). La mayoria de los citricos comerciales de todo el mundo se propagan
como arboles injertados con la variedad de interés en un portainjerto (Wutscher y Hill,
1995; Khan y Kender, 2007). La mayor parte de estos portainjertos son apomicticos, por
lo que si se requiere mantener la homogeneidad genética puede resultar ventajosa esta
condicion como un proceso de multiplicacion clonal. De esta forma, se pueden producir
plantas uniformes a partir de semillas a bajo costo. Por otra parte, cuando es deseable
generar variabilidad mediante recombinacion genética para la obtencion de hibridos, con
resistencia a enfermedades, por ejemplo, entonces la apomixis representa un obstaculo,
ya que las plantas resultan genéticamente idénticas al progenitor receptor del polen
(Khan y Kender, 2007). Para la identificacion de plantas cigéticas en citricos, se han
utilizado marcadores fenotipicos, los cuales se basan principalmente en la morfologia de
las hojas. Por otra parte, los ensayos isoenzimaticos y el empleo de la citometria de flujo
también se han utilizado como herramientas para realizar este tipo de andlisis (Anderson
et al,, 1991; Ruiz et al., 2000; Viloria et al., 2005), sin embargo, estas técnicas pueden
presentar algunas limitaciones. En la actualidad, el uso de la biologia molecular ha
permitido ampliar las herramientas utilizadas para la identificacion genética de especies
vegetales mediante el uso de marcadores moleculares, entre los cuales destacan los
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA) y SSR (Simple Sequence Repeat) por sus siglas en inglés (Bastianel et al., 1998;
Golein et al., 2011; Yildiz et al., 2013; Mondal y Saha, 2014; Mondal et al., 2015).

En Turquia se ha reportado el uso eficiente de los oligonucleétidos AG14 y TAAO3
de marcadores SSR para identificar y eliminar individuos nucelares en poblaciones de
hibridos, resultado de cruzamientos entre variedades de mandarinas (C. reticulata),
naranjas (C. sinensis) y toronjas (C. paradisi) (Yildiz et al., 2013). Recientemente en la
India se han empleado cuatro oligonucleétidos SSR con repeticiones AG: CCSM13,
CCSM17, CCSM18 y CCSM147 para identificar plantas cigoticas y nucelares en una
poblacion de C. reticulata (Mondal et al., 2015). En México, las especies de C. macrophylla
y C. volkameriana son comunmente utilizadas como portainjertos para la propagacion
y establecimiento de arboles de limén mexicano. En el afho 2004, Andrade-Rodriguez

et al. (2004), realizaron un estudio para determinar el origen cigotico o nucelar en C.
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volkameriana utilizando marcadores RAPD, obteniéndose resultados satisfactorios.
De la misma manera, en el caso del limén mexicano (C. aurantifolia), se han utilizado
exitosamente marcadores RAPD, destacando el uso del decamero OPH15 (Mondal
y Saha, 2014); sin que existan reportes en los que se haya empleado otro tipo de
marcadores moleculares, como los SSR.

En el programa de mejoramiento genético del INIFAP, se realizan rutinariamente
cruzas entre limones mexicanos (C. aurantifolia) y limones italianos (C. limon), ya que
se ha observado que la progenie presenta cierta tolerancia a la enfermedad bacteriana
del HLB (Huanglongbing o enfermedad del dragdn amarillo), la cual ocasiona uno de los
principales problemas fitosanitarios que afectan la productividad en la region del Pacifico
de México. A pesar de que existen muchos reportes para la identificacion de plantas
cigoticas en citricos utilizando marcadores moleculares, en México no se han reportado
estudios utilizando marcadores SSR para identificar plantas hibridas de C. aurantifolia.
Con el objetivo de establecer las variaciones en los hibridos derivados de la polinizacion
controlada entre C. aurantifolia var. “Colimex” X C. limon var. “Rosenberg” y su reciproca,

se realizo el presente trabajo con el uso de marcadores SSR.

2 MATERIALES Y METODOS
21 MATERIAL VEGETAL

Se colectaron hojas con apariencia sana de arboles de limoén de dos poblaciones
progenie para identificar individuos de origen cigotico y confirmar la condicion hibrida de
las plantas. La cruza C. aurantifolia (?) X C. limon (3 consistié de 40 individuos, mientras
que la cruza C. limon (?) X C. aurantifolia (&) la constituyeron 43 individuos. El muestreo
se realizo en arboles de 12 meses de edad, establecidos en campo dentro del programa
de mejoramiento genético de limon mexicano del INIFAP Campo Experimental Tecoman,

Colima, México, ubicado a 60 msnm.

2.2 EXTRACCION DE DNA GENOMICO

Se utilizé el método descrito por Bermudez-Guzman et al., 2016 con algunas
modificaciones. Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo a 4 °C y 13,500 rpm. Las
hojas de las plantas muestreadas se lavaron con agua y jabon corrientes. Enseguida se
pesaron aproximadamente 100-200 mg de tejido foliar y se pulverizaron en un mortero
conteniendo nitrogeno liquido y homogeneizados con 1 mL de solucién amortiguadora
CTAB [100 mM de Tris-HCI pH 8,50 mM de EDTA pH 8, 1.4 M de NaCl, 3% (p/v) de CTABy

1% (p/v) de PVP]. Posteriormente se adicionaron 10 yL de 2-B-mercaptoetanol concentrado
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y 5 uL de proteinasa K (20 mg/mL). Las muestras se incubaron durante 45 min a 65 °C
en bafo maria, se mezclaron por inversion cada 5-10 minutos, después se centrifugaron
durante tres minutos. La fase acuosa se recupero en un nuevo tubo y se agregd 5 pL
de RNasa A 10 mg/mL (Sigma Aldrich) a 37 °C durante 10 minutos. Posteriormente se
adicion6 un volumen de la solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld
vigorosamente usando un vortex y se centrifugaron durante 10 minutos. El sobrenadante
recuperado se coloco en tubos de 1.5 mL y el DNA se precipité con 0.6 volumenes de
isopropanol frio y 01 volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 a -20 °C durante 30 min.
La mezcla se centrifugd durante 10 min, el sobrenadante se decanto y el DNA se lavé con
500 pL de etanol al 70%; los tubos se centrifugaron durante 2 minutos, la fase acuosa se
decantd y se invirtieron los tubos sobre papel absorbente para retirar el exceso de etanol.
Los DNA se secaron a temperatura ambiente, resuspendidos en 80 pyL de amortiguador
TE (10 mM de Tris-HCI, 1mM de EDTA, pH,8) y finalmente, almacenados a -20 °C. 200 mg
de tejido foliar fueron pulverizados con nitrogeno liquido hasta.

2.3 CUANTIFICACION, PUREZA E INTEGRIDAD DEL DNA GENOMICO

La concentracion del DNA (ng/uL) se cuantificdé con un espectrofotémetro
(NanoDrop Thermo Scientific). La pureza se midid considerando las relaciones de
A260:280 y A260:230. La integridad de los acidos nucleicos se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa (Sigma Aldrich) al 1% cargando 5 pL de DNA gendémico
de cada muestra. El gel se tiid con Bromuro de etidio 10 mg/mL (Sigma Aldrich) y se

visualizé con luz ultravioleta en un fotodocumentador (UVP).

2.4 ANALISIS DE MARCADORES SSR

Los progenitores C. aurantifolia y C. limon se analizaron con ocho juegos de
oligonucleodtidos descritos por Kijas et al., (1997) (Tabla 1) para identificar aquellos
que generan polimorfismos diferenciales en ambas especies. Los oligonucleétidos
seleccionados se utilizaron para analizar las dos poblaciones progenie de C. aurantifolia
X C. limon y su reciproca. Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en un
volumen de 15 pL conteniendo 7.5 pL de REDTaq ReadyMixTM (Sigma Aldrich), 5 yL de
DNA genodmico (20 ng/uL), 1 uL de cada oligonucleotido y 0.5 yL agua grado molecular.
Las condiciones de amplificacion para la PCR se llevaron a cabo en un termociclador
MultiGene Labnet y fueron las descritas por Kijas et al., (1997) con algunas modificaciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C

por 30 sy 72 °C por 1 min. La extensién final fue de 72 °C por 10 min.
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Se utilizé la electroforesis vertical en gel de poliacrilamida bajo condiciones no
desnaturalizantes utilizando el sistema de dobles geles “PerfectBlue” (PeQlab). Se cargd
1 uL de marcador de peso molecular de 25 y 50 pares de bases (pb) (Bioline) y 3 pL del
producto de PCR de cada muestra. Los geles se prepararon en un volumen de 30 mL
conteniendo acrilamida/bis-acrilamida (29:1) al 6%, amortiguador TBE 1 X, 140 yL de APS
al 25%, 35 pL de TEMED y agua destilada estéril, después se corrieron a 200 V durante
50 minutos. Finalmente se tifieron con solucion de plata de acuerdo Sanguinetti et al.,
(1994) con algunas modificaciones: 10 minutos en solucion fijadora (10% de etanol y 0.5%
de &cido acético), 1 enjuague con agua destilada, 10 minutos en solucion de tincion (0.2%
de AgNOQ3), 1 enjuague con agua destilada, 10-15 minutos en solucién reveladora (3% de
NaOH y 0.5% de formaldehido) y un ultimo enjuague con agua destilada. Los geles se

visualizaron en un transiluminador con luz blanca para su analisis.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron ocho oligonucleotidos para detectar bandas diferenciales en
los progenitores C. aurantifolia y C. limon utilizados en el presente estudio (Tabla 1).
Los oligonucledtidos TAA45 y cAGGO9 se seleccionaron debido a que permitieron la
amplificacion de bandas polimoérficas de facil interpretacion; cuatro de los oligonucleoétidos
amplificaron mayormente bandas monomorficas no informativas y de baja resolucion,
por lo que no se utilizaron para la deteccion de hibridos en las poblaciones analizadas.
El iniciador TAA41 generd bandas muy difusas que no se registraron. Por otra parte, el
cebador TAA52 no permitid la amplificacion de algun segmento de DNA en las muestras
analizadas (Figura 1).

Los oligonucleotidos de la serie TAA descritos por Kijas et al. (1997) se han
utilizado ampliamente en la deteccion de hibridos entre cruzamientos de varias especies
de citricos como toronja (C. paradisi), naranjo trifoliado (C. trifoliata), naranjo dulce (C.
sinensis) y mandarina (C. reticulata) (Ruiz et al., 2000; Ahmad et al., 2012; Yildiz et al.,
2013; Mondal et al., 2015). Sin embargo, no hay reportes de su uso en limén mexicano (C.
aurantifolia) y limon italiano (C. limon), por lo que estos resultados constituyen el primer
reporte en estas especies para determinar su potencial como detectores de hibridos en
los programas de mejoramiento genético.

En las poblaciones de 40 y 43 individuos procedentes de las cruzas de C.
aurantifolia var. “Colimex” X C. limon var. “Rosenberg” y su reciproca, respectivamente,
se lograron detectar un total de 52 hibridos con los oligonucledtidos TAA45 y cAGG09
(Tabla 2). El marcador TAA45 amplificod dos alelos polimorficos, uno presente en “Colimex”
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y ausente en “Rosenberg” de aproximadamente 100 pb y otro presente en “Rosenberg”

y ausente en “Colimex” de 110 pb. Este ultimo fragmento en algunos geles se visualizd

como una Unica banda, sin embargo, se trataba de 3 bandas polimérficas con pesos

moleculares muy similares, por lo que en ocasiones no alcanzaban a separarse. En la
figura 2 A se observan los hibridos detectados con el marcador TAA45 (722, 724, 736,

742 y 828), el cual también amplificé otras bandas polimorficas que no se tomaron en

cuenta para la identificacion de hibridos debido a su baja resolucion.

Tabla 1. Oligonucleotidos SSR utilizados para detectar polimorfismos en C. aurantifolia'y C. limon.

No. Nombre del Secuencias (5’-3’) Total de Bandas
oligonucleétido amplicones  polimoérficas

1 TAA3 F-AGAGAAGAAACATTTGCGGAGC 0
R-GAGATGGGACTTGGTTCATCACG

2 CAC33 F-GGTGATGCTGCTACTGATGC 0
R-CAATTGTGAATTTGTGATTCCG

3 cAGGO09 F-AATGCTGAAGATAATCCGCG 4
R-TGCCTTGCTCTCCACTCC

4 TAA45 F-GCACCTTTTATACCTGACTCGG 5
R-TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG

5 TAA41 F-AGGTCTACATTGGCATTGTC -
R-ACATGCAGTGCTATAATGAATG

6 TAA15 F-GAAAGGGTTACTTGACCAGGC 0
R-CTTCCCAGCTGCACAAGC

7 TAA52 F-GATCTTGACTGAACTTAAAG 0
R-ATGTATTGTGTTGATAACG

8 TAAO1 F-GACAACATCAACAACAGCAAGAGC 2

R-AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC

Figura 1. Evaluacion de oligonucleétidos de marcadores SSR a partir de DNA de progenitores. C: Citrus aurantifolia
var. “Colimex”. R: Citrus limon var. “Rosenberg”. MPM: Marcador de Peso Molecular 25 y 50 pb (Bioline).

MPM
25 pb
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El iniciador cAGG0O9 amplifico cuatro bandas polimoérficas en las poblaciones
analizadas, con pesos moleculares aproximados de 90, 100, 110 y 170 pb. En ambas
poblaciones, con este marcador, se amplificd una banda monomorfica de 80 pb no
informativa. Los hibridos de “Colimex” se identificaron por los alelos de 90 y 170 pb
(Figura 2 B, carriles 722, 724, 736, 738 y 742), los cuales estan presentes en “Rosenberg”
(donador del polen) y ausentes en “Colimex” (receptor del polen).

De manera similar, los hibridos de “Rosenberg” se identificaron por los alelos de
105 y 115 pb, los cuales estan presentes en “Rosenberg” y ausentes en “Colimex”. En este
sentido, se considera que un hibrido puede ser determinado identificando un solo locus
codominante para el cual los progenitores no comparten alelos, es decir, cruzas de la
configuracion aa x bb, ab x cc 0 ab x cd. También se pueden usar marcadores dominantes,
como RAPD e ISSR, si el progenitor receptor del polen es 00 (banda ausente) y el donador
del polen es 11 (banda homocigotica presente) (Kepiro y Roose, 2007).

Figura 2. Perfiles electroforéticos obtenidos con los oligonucledtidos TAA45 (A) y cAGGO09 (B). MPM: Marcador
de Peso Molecular 25 pb (Bioline). ?: Planta receptora de polen. &: Planta donadora de polen. C: C. aurantifolia var.

“Colimex”. R: C. limon var. “Rosenberg”. N: origen nucelar. C: origen cigotico (hibridos). Los nimeros corresponden
a diferentes muestras progenie.
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Sin embargo, la confirmacion con un segundo locus es siempre deseable para

confirmar la condicion hibrida del individuo, lo cual se realizo en el presente trabajo con
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el uso de los marcadores TAA45 y cAGGO09, cuyos polimorfismos de cada progenitor
segregaron en la descendencia segun la poblacion correspondiente.

Los marcadores SSR constituyen una herramienta util para el estudio de la
diversidad genética de los citricos por su eficacia e informacion que generan (Amara et
al., 2011; Biswas et al., 2011). Su empleo para la deteccion de hibridos (Ruiz et al., 2000;
Oliveira et al., 2002; Ahmad et al., 2012; Yildiz et al., 2013; Mondal et al., 2015) resulta
mas practico, efectivo y ventajoso, debido a que los trabajos que utilizaron RAPD e
ISSR (Bastianel et al., 1998; Andrade-Rodriguez et al., 2004; Golein et al., 2011) por lo
general obtienen una gran cantidad de bandas monomoérficas no informativas que pueden
dificultar el analisis de los datos. Los RAPD e ISSR, al ser marcadores dominantes no
permiten diferenciar individuos heterocigotos a diferencia de los SSR que son marcadores
codominantes. Ademas, los RAPD presentan una baja reproducibilidad, ya que pequehas
modificaciones en la técnica tales como concentracion de DNA molde, grado de purezay
fidelidad de la enzima DNA polimerasa, entre otros factores, pueden alterar el patrén de
fragmentos amplificados de DNA generados para una muestra. Adicionalmente, los RAPD
no son locus-especificos, por lo que perfiles electroforéticos de bandas no pueden ser
interpretados en términos de loci y alelos, y fragmentos de tamaro similar pueden no ser
homologos (Martinez et al., 2010; Kumari y Thakur, 2014).

En este estudio se realizaron cruzamientos bidireccionales de C. aurantifolia X
C. limon, obteniéndose un 42.5% de plantas hibridas cuando se utilizé a “Colimex” como
receptor del polen, y un 81.4% cuando se empled a “Rosenberg” con el mismo propdsito
(Tabla 2). Las toronjas, naranjas y mandarinas presentan mas de un 90% de embrionia
nucelar, dependiendo de la variedad. En limon mexicano, la proporcion de plantulas
nucelares es de 78%, mientras que para los limones italianos es de 32-33% (Frost y Soost,
1968). Los resultados de este trabajo presentaron porcentajes ligeramente inferiores,
575 y 18.6% de embrionia nucelar en “Colimex” y “Rosenberg”, respectivamente. Estos
valores mas bajos a los reportados previamente podrian deberse a factores nutricionales,
asi como a la interaccion genotipo-ambiente (Kepiro y Roose 2007).

Tabla 2. Origen cigotico o nucelar de las poblaciones de C. aurantifolia X C. limon y su reciproca mediante analisis
SSR utilizando dos pares de oligonucleotidos. C: cigético. N: nucelar. I: Indeterminado.

C. aurantifolia (?) X C. limon (3) C. limon (%) X C. aurantifolia ()
No.  Muestra cAGG9 TAA45 No. Muestra CcAGG9 TAA45
1 722 C C 1 770 N C
2 724 C C 2 773 N N
3 729 N I* 3 783 C C
4 731 N N 4 787 C C
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C. aurantifolia (?) X C. limon () C. limon (?) X C. aurantifolia (s)

No.  Muestra cAGG9 TAA45 No. Muestra cAGG9 TAA45
5 736 C C 5 789 C C
6 737 N N 6 795 N N
7 738 C N 7 797 C C
8 742 C C 8 799 C C
9 820 N N 9 810 C C
10 827 N N 10 811 C C
1 828 C C 1 812 C C
12 829 N C 12 813 N C
13 743 N N 13 814 C N
14 745 C N 14 815 C C
15 747 N N 15 816 C C
16 748 C I* 16 817 C C
17 750 C N 17 818 C C
18 752 C C 18 819 C C
19 754 N N 19 821 N N

20 761 N N 20 825 N N
21 788 N N 21 840 C N
22 790 C C 22 841 C C
23 794 C C 23 842 N N
24 796 N N 24 843 C C
25 798 N I* 25 844 C N
26 800 N N 26 845 C C
27 804 N N 27 846 N N
28 766 N N 28 847 C C
29 767 C C 29 848 C C
30 7 N N 30 849 C C
31 775 C N 31 850 C C
32 776 N N 32 851 C C
33 778 N N 33 852 C C
34 780 N N 34 723 C C
35 781 C C 35 730 C N
36 784 C C 36 734 C C
37 831 N N 37 739 C N
38 833 N N 38 744 C C
39 838 N N 39 746 C C
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C. aurantifolia (?) X C. limon () C. limon (?) X C. aurantifolia (s)

No.  Muestra cAGG9 TAA45 No. Muestra cAGG9 TAA45

40 839 C C 40 749 C C

- - - - M 751 C C

B - - o 42 755 C C

- - - - 43 760 C C
No. plantas cigéticas 17 (425%) 13 (32.5%) 35(81.4%) 32 (74.42%)
No. plantas nucelares 23 (57.5%) 24 (60%) 8 (18.6%) 11 (25.58%)

*I: No amplificod o presento barrido el carril del gel.

En este estudio se consideraron como hibridos aquellos individuos con
origen cigotico, ya que las polinizaciones se controlaron, evitdndose eventos de
autofecundacion. Ambos marcadores, cAGGO9 y TAA45, coinciden en un 80 y 83.72%
en las plantas determinadas como hibridos para las poblaciones de C. aurantifolia X C.
limon y su reciproca, respectivamente. Las muestras en las que ambos marcadores no
coincidieron con el origen cigético o nucelar de la progenie, se considero el resultado del
oligonucleotido cAGGO09 debido a que amplifico bandas polimorficas bien definidas.

Por otro lado, se ha comparado la eficacia de las isoenzimas y marcadores SSR
para detectar hibridos, concluyendo que los marcadores moleculares son mas eficientes
para este fin. En esta misma investigacion utilizaron los oligonucleétidos empleados
en este trabajo: TAA41 y TAA45 obteniendo polimorfismos que permitieron identificar
el origen cigoético en poblaciones de C. reticulata X C. sinensis y autopolinizacion de
Poncirus trifoliata (Ruiz et al., 2000). Aungue en el presente trabajo el uso del iniciador
TAA41 amplifico patrones de bandas difusas no informativas. En otro estudio, combinaron
el empleo de marcadores morfologicos asistido por marcadores moleculares SSR de
la serie CCSM para detectar hibridos derivados de C. reticulata y C. sinensis (Oliveira
et al,, 2002). Sin embargo, Unicamente confirmaron la condicion hibrida de las plantas
detectadas por morfologia, por lo que queda en duda la posible existencia de mas
individuos con origen sexual que pudieran ser detectados por los marcadores SSR.
Por su parte Ahmad et al. (2012) emplearon los iniciadores: TAA15, TAA27, TAA33 y
otros mas de la serie CCSM para detectar hibridos en tres poblaciones F1 de varias
cruzas de naranjas y mandarinas, logrando detectar 23 y 5 hibridos de las cruzas de las
variedades “NARC 05-18” X “Tarocco” y NARC 05-17 X “Sanguinello”, respectivamente.
Adicionalmente, identificaron 35 hibridos mas de “Kinnow” X "Tarocco” con el marcador
CCSM147. Yildiz et al., (2013) utilizaron los iniciadores TAAO1, TAA3, TAA41, TAA45,
TAA52, CAC33 y cAGGO09 para detectar hibridos en varias poblaciones empleando
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como receptores del polen a las mandarinas y realizando cruzamientos con naranjas y
toronjas. De los 500 individuos que constituian las progenies de las diversas cruzas, los
iniciadores AG14 y TAA3 fueron los mas efectivos para identificar individuos cigoéticos.
Las mandarinas “Fremont” y “Robinson” produjeron 36.91y 31.09% de plantas nucelares,
respectivamente. Finalmente, Mondal et al. (2015) recientemente hicieron uso de
los oligonucleotidos TAA15, TAA27 y TAA33 para detectar hibridos de C. reticulata y
reportaron que ninguno de estos iniciadores permitio la identificacion del origen sexual
en la progenie evaluada, por lo que recurrieron a los iniciadores de la serie CCSM para
su identificacion. A pesar de que los marcadores SSR proveen informacion util para la
identificacion de plantas hibridas en diferentes especies de citricos, para este propodsito
se requiere de la implementacion de técnicas como Tecnologia de Diversidad por
Arreglos (DArT, “Diversity Array Technology”), Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP,
“Single Nucleotide Polymorphism”) o Fusion de Alta Resolucion (HRM, “High Resolution

Melt”), sin embargo, actualmente resultan muy costosas.

4 CONCLUSIONES

Los marcadores SSR permitieron la identificacion eficiente de plantas cigoticas
y nucelares en poblaciones progenie de limon mexicano “Colimex” y limon italiano
“Rosenberg”. Con el uso del cebador cAGGO09 se identificod la amplificacion de 4 alelos
polimorficos, suficientes para determinar el origen sexual de las plantas de limén
mexicano; sin embargo, la confirmacion con un segundo locus es siempre deseable para
confirmar la condicién hibrida de los individuos.

Se lograron identificar un total de 52 hibridos en las poblaciones de las cruzas
C. aurantifolia (?) X C. limon (3) y C. limon (?) X C. aurantifolia (). Ademas, los hibridos
identificados pueden ser infectados con HLB en condiciones de campo para determinar

el nivel de tolerancia a la enfermedad.

5 PERSPECTIVAS

Con los datos generados en este trabajo se pueden aprovechar los fragmentos
amplificados con los oligonucleotidos TAA45 y cAGGO9 para ser purificados del gel de
poliacrilamida y secuenciarse. Conocer la secuencia de nucledtidos de los fragmentos
polimorficos permitira realizar un andlisis BLAST en la base de datos de NCBI para conocer
con que funciéon bioldgica estan relacionados. Paralelamente, al conocer la secuencia
de nucledtidos se podran disefar oligonucledtidos especificos para su amplificacion por

PCR y posterior visualizacion en geles de agarosa, los cuales consumen menor tiempo y
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son mas econdémicos en comparacion con los geles de poliacrilamida para los marcadores
SSR. De esta forma, la presencia o ausencia estos alelos PCR especificos podra indicar
la condicidn cigotica o nucelar de las muestras de una manera mas practica dentro del

programa de mejoramiento genético del limon mexicano del INIFAP.
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