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IDENTIFICACION, CARACTERIZACION MORFOLOGICA, MOLECULAR Y POR
NIVEL DE PLOIDIA DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS DE LIMON MEXICANO

Silvia Heréndira Carrillo Medrano, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN
El desarrollo de variedades tolerantes mediante hibridaciones interespecificas e
intergenéricas puede ayudar a enfrentar y reducir los impactos de enfermedades
gue amenazan al cultivo de limén mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle].
La identificacion temprana de plantas hibridas permitir4 eficientar los trabajos en el
programa de mejoramiento genético de este citrico. El objetivo del estudio fue
identificar, caracterizar morfolégica, molecular y por nivel de ploidia hibridos
interespecificos de limén mexicano. Para la identificacion de hibridos se utilizaron
algunos caracteres morfoldgicos presentes en los progenitores, como presencia
de antocianinas en brotes tiernos, yemas vegetativas y botones florales, hojas
compuestas y coriaceas de mayor espesor y glandulas de aceite abultadas. Las
plantas de cruzas entre genotipos 2x X 4x y su reciproca con caracteristicas de
poliploidia, se sometieron al analisis de citometria de flujo. De las 326 plantas
analizadas, 132 (55.85%) se identificaron como plantas triploides. Se utilizé la
técnica de marcadores genéticos denominados microsatélites (SSR). Los
iniciadores utilizados fueron TAA41, TAA45, cAGGY9 y TAA52. Los cuatro
iniciadores permitieron la identificacion de plantas hibridas, sin embargo, los
iniciadores TAA45 y cAGG9 lograron identificar el mayor nimero de plantas
hibridas con 145 y 130 respectivamente. En general todas las plantas que
resultaron hibridas comparten caracteres morfoldégicos, aunque no esta claro como
se heredan algunas de esas caracteristicas, pues cuando se cruzan se crean
nuevas combinaciones genéticas donde segregan y se recombinan de manera

aleatoria sus alelos y generan una gran diversidad de fenotipos.
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IDENTIFICATION, MORPHOLOGICAL, MOLECULAR AND PLOIDY LEVEL OF
INTERSPECIFIC HYBRIDS OF MEXICAN LIME

Silvia Heréndira Carrillo Medrano, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015
ABSTRACT
The development of tolerant varieties through interspecific and intergeneric
hybridizations can help to address and reduce the impact of diseases threatening
the production of Mexican lime [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle]. Early
identification of hybrid plants will enable more efficient work in the breeding
program of this citrus. The objective of the study was to identify, characterize
morphologicaly and moleculary and ploidy level of interspecific hybrids of Mexican
lime. For identification of hybrids some morphological characters present in the
parents, as presence of anthocyanins in shoots buds and vegetative buds, leaves
composed and leathery thicker and oil glands bulky were evaluated. Plants cross
between genotypes 4x x 2x and their interaction with polyploidy characteristics, the
flow cytometric analysis were subjected. Of the 326 plants analyzed, 132 (55.85%)
were identified as triploid plants. The technique of genetic markers called
microsatellites (SSR) was used. The primers used were TAA41l, TAA45, cAGG9
and TAAG2. All primers allowed the identification of hybrid plants, however, cCAGG9
and TAA45 identified most hybrids plants 145 and 130 hybrids respectively. In
general, all hybrid plants shared morphological characters, though it is unclear how
some of these characteristics are inherited, because when they cross new genetic
combinations are segregated and recombined randomly their alleles thus creating

and generating great diversity of phenotypes.

Key words: microsatellites, Citrus aurantifolia, HLB, VTC, anthracnose
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|. INTRODUCCION
En la region del Pacifico mexicano se cultivan aproximadamente 81,221.9 ha con
limén mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle]. Los principales estados
productores son Colima, Oaxaca y Guerrero. La produccién anual de fruta es
superior a 1.04 millones de toneladas con un valor estimado de 3,371 millones de
pesos (SIAP, 2013). Esta agroindustria genera una gran cantidad de empleos para
diversas actividades que se desarrollan ya sea en el campo, en las empacadoras,
la industria, el transporte y la comercializacion de fruta o subproductos. Ademas
existe un gran numero de viveros dedicados a la produccion de plantas de citricos
y proveedores de insumos para los distintos eslabones de esta cadena productiva,

gue se benefician con este cultivo.

En los ultimos afos el cultivo del limén mexicano se encuentra seriamente
amenazado por la llegada de enfermedades que ponen en riesgo su permanencia
como la actividad agricola mas importante para el estado de Colima y de gran
relevancia para los estados de Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Destaca la
antracnosis (Colletotrichum acutatum), tristeza de los citricos (VTC) y el
huanglongbing (HLB). El desarrollo de variedades tolerantes puede ayudar a
enfrentar y reducir los impactos de estas enfermedades. El programa de
mejoramiento genético de limén mexicano del INIFAP-Tecoman ha generado
plantas hibridas interespecificas e intergenéricas, en la busqueda de genotipos
con resistencia 0 mayor tolerancia a estas enfermedades y de esta forma

preservar el cultivo de limén mexicano en el pais.

Reportes indican que al cruzar genotipos de citricos diploides (2x) con genotipos
tetraploides (4x) es posible obtener segregantes triploides (3x) (Cameron y
Burnett, 1978; Cameron y Soost, 1969; Esen y Soost, 1972; Oiyama, 1991,
Starrantino y Recupero, 1982). Las evidencias mas recientes de variedades
triploides de citricos obtenidas por hibridacion sexual interploide son las
variedades de toronja (C. paradisi Macf.) 'Oro Blanco' y 'Melogold' que fueron

desarrolladas en California (Soost y Cameron, 1980; 1985). Al igual que la



mayoria de los citricos, el limén mexicano es diploide (2x). Aunque también se
cuenta con genotipos tetraploides (4x). Al cruzar esta especie via hibridacién
sexual con genotipos tetraploides (2n = 4x) que contengan caracteristicas de
tolerancia a los problemas sanitarios antes mencionados es posible generar

variedades triploides sin semillas tolerantes a esos problemas.

El mejoramiento convencional tiene importantes limitaciones debido a la compleja
biologia reproductiva de estas especies. La mayoria de los genotipos de citricos
son apomicticos y desarrollan embriones adventicios directamente de las células
nucelares los cuales limitan o excluyen el desarrollo de embriones cigéticos,
(Kobayashi et al., 1979; Ruiz et al., 2000). El rescate oportuno y germinacion in
vitro de embriones inmaduros permite obtener poblaciones de plantas entre las
que se encuentran genotipos de origen hibrido. La identificacion temprana de las
plantas hibridas es de gran importancia, ya que evita el manejo y mantenimiento

de plantas no hibridas, lo que resulta en ahorro de esfuerzo y recursos.

Por lo anterior la identificacion de los embriones hibridos sexuales pueden requerir
andlisis adicionales, tales como la citologia, citometria de flujo, isoenzimas, o
andlisis molecular (Tusa et al.,, 2002). Los marcadores moleculares son
herramientas muy utiles que ayudan a los mejoradores de plantas a hacer frente a
éste y otros temas: permiten el estudio de la variacién genética, la bausqueda de
nuevas fuentes de genes de importancia agrondmica, la identificaciéon de los
cultivares y manejo eficiente de las generaciones segregantes en programas de
mejoramiento genético a través de la ayuda de marcadores de seleccion (Asins et
al., 1998).

La citometria de flujo desarrollada para la investigacion médica es ahora
ampliamente utilizada para el analisis del contenido de ADN de las plantas
(Arumuganathan y Earle, 1991a, b). El interés de la citometria de flujo para el
analisis de la ploidia de citricos y para el mejoramiento de poliploides fue
enfatizado por Ollitrault y Michaux-Ferriere (1992). Desde esa fecha, esta técnica



ha abierto una nueva via para la manipulacion de la ploidia de citricos. La
citometria de flujo se utliza ahora como una herramienta de rutina para el

mejoramiento de citricos, tanto para las progenies sexuales o hibridos somaticos.

La seleccion morfolégica se basa en la deteccidén de variaciones fenotipicas en el
hibrido al compararlo con los progenitores (Lindsay et al., 1995; Cheng et al.,
2004). Algunas caracteristicas, como el tipo de crecimiento (tallo erecto, tallo
rastrero o semirastrero) y color de la flor, han sido utilizadas para este fin (Mendis
et al., 1991).

Del programa de mejoramiento genético de limén mexicano mediante hibridacion
convencional y asistida por el rescate y germinacion in vitro de embriones
inmaduros que lleva a cabo el INIFAP, en Colima, se generé una poblacién de
cerca de 2,500 plantas. Esta pendiente la identificacion y seleccién de hibridos

para poder avanzar en el proceso de mejoramiento varietal.

Por lo anterior en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Identificar, caracterizar morfolégica, molecular y por nivel de ploidia, plantas hibridas
generadas de cruzamientos interespecificos e interploides entre limén mexicano
con limones italianos, citranges e hibridos somaticos entre citranges y naranjo

dulce.
Objetivos especificos

1. Identificar mediante marcadores morfoldgicos, citometria de flujo y marcadores
moleculares las plantas hibridas generadas de cruzamientos entre limén mexicano
con limones italianos, citranges e hibridos somaticos entre citranges y naranjo

dulce.



2. Caracterizar morfolégicamente las plantas hibridas generadas de cruzamientos
entre limén mexicano con limones italianos, citranges e hibridos sométicos entre

citranges y naranjo dulce.

La hipotesis del trabajo con la cual se desarrollo la investigacion fue:

Los marcadores moleculares permiten hacer la identificacion rapida y eficiente de
progenies hibridas de cruzamientos entre limén mexicano con otros citricos Yy
junto con los marcadores morfolégicos permiten hacer la caracterizacion genética

de los hibridos generados.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Mejoramiento genético

Desde tiempos remotos, el mejoramiento genético de plantas es considerada
como un arte y una ciencia que ha permitido incorporar caracteristicas de interés
en las plantas cultivadas (Robles-Gonzales et al., 2015). Este arte fue desarrollado
tiempo antes de que se conocieran las leyes de la herencia biologica (Acquaah,
2007). Con los principios de la genética se fomento el crecimiento y evolucion de
este arte y se transformo6 en una tecnologia basada en la ciencia y que ahora es
fundamental para el desarrollo de los programas de mejoramiento genético de los
cultivos (Jauhar, 2006).

El secreto del proceso fundamental de mejoramiento genético es el cambio
adaptativo por sustitucion alélica bajo seleccién. La mutacion, la hibridaciéon
interespecifica y la transgénesis pueden aportar nuevos caracteres a la diversidad
de un cultivo, no obstante el proceso fundamental, luego que tales caracteres son
incorporados al germoplasma, no se modifica. La mejora genética de un
organismo se basa en la capacidad de lograr una tarea especifica o hacer una

funcion precisa (Giudici et al., 2005).

2.2 Mejoramiento de Citricos

De acuerdo con Ollitrault y Navarro (2012) los cultivares existentes de naranja
dulce (C. sinensis L. Osbeck), limon (C. limon (L.) Burm), clementinas (C.
clementina hort. ex Tanaka), satsumas (C. unshiu (Mak.) Marc.) y toronjas se han
seleccionado de mutaciones espontaneas o inducidas, mientras que la seleccion
de mutantes y mejoramiento sexual han permitido avanzar en el progreso varietal
de mandarinas. La mayoria de los cultivares de citricos son el resultado de la
seleccion de mutaciones espontaneas identificados en campo. La calidad del fruto

(tamafio, color, ausencia de semillas) y la extension de la temporada de cosecha



son los principales objetivos de seleccion. Nuevos cultivares obtenidos por este
método, son liberados constantemente, principalmente en clementinas satsumas y
naranjas dulces, sobre todo del grupo 'navel'. Mutantes inducidos de mandarinas
(C. reticulata Blanco) principalmente sin semillas se han liberado recientemente en
Israel (Moreno et al., 2008) y los EE.UU.

La seleccién de algunos cultivares interesantes entre mandarina x hibridos de
pomelo los tangelos (‘Nova', 'Orlando', 'Minneola',) e hibridos de mandarinas
('Fairchild', 'Fremont', 'Fortune, 'Kara', 'Kinnow', 'Wilking' y 'Honey'), fueron
desarrollados en el viejo proyecto de mejoramiento sexual de mandarina realizado
en EE.UU. (Frost 1948).La variedad 'Kinnow' es muy importante para el
subcontinente de la India y Pakistan. El cultivar Fortune, presenta maduracion
tardia, pero no ha mostrado un éxito total en algunas zonas templadas, debido a

su alta susceptibilidad a Alternaria alternata pv. Citri (Ollitrault y Navarro 2012).

Ollitrault y Navarro (2012), indican que los hibridos naturales han sido una fuente
importante de nuevos cultivares. La primera en aparecer fue 'Clementina’ (C.
clementina hort. ex Tanaka) a principios del siglo pasado en el jardin de un
orfanato en Argelia, como una cruza natural entre mandarina y naranja dulce. Las
clementinas son ahora las principales mandarinas cultivadas en la zona
mediterranea, en varios paises de América y Sudafrica. Otros hibridos de
importancia son las mandarinas 'Ponkan’, cultivada ampliamente en los paises
asiaticos y Brasil, 'Murcott' cultivada en Florida y Brasil el 'Imperial' y 'Ellendale’
descubiertas en el siglo XIX en Australia, y el tangor 'Ortanique’ (C. reticulata x C.
sinensis), descubierto en Jamaica en 1920. Un hibrido natural mas reciente que
esta alcanzando un desarrollo comercial significativo por su maduracion tardia es
la mandarina 'Afourer' o 'Nadorcott' probablemente un hibrido entre 'Murcott' y una

mandarina, descubierta en Marruecos.

Con respecto a los cultivares triploides sin semillas, estos han sido liberados en

Italia, EE.UU., Japd6n, y Espafia. Ejemplo de estos son el cultivar 'Tacle'



(Starrantino, 1999), un tangor que se obtuvo en Sicilia cruzando al diploide
'‘Clementina' con la naranja dulce 'Tarocco'. autotetraploide. Otros hibridos
triploides de Tangor y mandarinas asi como algunos tipos de limén, se han
publicado recientemente por el mismo grupo (Russo et al., 2004). En California se
liberaron tres hibridos triploides de mandarina de media y finales de temporada
(Williams y Roose 2004). En Japon, un hibrido triploide de C. sudachi obtenido de
una cruza de un diploide y un genotipo tetraploide se ha presentado para su
registro (Tokunaga et al., 2005). En Espafia se han registrado 13 hibridos
triploides obtenidos de cruzas 2x X 2x usando mandarina Fortuna’ como
progenitor femenino y dos de ellos ya fueron liberados para su propagacion
comercial (Navarro et al., 2006; Aleza et al., 2010b; Cuenca et al., 2010).

Los programas de mejoramiento en citricos estan dirigidos principalmente a
mejorar el color de la fruta, tamafio, forma, sabor, y el rendimiento, asi como a la
obtencion de variedades con bajo contenido de semillas, facil pelado y resistencia
a factores bidticos y abioticos. El objetivo principal de mejoramiento de cultivares
varia segun las especies y localidades (Pensabene, 2009). Entre los métodos de
mejoramiento genético empleados destacan: la mutagénesis inducida, hibridacion

somatica, y la hibridacién sexual.

2.2.1 Mutantes o variantes naturales e inducidos

La seleccion de mutantes espontaneos es el método mas antiguo del
mejoramiento de citricos. La mayoria de las variedades cultivadas en todo el
mundo se han obtenido mediante este proceso. Espafia, Marruecos y Coércega
han desarrollado clementinas con periodos de produccion prolongados, mayor
tamafio y color del fruto. En Japdn, la diversificacion de la mandarina Satsuma (C.
Unshiu), naranjas dulces limones y pomelos se han desarrollado por este método.
Las mutaciones en los meristemos pueden conducir a la formacion de quimeras

como se ha reportado en algunos pomelos rojos o rosas, naranja dulce Shamouti,



y algunos limones Algunas quimeras variegadas son de interés para fines

ornamentales (Ollitrault y Navarro 2012).

La mutagénesis inducida para el mejoramiento de cultivos se ha utilizado en varias
ocasiones desde 1935. La irradiacion gamma ha sido el método mas comudn. Se
puede inducir una amplia gama de mutaciones (puntuales, rompimiento y rearreglo
de cromosomas). Este ultimo es particularmente interesante para la seleccion de
fruta sin semilla (Hearn 1984) debido a translocaciones e inversiones que pueden
causar esterilidad. Roose y Williams (2007) recomiendan la exposicién de injertos
de 30 a 50 Gy para inducir mutantes sin semillas. Ejemplos clasicos de cultivares
obtenidos por los programas de irradiacion son el pomelo, 'Star Ruby' de pulpa
roja obtenida por irradiacion de semillas de pomelo Hudson (C. paradisi Macf.)
(Hensz, 1971) y mas recientemente la seleccion de mandarina 'Murcott' (C.
reticulata Blanco) llamada 'Mor', producida por la mutacién de yemas (Vardi et al.,
1993) y la mandarina sin semilla 'Tango' producida por irradiaciéon de yemas de
'‘Afourer' (Nadorcott) (Roose y Williams 2007). En Espafa, irradiando apices de
clementina (C. clementina hort. ex Tanaka) 'Clemenules’ se obtuvo la variedad
'Nulessin' (Asins et al., 2002), se caracteriza por una fertilidad reducida. La
variacion somaclonal se ha utilizado con éxito en Florida para el mejoramiento de
naranja dulce (Grosser et al., 2007), esto con el objetivo de extender el periodo de
cosecha, mejorar las caracteristicas de calidad y reducir el contenido de semillas

en la fruta.

2.2.2 Hibridaci6én somatica

La hibridacién somatica a partir de la fusion de células o de protoplastos derivados
de células somaticas, surgid hace unos 30 afios como una herramienta muy
promisoria para sortear problemas de incompatibilidad precigética (Polci y
Friedrich, 2010) entre especies y géneros, proporcionando asi una alternativa
biotecnolégica eficiente para el mejoramiento de cultivos (Bajaj, 1994). Desde el

primer informe de éxito en la hibridacién somatica en tabaco (Carlson et al., 1972),



durante los ultimos 40 afios, cientos de informes se publicaron para extender los
procedimientos a géneros de plantas adicionales y evaluar el potencial de la
utilizacion de hibridos somaticos en muchos cultivos incluyendo citricos (Grosser y
Gmitter, 2011). El primer hibrido somético entre C. sinensis (L.) Osb y P. trifoliata
se obtuvo por Ohgawara et al. (1985). A partir de eso, cientos de hibridos
somaticos alotetraploides se han producido tanto para el mejoramiento de
variedades de copa como para portainjerto (Grosser y Gmitter, 1990, 2005;
Grosser et al., 2000). La hibridacién somatica ha demostrado ser una herramienta
clave para generar progenitores alotetraploides para su uso posterior en cruzas
interploides y de esa forma obtener triploides sin semilla de mandarinas pomelos

toronjas limas y limones (Grosser y Gmitter, 2005, 2009; Viloria y Grosser, 2005).

2.2.3 Hibridacién interploide

Se le conoce como hibridacion Interploide, a la cruza entre dos genotipos con
diferentes niveles de ploidia del mismo o diferente género o especie (Bauer,
2006). Esta, es una herramienta util para la introduccion de rasgos genéticos en el

desarrollo de nuevos cultivares y mejoramiento de los mismos (Van et al., 2005).

Las cruzas interploides proporcionan un medio para aumentar la heterocigosidad
por la poliploidizacién sexual en comparaciéon con la asexual inducida (Yan et al.,
1997, Beuselinck et al., 2003). A pesar de esto, la hibridacion interploide se ha
reportado en pocos cultivos, incluidos los citricos (Jaskani et al., 2005, Recupero
et al., 2005), uvas (Park et al., 2002), y platano (Pillay et al., 2006; Jenny et al.,
2003) con el objetivo de producir frutos sin semilla. También se reportan en
plantas ornamentales para obtencion de nuevas caracteristicas de flor y follaje
(Van et al., 2005; Olsen y Ranney, 2006; Sakay et al., 2008).

La hibridacion sexual interploide es una de las lineas de investigacion que se esta
abordando en programas de mejoramiento genético de paises productores de
citricos (Ollitrault et al., 2002; Tusa et al., 1996; Navarro et al., 2002; Grosser et



al., 2000; Grosser y Gmitter, 2005). Esta alternativa gana mayor fuerza por la
riqueza de los hibridos somaticos alotetraploides que se estan produciendo por la
hibridacibn somética (Grosser et al., 2000) y que pueden ser utilizados como

progenitores en los nuevos cruzamientos (Khan y Grosser, 2004).

Actualmente existen programas de mejoramiento genético de citricos en varias
partes del mundo y sus trabajos estan enfocados principalmente a la generacion
de variedades de fruta sin semilla o produccion de genotipos para uso como
portainjertos pero que integren ademas de buena compatibilidad con las
variedades, tolerancia a patégenos y adaptacion a suelos con salinidad vy
carbonatos de calcio (Grosser et al., 2000; Ollitrault et al., 2000; Ollitrault et al.,
2002; Tusa et al., 1996; Navarro et al., 2002; Grosser y Gmitter, 2005; Cristofani et
al., 2002; Shi-Ping et al., 2009; Liu y Deng, 2007; Soares-Filho, 2007).

Las cruzas interploides, ya sea dilpoide x tetraploide o su reciproca se estan
utilizando cada vez mas en los citricos para generar hibridos sin semillas (Oiyama
y Kobayashi, 1990; Roose y Williams, 2000; Startino, 1992; Tusa et al., 1996).
Algunos reportes indican que al cruzar genotipos de citricos diploides (2x) con
genotipos tetraploides (4x) es posible obtener segregantes triploides (3x)
(Cameron y Burnett, 1978; Cameron y Soost, 1969; Esen y Soost, 1972; Oiyama,
1991, Starrantino y Recupero, 1982). Las evidencias mas recientes de variedades
triploides de citricos obtenidas por hibridacibn sexual interploide son las
variedades de toronja, 'Oro Blanco' y 'Melogold' que fueron desarrolladas en
California (Soost y Cameron, 1980; 1985). Al igual que la mayoria de los citricos,
el limén mexicano es diploide (2x), pero se cuenta con genotipos tetraploides (4x).
Al cruzar esta especie via hibridacion sexual con genotipos tetraploides (2n = 4x)
gue contengan caracteristicas de tolerancia a problemas fitosanitarios es posible

generar variedades triploides sin semillas tolerantes a esos problemas.
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2.2.4 Importancia de los citricos triploides

Todas las especies de citricos diploides cultivadas derivan de cuatro taxones (C.
reticulata, C. maxima, C. médica y C. micrantha) (Barkley et al., 2006; Bayer et al.,
2009.; Froelicher et al., 2011; Nicolosi et al., 2000;). El interés por las variedades
de citricos tetraploides fue provocado por la estrategia de desarrollar cultivares
triploides sin semilla, al cruzar genotipos diploides con genotipos tetraploides
(Esen y Soost, 1972; Ollitrault et al., 2008; Zhu et al., 2008).

Dicho interés surgié debido al nUmero excesivo de semillas que presentan algunos
citricos y que estaba siendo inaceptable en los mercados internacionales (Jin-Hu y
Mooney, 2002). Por lo tanto, la importancia de la seleccion de nuevos hibridos que
presenten ausencia de semillas se hizo patente. Esto es dificil de lograr utilizando
los métodos de reproduccién normal (Soost y Cameron, 1975; Gmitter y Ling,
1991; Tusa et al., 1996), pero gracias a los avances en el campo del cultivo de
tejidos vegetales y la manipulacion del nimero de cromosomas, es posible
obtener lineas comerciales de citricos triploides (Krug y Bacchi, 1943; Soost y
Cameron, 1980, 1985).

Una serie de diferentes enfoques incluida la biotecnologia molecular, se han
utilizado para inducir progenie triploide sin semillas. Estos enfoques incluyen:
e La seleccién de triploides espontaneos de la progenie derivada de la cruza
de 2x X 2x (Esen y Soost, 1971; Geraci et al., 1977; Geraci, 1978);
e Variacion somatica In vitro (Deng et al., 1985.)
e Cultivo in vitro de endospermos (Wang y Chang, 1978; Gmitter et al., 1990;
Chen et al., 1991);
e Hibridacion somatica a partir de fusion de protoplastos de diploides con
haploides (Kobayashi et al., 1997.)
e Hibridacion interploide de padres diploides con tetraploides (Esen y Soost,
1972; Viloria et al., 2005),

e Transformacion genética (Koltunow et al., 1998).
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Segun Jin-Hu y Mooney (2002), pese a la falta de reproducciéon adecuada de
padres tetraploides que ha obstaculizado el progreso hacia el desarrollo de una
amplia gama de cultivares de calidad sin semilla, el uso de la hibridacion
interploide entre plantas 4x X 2x ha sido el método mas eficaz para obtener
progenie triploide. Aunque este método es mas eficiente si se utiliza al tetraploide
como progenitor femenino (Esen y Soost, 1972; Soost y Cameron, 1975; Cameron
y Burnett, 1978). El uso de progenitores tetraploides poliembriénicos puede reducir
la eficiencia de la hibridacion interploide, a través de la supresién del desarrollo del
embrion cigotico. Esto dara como resultado el aborto del embrién en el estado
temprano de su desarrollo, por lo que se requiere la utilizacidn de rescate de
embriones en estado inmaduro a través de cultivo de tejidos. Por lo anterior la
utilizacion de progenitores femeninos tetraploides poliembrionicos requiere de la
identificacion y seleccion de plantulas cigéticas (Jin-Hu y Mooney, 2002).

2.2.5 Limitantes en el mejoramiento genético de citricos

Las estrategias de mejoramiento de citricos toman ventaja de su capacidad de
propagacion vegetativa e integran los avances de la biotecnologia. El
mejoramiento convencional tiene importantes limitaciones debido a la compleja
biologia reproductiva de estas especies. La mayoria de los genotipos son
apomicticos con excepcion de las cidras, clementinas y algunas mandarinas. El
fenbmeno de la apomixis, también conocida como embrionia nucelar o
poliembrionia origina embriones directos de las células maternas, que dan como
resultado embriones con una constitucion genética idéntica a la de la planta madre
(Garcia et al., 1999; Aleza et al., 2010). Estos embriones limitan o excluyen en
etapas muy tempranas de su desarrollo a los embriones cigéticos (Moore et al.,
1993; Kobayashi et al., 1979; Ruiz et al., 2000). Este fenomeno limita la
recuperacion de plantulas sexuales, por lo que en muchos programas se evitan los
genotipos apomicticos como progenitores femeninos, los que presentan alta

esterilidad de polen y/u évulos, asi como los que presentan incompatibilidad en las
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cruzas. La apomixis también es un problema importante en el mejoramiento de
citricos, ya que interrumpe la segregacién y recombinacion en las siguientes
generaciones de plantas y limita en gran medida la variabilidad genética obtenida
por polinizacion controlada y en la mayoria de las combinaciones de cruzas no
seria posible determinar el origen genético de la morfologia de las plantas (Pérez-
Tornero y Porras, 2008).

Otra limitante en el mejoramiento genético de citricos es el largo periodo juvenil,
que en la mayoria de las especies de citricos se requieren al menos 5 afios para
iniciar la floracién y otros mas para que se pierdan los caracteres no deseables

como por ejemplo tamafio de las espinas, caracter asociado con la juvenilidad.

2.2.6 Rescate y germinacion in vitro de embriones inmaduros

Aunqgue el fendmeno de la apomixis ha obstaculizado el mejoramiento genético de
los citricos mediante hibridacion sexual, hoy dia este método ha ganado eficiencia
gracias a la aplicacion de las técnicas de cultivo in vitro que permiten el rescate y
cultivo de embriones cigéticos en estado inmaduro y de esta forma lograr el
desarrollo de las plantas hibridas (Viloria et al., 2005). Esta es una herramienta
muy 0til para superar el problema de aborto o muerte prematura de embriones en
trabajos de hibridacion sexual de citricos y mediante esta estrategia, muchas
plantas triploides han sido obtenidas por cruzamientos interploides, (Ollitrault et al.,
2002; Tusa et al., 1996; Navarro et al., 2002; Grosser et al., 2000; Grosser y
Gmitter, 2005; Viloria et al., 2005; Mei-lian et al., 2007).

2.3 Métodos de Identificacion de Hibridos

La generacion de progenie cigética puede requerir de pruebas morfoldgicas,
histoquimicas, isoenzimas, citoldgicas e incluso técnicas moleculares para su

identificacion y seleccién (Jin-Hu y Mooney, 2002; Tusa et al., 2002).
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2.3.1 Marcadores moleculares

Debido a la heterocigosidad de los progenitores y el largo periodo juvenil, el
desarrollo de marcadores enfocado a la introgresion y seleccidn temprana es la

clave para hacer mas eficiente el mejoramiento sexual de citricos.

Los marcadores moleculares son herramientas Utiles para el analisis de las
variaciones genéticas y proporcionan un medio eficiente para vincular la variacion
fenotipica y genotipica (Varshney et al., 2005). En los Ultimos afios, el progreso en
el desarrollo de sistemas basados en marcadores de ADN ha ayudado a la
comprension de los recursos genéticos. Estos marcadores moleculares se
clasifican como: a) la hibridacién basada en marcadores es decir, polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (Botstein et al., 1980), b)
marcadores basados en la PCR, la amplificacion aleatoria de ADN polimérficos
(RAPD) (Williams et al., 1990) polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) (Vos et al., 1995), entre-secuencias simples repetidas (ISSR)
y los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) (Litt y Luty, 1989) y c) la
secuencia basada en marcadores es decir, los polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNPs) (Varshney et al., 2007;. Sehgal y Raina, 2008). La mayoria de estos
marcadores moleculares se han desarrollado ya sea de la biblioteca de ADN
gendémico (por ejemplo, RFLP o SSRs) o de la amplificacion al azar por PCR de
ADN gendmico (RAPD) o ambos (AFLP) (Varshney et al., 2007).

2.3.2 RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs) o ADN polimérfico
amplificado aleatoriamente.

La metodologia de RAPD fue desarrollada de forma independiente por dos grupos
de Estados Unidos. Un grupo la denomin6é RAPD y el otro AP-PCR (Arbitrarily
Primed-Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la polimerasa con

iniciadores arbitrarios). La técnica es una variante de PCR que utiliza un solo
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oligonucledtidos de 10 bp con la capacidad de unirse a regiones especificas en el
genoma (Valadez y Kahl, 2000).

En los estudios de herencia, los productos de amplificacion se comportan como
marcadores dominantes.Los marcadores RAPD se basan en una técnica sencilla
de bajo costo de implementacion, automatizable y no radioactiva. A diferencia de
los marcadores basados en PCR convencional no se requiere informacion
nucleotidica previa para su desarrollo, se dispone de un numero ilimitado de
marcadores Yy el nivel de loci polimérficos es alto. La desventaja principal de esta
técnica es su baja reproducibilidad entre laboratorios, en el sentido de que
pequefias modificaciones en la técnica como la concentracion inicial de ADN,
modelo de termociclador, origen de ADN, Polimerasa termoestable, etc., pueden
alterar el patron de fragmentos de ADN generados por RAPD de una muestra
(Vermerris, 2008).

Siragusa et al. (2006), reportan la utilizacion de este tipo de marcadores para
identificar accesiones de C. aurantium y su variabilidad genética. Nageswara et al.,
2008, los utilizaron para identificar embriones cigoticos y nucelares en cruzas

hechas entre mandarina y pomelo.

2.3.3 AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) o polimorfismos en
la longitud de fragmentos amplificados

Los marcadores AFLP constituyen una herramienta poderosa de andlisis del
genoma dado que poseen un alto poder de deteccidén de la variabilidad genética
sin requerir informacion previa sobre su secuencia, son en su mayoria dominantes
y altamente reproducibles (Azofeifa-Delgado, 2006). Segun Martinez et al. (2010)
desde su desarrollo y divulgacién esta técnica se utiliza ampliamente en el analisis

de plantas.
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Estos marcadores se pueden utilizar en estudios que implican la identidad
genética, la paternidad y la identificacion de clones y cultivares, y estudios
filogenéticos de especies estrechamente relacionadas (Spooner et al., 2005). La
técnica se ha utilizado en algunos cultivares de citricos con diferentes objetivos.
Kepiro y Roose (2010), evaluaron la poliembrionia nucelar en hibridos de pomelo
'‘Chandler' con P. trifoliata utilizando AFLP. Guo et al. (2000), utilizaron estos
marcadores para confirmar hibridos somaticos intergenéricos entre C. reticulata y
P. trifoliata. Bastianel et al. (2009), realizé un estudio para identificar loci de rasgos
cuantitativos (QTLs) en un mapa de ligamiento utilizando AFLPs. Xiao-Yong et al.,

2007, caracterizaron brotes de hibridos somaticos entre C. unshiu y C. sinensis.

2.3.4 Marcadores Microsatélites

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son regiones de
secuencias pequefias (dos a 10 pares de bases) repetidas, arregladas en serie,
las cuales se asume que estan distribuidas ocasionalmente por todo el ADN
(Azofeifa-Delgado, 2006). Estos marcadores también denominados como Simple
Sequence Length Polymorphism (SSLP), Simple Sequence Repeat Polymorphism
(SSRP), Simple Sequence Repeats (SSR) o SequenceTagged Microsatellite Sites
(STMS) se encuentran distribuidos por todo el genoma de la mayoria de las

especies eucariotas (Martinez et al., 2010).

Entre todos estos marcadores los SSR han adquirido una gran importancia en la
genética de las plantas y el mejoramiento debido a muchos atributos deseables,
incluyendo hipervariabilidad, naturaleza multialelica, herencia codominante,
reproducibilidad, abundancia relativa, una amplia cobertura del genoma
(incluyendo genomas de organelos), localizacibn cromosomica especifica,
susceptibilidad a la automatizacién y genotipado de alto rendimiento (Parida et al.,
2009). Los microsatélites (Litt y Luty, 1989), diversamente conocidos como
repeticiones cortas en tandem (STRs, Edwards et al., 1991), secuencias simples

repetidas (SSR, Jacob et al., 1991) o Simple polimorfismo de longitud de la
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secuencia (SSLP, Tautz, 1989) son tAndem repetidas de 1-6 pares de bases que
tienen una frecuencia en todos los genomas procariotas y eucariotas analizados
hasta la fecha (Zane et al., 2002).

Algunos SSR de citricos, principalmente di-y tri-nucleétidos, se han clonado a
partir de una biblioteca genémica para la evaluacion, caracterizacion, identificacion
de cultivares y mapeo genético de citricos (Kijas et al., 1997). Ruiz et al. (2000),
utilizaron SSR para identificar plantas sexuales de cruzas entre P. trifoliata (L.)
Raf. var. 'Flying Dragon' y ttangor 'Ortanique’. Ferrante et al. (2010), identificaron
con SSR, la procedencia de hibridos tetraploides obtenidos espontdneamente de
diferentes cruzas interploides (2x X 4x) entre limon 'Femminello' diploide y el
hibrido somatico alotetraploide (2n = 4x = 36) de limén mexicano + Naranja
'Valencia y entre las mandarinas diploides 'Wilking' y 'Fortune' y la mandarina
'‘Dancy' autotetraploide (2n = 4x = 36).

2.3.5Isoenzimas

Las isoenzimas han sido muy utilizados y adn se consideran un método de
caracterizacion eficaz y facil de emplear. Las isoenzimas mas empleadas en la
caracterizacion de hibridos somaticos de citricos son la peroxidasa (Tusa et al.,
1990; Deng et al., 1992; Grosser et al., 1992), la fosfogluco-mutasa (Grosser et al.,
1992; Tusa et al., 1992) y la fosfogluco-isomerasa (Tusa et al., 1990; Tusa et al.,
1992). La principal desventaja que presenta el analisis con isoenzimas es el
limitado namero de isoenzimas porlimorficas conocidas, por lo que muchos
hibridos intraespecificos y algunos interespecificos no se pueden distinguir de sus

progenitores (Pensabene, 2009).

2.3.6 Citometria de flujo

La citometria de flujo desarrollada para la investigacion meédica es ahora
ampliamente utilizada para el andlisis del contenido de ADN de las plantas
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(Arumuganathan y Earle, 1991). Esta técnica permite una estimacion del volumen
y la fluorescencia de las células o nucleos aislados. La sonda fluorescente
cuantifica el contenido de ADN nuclear. Un namero elevado (104 a 106 nucleos /
minuto) pueden ser rapidamente analizados y los resultados se presentan como
un histograma integral de la fluorescencia. La posicion del pico en el eje es
proporcional al contenido de ADN de los nudcleos. En general, al analizar hojas
jovenes, dos picos se obtienen. De acuerdo con el ciclo celular, el primero se
define por los nucleos de los ciclos celulares (GO) o el ADN antes de la etapa de
sintesis (G1), mientras que la segunda representa los nucleos de ADN después de
la sintesis de la etapa de la mitosis. Se recomienda el uso de un control interno
(los nucleos con el contenido de ADN ya conocido o ndcleos de genotipos de la
misma especie con la ploidia identificada) para la determinacion del tamafio

absoluto del genoma o nivel de ploidia de la muestra.

El interés de la citometria de flujo para el analisis de la ploidia de citricos y para el
mejoramiento de poliploides fue enfatizado por primera vez por Ollitrault y
Michaux-Ferriére (1992). Desde esa fecha, esta técnica ha abierto una nueva via
para la manipulacion de la ploidia de citricos. La citometria de flujo se utiliza ahora
como una herramienta de rutina para la identificaciéon de plantas con diferente
nivel de ploidia en programas de mejoramiento de citricos, tanto para las

progenies sexuales como para los hibridos somaticos.

2.3.7 Caracteres morfolégicos

Entre las dos clases de marcadores genéticos, se encuentran los morfolégicos.
Tradicionalmente la identificacion y caracterizacion de variedades se ha basa en el
empleo de caracteres morfolégicos y/o agrondmicos. (Rallo et al., 2002). La
selecciéon morfolégica se basa en la deteccion de variaciones fenotipicas en el
hibrido al compararlo con los progenitores (Lindsay et al., 1995; Cheng et al.,
2004). Algunas caracteristicas, como el tipo de crecimiento (tallo erecto, tallo

rastrero o semirastrero) y color de la flor, hojas trifoliadas como las del progenitor
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Poncirus (Pensabene, 2009), han sido utilizadas para este fin (Mendis et al.,
1991). Este tipo de marcadores presenta muchas limitantes pues su expresion
puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos. Un ejemplo de esto es la
presencia o ausencia de espinas en los citricos (Azofeifa-Delgado, 2006).

La identificacion morfoldgica, sin involucrar otro tipo de marcador, tiene el
problema de que es necesario cultivar la mayor cantidad de plantas posible, junto
con los progenitores durante un periodo de tiempo considerable, hasta que las
caracteristicas se manifiesten, para luego realizar la selecciéon al comparar los
fenotipos. Por otra parte, pueden ocurrir cambios epigenéticos que limiten el
namero de marcadores que pueden ser evaluados sin equivocacion en la
poblacion segregante. La seleccion en etapas tempranas de desarrollo, por medio
de metodologias que no requieran la regeneracion de gran cantidad de plantas
gue luego seran desechadas, evita, en gran medida, esta problematica (Hammatt
et al., 1990).

2.4 Importancia del Cultivo de Limon Mexicano

A nivel internacional se cultivan tres especies de citricos acidos que precisamente
por su sabor &cido y el uso que el consumidor les da, son considerados como
limones: el limén mexicano o lima key el limén persa (C. latifolia Tanaka) y limén
italiano o verdadero. Botanicamente, tanto el primer cultivo como el segundo, no
son propiamente limones ya que en realidad pertenecen al grupo de las limas
acidas (Medina et al., 2001).

En la regidon del Pacifico mexicano se cultivan aproximadamente 83,317 Ha con
limén mexicano. Los principales estados productores son Michoacan, Colima,
Oaxaca y Guerrero. La produccion anual de fruta es superior a 1,041 millones de
toneladas, que alcanzan un valor estimados de 2,535 millones de pesos (SIAP,
2013). Esta agroindustria genera una gran cantidad de empleos para diversas
actividades que se desarrollan ya sea en el campo, en las empacadoras, la

industria, el transporte y la comercializacion de fruta o subproductos. Ademas
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existe un gran numero de viveros dedicados a la produccion de plantas de citricos
y proveedores de insumos para los distintos eslabones de esta cadena productiva,

gue se benefician con este cultivo.

2.5 Problemas Fitosanitarios del Limén Mexicano

En los dltimos afos el cultivo del limoén mexicano ha venido enfrentando nuevos
retos, planteados principalmente por problemas fitosanitarios, que amenazan su
permanencia como la actividad agricola mas importante para el estado de Colima
y de gran relevancia en Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Destacan las
enfermedades de tipo fungoso como la antracnosis (Colletotrichum acutatum) que
se presenta durante el periodo de lluvias y que afecta el rendimiento y la calidad
de fruta en los meses de otofio-invierno. Debido a lo anterior la economia de los
productores se ve impactada de manera negativa, ya que para su control se
efectian numerosas aspersiones de fungicidas con una inversion anual cercana a
los 45 millones de pesos, lo cual incrementa notablemente los costos de
produccion (Orozco-Santos et al.,, 2005). Ademas es conocido que el uso
frecuente de pesticidas impide el establecimiento de la entomofauna benéfica
encargada del control biolégico de plagas y enfermedades, se favorece la
contaminacion del medio ambiente y aumentan los riesgos de dafios a la salud

humana.

La tristeza es una enfermedad causada por el Virus tristeza de los citricos (VTC),
a menudo referida como el complejo del Virus tristeza de los citricos (Nikolaeva et
al., 1996); es también la enfermedad de tipo viral de mayor importancia econémica
gue afecta al cultivo de los citricos a nivel mundial (Rocha-Pefa et al., 1995; Fang
et al., 1998; Barzegar et al., 2006) ha causado epidemias en Argentina, Brasil,
Venezuela, Israel, Espafa y los Estados Unidos, por nombrar sélo algunos (Bar-
Joseph et al., 1989, Rocha-Pefa et al., 1995, Moreno et al., 2008) y ha sido
responsable de la pérdida de mas de 100 millones de arboles reportados como

muertos o improductivos durante el siglo pasado (Moreno et al., 2008).
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En Meéxico para hacer frente al VTC, se implementd una estrategia de
reconversion que consiste en promover la sustituciéon de las plantaciones de
citricos donde se usa como portainjerto al naranjo agrio (sensible a VTC), por
plantas injertadas sobre portainjertos tolerantes y de esa manera prevenir el dafio
en citricos (Robles-Garcia, 2005). Sin embargo, en el caso del limén mexicano
esta estrategia no resuelve el problema de tristeza, ya que esta especie es
afectada por VTC aunque se usen portainjertos tolerantes. Se debe considerar
que los tres elementos que favorecen una epidemia de tristeza son: la planta
susceptible (limon mexicano), el organismo vector (pulgon café) y el patdogeno
(VTC); éstos estan presentes en México y se anticipa que solo es cuestién de
tiempo para que se presente una epidemia que sin duda causara un colapso en la
agroindustria, como ha ocurrido con otros citricos en otras regiones (Whiteside et
al., 1998; Orozco-Santos, 1994).

La enfermedad del huanglongbing (HLB) es considerada actualmente como la mas
devastadora para los citricos a nivel mundial siendo mas peligrosa aun que el VTC
(Halbert y Manjunath, 2004; Bové, 2006; Beattie et al.,, 2008; da Graca, 2008,
2010; Manjunath et al., 2008). El principal organismo asociado a los sintomas del
HLB es una bacteria de tipo Gram-negativa, la cual esta restringida al floema de
las plantas hospederas y que es conocida como Candidatus Liberibacter spp. Esta
bacteria es diseminada de manera natural por el psilido asiatico de los citricos
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), insecto presente en Colima
desde el 2004 (Bové, 2006).

En México el HLB fue detectado por primera vez en julio de 2009 en arboles de
traspatio en el municipio de Tizimin en el estado de Yucatan. En ese mismo afo
también fue encontrado en Nayarit y Jalisco (Trujillo, 2010a). Para el 2010, se
informo de la presencia de esta enfermedad en un predio cercano a la costa, en la
zona productora de limén mexicano en el estado de Colima (Trujillo, 2010b). A

partir de esa primera deteccion, mes a mes se fueron registrando mas arboles que
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presentan sintomas de HLB en todas las zonas productoras de citricos de la
entidad hasta completar el 100% en el 2013 (Robles et al., 2013).

Para hacer frente y reducir los impactos de enfermedades emergentes y de alto
riesgo, se requiere generar nuevas variedades con resistencia o mayor tolerancia
a estas enfermedades y de esta forma conservar el cultivo de limén mexicano en
el pais. El INIFAP-Colima viene realizando un programa de mejoramiento genético
de limon mexicano mediante hibridacién sexual interploide, auxiliado por las
técnicas de rescate y cultivo in vitro de los embriones en estado inmaduro. Estos
trabajos han generado cerca de 2500 plantas, muchas de las cuales son

probablemente hibridas interespecificas e intergenéricas.

Como se mencion6 anteriormente muchos cultivares de citricos producen semillas
apomicticas por un mecanismo denominado embrionia nucelar debido a que la
embriogénesis adventicia se inicia a partir de las células del tejido nucelar que
rodea el saco embrionario (Kobayashi et al., 1979). Estos embriones son
genéticamente idénticos al progenitor materno. Dicha caracteristica es utilizada
para propagar plantas genéticamente uniformes para su uso como portainjertos
para citricos. En muchas variedades, un embrion sexual (cigoto) también se puede
desarrollar dentro de la misma semilla (Kepiro y Roose, 2010). Los embriones
cigéticos tienen dificultades para sobrevivir (Esen y Soost, 1977), ya que deben
competir por nutrientes y espacio con los embriones que se desarrollan a partir de
tejido nucelar (Soost y Rose, 1996). Por lo tanto, una sola semilla de citricos
puede contener uno o mas embriones de los cuales puede existir uno que fue
producido sexualmente. Tales semillas se denominan poliembridnicas y los
cultivares que las producen se dice que son poliembrionicos. Existen genotipos
con poliembrionia que pueden producir muchas semillas pero puede germinar sélo

una plantula ya sea nucelar o cigética (Kepiro y Roose, 2010).

El porcentaje de semillas que contienen multiples embriones y la proporcion de

plantas que son de origen sexual vs nucelar, varian considerablemente con el
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cultivar (Kepiro y Roose, 2010). Los cultivares que producen una alta proporcién
de semillas de las que emergen multiples plantulas también producen un alto
porcentaje de plantas nucelares (Soost y Roose, 1996). C. méxima variedad
‘Merrill' producen solo plantulas sexuales (cigéticas), mientras que muchos otros
incluidos la naranja la toronja el limén algunas mandarinas y la naranja trifoliada
producen semillas poliembriénicas que contienen embriones nucelares. En los
cultivares que presentan embrionia nucelar, los datos fenotipicos de las cruzas y
estudios de marcadores moleculares muestran que la proporcion de plantas que

son de origen nucelar varia ampliamente (Ruiz et al., 2000).
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. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo sobre identificacion de plantas hibridas se llevé a cabo en el
Laboratorio de Cultivo in vitro del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Estado de México y en Laboratorio de Biotecnologia de plantas del Campo
Experimental Tecoman del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en Tecomén, Colima, México.

Para el estudio se utilizé una poblacién de 203 plantas originadas de 13 cruzas
(cuadro 1) realizadasen los afios 2009 al 2012 en Campo Experimental Tecoman
del INIFAP entre genotipos de limon mexicano con limones italianos, citranges e
hibridos somaticos, estos ultimos generados por la fusion de protoplastos de

citranges y naranjo dulce
Cuadro 1. Arboles progenie de cruzas interploides e intergenericas entre limén mexicano

con limones italianos y citranges.

Numero Numero de Afo

de cruza Cruza muestra de cruza
1 Rosgmberg (2x) X Colicrjlnex (2x) 20 2009
2 Colimex (2x) X Rosenberg (2x) 14 2009
3 Mex13' (4x) X Limoneira 8a (2x) 12 2010
4 Mex13 (4x) X Rosenberg' (2x) 19 2010
5 Mex13 (4x) X Eureka (2x) 10 2010
6 Rosenberg (2x) X Mex20 (4x) 8 2010
7 Rosenberg (2x) X Mex13 (4x) 7 2010
8 Mex13 (4x) X C-35 (2x) 50 2011
9 Colimex (2x) X HS11 (4x) 21 2011
10 Colimex (2x) X Limequat (2x) 6 2012
11 Colimex (2x) X C-32 (2x) 17 2012
12 Colimex (2x) X C-Swingle (2x) 8 2012
13 Colimex (2x) X CitrangeYuma (2x) 11 2012

2x=diploide, 3x=triploide, 4x=tetraploide
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3.1 Identificacion de hibridos en base a caracteres morfolégicos

Para la identificacibn de hibridos se utilizaron como marcadores algunos
caracteres morfolégicos que presentan los progenitores. Las plantas en estudio se
revisaron para detectar y seleccionar aquellas que mostraron: 1) presencia de
antocianinas en los brotes tiernos, en las yemas vegetativas o en botones florales
como tienen los limones italianos, 2) presencia de hojas compuestas como en los
citranges y 3) hojas coridceas de mayor espesor y glandulas de aceite abultadas

como en genotipos de limén mexicano tetraploides (figura 1).

Figura 1. a) Presencia de antocianinas en brotes tiernos, b) y en botones florales,
c) hojas compuestas y d) hojas coriaceas de mayor espesor y glandulas de aceite

abultadas.
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3.2 Identificacion de hibridos mediante su nivel de ploidia

Las plantas que resultaron de las cruzas entre genotipos 2x X 4x y su reciproca y
que mostraron caracteristicas de poliploidia como hojas compuestas, coridceas de
mayor espesor y glandulas de aceite abultadas se sometieron al analisis de
ploidia. Para ello, se utilizaron hojas jévenes del brote terminal. Se tomdé una
porcién de 0.5 cm? de hoja, se agregdé 500 pl de DAPI Staining Solution y se
fraccion6 muy finamente con una navaja de afeitar, lo mas réapido posible.
Posteriormente se agregaron 1000 pl mas de la solucion DAPI y se mezclo
durante 30 segundos. Después la muestra se pasé por un filtro de 30 um y se
coloco en un tubo de ensayo de 3.5 ml para su posterior andlisis en el citbmetro de
flujp marca PARTEC. EIl citbmetro de flujo se estandarizé utilizando a limén
mexicano diploide, limén persa triploide y al genotipo tetraploide 'Mex13' de limén
mexicano al inicio de cada uso. El analisis de datos se realiz6 con el programa
CyView version 2.2-DNA-DAPI de Partec, que definié los picos o los grupos de
particulas con absorbancia parecida y proporcioné algunos parametros
representativos como la media de absorbancia del pico, la mediana, coeficiente de
variacion etc. Los picos vienen definidos automéaticamente por el citbmetro y

evidenciados en blanco.

3.3 Identificacion de hibridos mediante marcadores moleculares

Se utilizo la técnica de marcadores genéticos denominados microsatélites (SSR).
Esta prueba se realizO para detectar hibridos de limon mexicano en plantas
obtenidas de cruzas intra e interploides independientemente de que presentaron o
no los marcadores morfoldgicos de los progenitores, pues en algunos casos el
marcador morfologico no se observaron. En el caso de plantas con algun
marcador genético o identificadas con el citometro de flujo, la prueba ayudé a

confirmar la condicion hibrida hibrida de los genotipos progenie.
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3.3.1 Extraccién de ADN gendmico

El ADN total fue extraido a partir de hojas jévenes de acuerdo con el método de
Doyle y Doyle, 1987, con modificaciones (Hernandez, 2013). En un tubo eppendorf
se depositd 0.1 g de tejido vegetal junto con 600ul de buffer salino y se triturd en
un disruptor Retsch® MM400 a 25 frecuencias (f/s) por tres minutos.
Posteriormente se resuspendié en buffer de extraccion CTAB 2% (1.4 M NacCl, 100
mM Tris, 20 mM EDTA, pH 8.0) y 3 ul de B-Mercaptoetanol al 100%. Se mezclé el
contenido del tubo en vortex por 10 segundos y se incubo a 55°C por 30 minutos.
A continuacién se agregé 400ul de Fenol:Cloroformo:Alcoholisoamilico en una
proporcion 25:24:1 respectivamente, mezclando la muestra en vortex por 10
segundos. Se centrifugdé la muestra por 10 minutos a 14000 rpm a 4°C y se
colect6 500 pl de la fase acuosa evitando que las fases se mezclaran.
Posteriormente se agreg6 50 ul de acetato de amonio y 500 pl de isopropanol y se
incubo la muestra por 10 minutos a temperatura de -20 °C. A continuacién se
centrifugd por 10 minutos a 14000 rpm a 4°C y se decantd el sobrenadante sin
perder la pastilla que se form6. Se adicion6 1 ml de etanol al 70% y se centrifugd
por 1 minuto a 14000 rpm a 4°C. Transcurrido el tiempo, se secoO la muestra a
temperatura ambiente hasta la evaporacion del etanol. Finalmente se resuspendio
la pastilla en 50l de agua libre de ARNasa y se almacend la muestra a -20 °C. La

calidad y pureza de ADN obtenido se corroboré en Nanodrop 2000.

3.3.2 Cuantificacion de ADN

Se evalué la calidad y pureza del ADN total de muestras vegetales por
espectrofotometria de microvolimenes en NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA). ElI ADN se cuantifico a través de la lectura de absorbancia de luz
ultravioleta (A). Se determind la concentracion de acidos nucleicos a 260 nm. La
pureza del ADN total y presencia de contaminantes se determiné calculando el
cociente A260/A280 y A260/A230.
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3.3.3 Amplificacion por PCR

La amplificacién por PCR de segmentos especificos de ADN mediante juegos de
oligos reportados por Kijas et al. (1997) (cuadro 2), se realizd en un volumen total
de 20 pl utilizando 10 pl de iTag™ Universal Probes supermix BioRad"® (dNTPs,
iTag ADN polimerasa, MgCI2, potenciadores, estabilizantes, colorantes vy
normalizacion ROX) y 2.5 ul de cada iniciador Forward y Reverse. El programa de
amplificacion consistié en un ciclo a 94°C durante 5 min, seguido de 32 ciclos de
94°C durante 1 min, 55°C durante 30 s y 72°C durante 1 min. Una extension final
de 4 minutos a 72°C. La temperatura de hibridacion se redujo a 45°C durante 30 s

para promover la amplificacion del cebador TAA52 (Kijas et al., 1997).

La amplificacion de los fragmentos de ADN se realiz6 en un termociclador Bio-Rad
T100™ Thermal Cycler. Los productos de la amplificacion de PCR, se analizaron
en gel de acrilamida al 8% y se revelaron con nitrato de plata al 0.2%. Se uso6 un
marcador de peso molecular de 1kb (invitrogen). Las condiciones de corrida de las

muestra fueron 190 V y 200 mA por 90 min.

3.3.4 Anédlisis de datos

Para cada cruza, se realizaron dendogramas con datos de los cuatro iniciadores a
partir de la identificacion de presencia (1) o ausencia (0) de bandas, a través del
meétodo de agrupamiento pareado no ponderado con medias aritméticas (UPGMA)
y distancia Euclediana al cuadrado. Los analisis se realizaron con el uso del
paquete estadistico Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System
(NTSYS-pc 2.21) (Rohlf, 2000).
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Cuadro 2. Iniciadores de microsatélites utilizados en la deteccién de hibridos de

limén mexicano.

Nombre Secuencia5’-3’ Secuencia 3°-5°

TAA41 AGGTCTACATTGGCATTGTC ACATGCAGTGCTATAATGAATG
TAA45 GCACCTTTTATACCTGACTCGG TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG
TAA52 GATCTTGACTGAACTTAAAG ATGTATTGTGTTGATAACG
CAGGY9 AATGCTGAAGATAATCCGCG TGCCTTGCTCTCCACTCC

3.4 Caracterizacién morfoldgica de hibridos de limén mexicano

A las plantas o genotipos que resultaron hibridos, se les hizo su caracterizacion
morfolégica de acuerdo al manual de descriptores para citricos del Instituto
Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI, 2000). En el cuadro 3 se
muestran los 11 caracteres morfologicos registrados para los diferentes hibridos
obtenidos. Adicionales a estos, para el caso de las cruzas de limoén mexicano con
limén italiano, se tomoé la presencia o0 ausencia de antocianinas en brotes
vegetativos tiernos y que en este clima solo es expresado por los limones italianos
y para las cruzas de limon mexicano con citranges se utilizaron marcadores
morfolégicos como tipo de crecimiento de los arboles con ramas largas y erectas y

el tipo de hoja compuesta o simple expresada por los citranges (Figura 2).
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Peciolo alado en limén mexica Peciolo sin alas en limén Rosenberg

Hojas unifoliadas en limén mexicano Hojas trifoliadas en citrange C-35

Figura 2. Caracteres morfologicos de los progenitores Limén Mexicano, Rosenber,
'Eureka' y citrange 'C-35' utilizados para la caracterizacion morfolégica de hibridos
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Cuadro 3. Caracteres morfolégicos utilizados para la caracterizacion de hibridos

obtenidos en las diferentes cruzas de limén mexicano

AF-Area foliar
ANT-Antocianinas

0 Ausente

1 Presente
DH-Divisién de la hoja
1 Simple

2 Bifoliada

3 Trifoliada

ILF-Insercion de lamina foliar

1 Sésil (ausencia de peciolo)

2 Brevipeciolada (peciolo mas corto que
lamina foliar)

3 Longipeciolada (peciolo mas largo que
lamina foliar)

LLF-Longitud de ldmina foliar

1 Chica (< de 5 cm)

2 Mediana (5 — 8 cm)

3 Grande (> 8 cm)

ALF-Anchura de [dmina foliar

3 Angosta (< 3 cm)

5 Mediana (3 -5 cm)

7 Ancha (> 5 cm)

FLF-Forma de lamina foliar

1 Eliptica

2 Oval

3 Oboval

4 Lanceolada

5 Orbicular

6 Obcordiforme

PRT-Porte del arbol
1 Limén mexicano

2 Citrange

MLF-Margen de ldmina foliar
1 Crenado

2 Dentado

3 Entero

4 Ondulado

AH-Apice de la hoja

1 Atenuado

2 Acuminado

3 Agudo

4 Obtuso

5 Redondeado

A/PA- Ausencia presencia de alas
0 Ausente

1 Presente

AA-Anchura del ala
3 Angosta

5 Media

7 Ancha

FA- Forma del ala
1 Obcordiforme

2 Obdeltada

3 Oboval

4 Lineal
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Identificacion de hibridos mediante su nivel de ploidia

En las Figuras 3, 4 y 5, se muestran algunos ejemplos de los mudltiples
histogramas obtenidos de los analisis con citometria de flujo de las 326 plantas
obtenidas de las cruzas 2x x 4x y 4x x 2x. En la gréafica de la cruza 'Rosenberg' x
'Mex13' (Figura 3) se observa el nivel de absorbancia de las particulas analizadas
(nucleos de las hojas tefiidas), que es proporcional al tamafio del genoma
analizado y el numero de nucleos con el mismo nivel de absorbancia. Con 770
particulas analizadas, una media de 97 y un coeficiente de variacion de 7.4, se
definié la condicién triploide de dicha cruza. La citometria de flujo ha demostrado
ser util para el rapido analisis de ploidia del ADN nuclear en citricos y otras
plantas, donde las técnicas cariologicas clasicas son dificiles de realizar (Scarano
et al., 2002).

ST TERNARRGYN AL bR AR A

Figura 3. Histograma generado del analisis con citometria de flujo de la cruza

'Rosemberg' x ‘Mex13".
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En la grafica de la cruza 'Mex13' x 'Eureka’ (Figura 4) se observa el nivel de
absorbancia de las particulas analizadas (nucleos de las hojas tefidas), que es
proporcional al tamafio del genoma analizado y el numero de nucleos con el
mismo nivel de absorbancia. Con 60 particulas analizadas, una media de 97 y un
coeficiente de variacion de 8.7, se pudo definir la condicion triploide de dicha

cruza.

Figura 4. Histograma generado del analisis con citometria de flujo de la cruza
'Mex13' x 'Eureka’.
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La gréfica de la cruza 'Mex13' x 'Limoneira 8a' (Figura 5) muestra el nivel de
absorbancia de las particulas analizadas (nucleos de las hojas tefiidas), que es
proporcional al tamafio del genoma analizado y el nimero de nucleos con el
mismo nivel de absorbancia. Con 77 particulas analizadas, una media de 98 y un
coeficiente de variacion de 7.4, se definio la condicion triploide de dicha cruza.

Figura 5. Histograma generado del analisis con citometria de flujo de la cruza

'Mex13' x 'Limoneira 8a'.

En el cuadro 4, se muestran las plantas analizadas con citometria de flujo y el
namero obtenido en las diferentes ploidias. De las 326 plantas progenie
analizadas, 132 (55.85%) se identificaron como plantas triploides. De la misma
forma fueron detectadas plantas diploides y tetraploides, algunas de estas plantas
posiblemente no provienen de embriones cigoticos. La mayoria de las plantas
identificadas como diploides provenientes de cruzas 2x X 4x y las tetraploides de
la cruza 4x X 2x, por lo que lo mas probable es que sean de origen nucelar. Sin

34



embargo las plantas diploides de cruzas 4x X 2x, pueden tener origen sexual y
haberse formado de la combinacién de dos gametos x como lo sefialan Esen et al.
(1978) quienes llevaron a cabo estudios histolégicos que demuestran que en
hibridaciones 4x x 2x las semillas pequefias con endospermos pentaploide
contenian embriones triploides, e indicaron que estos se originan de
megagametofitos reducidos y polen haploide. De igual forma las plantas
tetraploides de cruzas 2x X 4x, pueden haberse formado de un gameto no
reducido del progenitor diploide con el gameto 2x del progenitor tetraploide. Sera

necesario comprobar esto mediante marcadores moleculares.

Se observé diferencia en la proporcidn de plantas triploides entre cruzas donde el
progenitor femenino es tetraploide con respecto a las cruzas donde el progenitor
femenino es diploide. En las cruzas 4x X 2x, de un total de 153 plantas se
obtuvieron 128 (83.7%) individuos triploides, 12.4% diploides y 4.6% tetraploides.
Para las cruzas 2x X 4x, de 173 plantas analizadas se detectaron 54 (31.2%)
plantas triploides, 65% diploides y 3.5% tetraploides. Algunas cruzas 4x X 2Xx, no

generaron plantas tetraploides.

Aunque el numero de muestras utilizadas no fue homogéneo para todas las
combinaciones, el mayor nimero de triploides fueron observados en las cruzas 4x
X 2x. Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con lo reportado con
Aleza et al. (2012) quienes identificaron el mayor porcentaje de plantas triploides
(98.3%) al cruzar clementina 'Clemenules' 4x con mandarinas, tangores, pomelos
y naranja dulce 2x, también identificaron el 0.34% plantas diploides y 0.34%
tetraploides. De la misma forma Shi-Ping et al. (2008), reportan en cruza de
tangerina diploide (C. reticulata cv. ‘Bendizao’) con un hibrido somatico
alotetraploide HR (C. sinensis cv. Hamlin + C. jambhiri cv. Limén rugoso) la
obtencion de 35% de individuos diploides, 52% triploides y 2.4% de tetraploides.
Aleza et al. (2012) indican que las hibridaciones 4x x 2x son mas eficaces en la
recuperacion de hibridos triploides de citricos que en hibridaciones 2x x 2x 0 2X X
4X.
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Viloria y Grosser et al. (2005) obtuvieron una alta variacion en el niumero de
hibridos triploides recuperados en hibridaciones de 2x x 4x con cinco genotipos de
limén. El porcentaje de hibridos triploides informados por estos autores, vario
desde 7.6 hasta 20.4%. En este sentido, Esen y Soost (1971) propusieron que la
produccion de hibridos triploides de citricos en hibridaciones 2x X 4x se ve
obstaculizada por el desarrollo precoz del endospermo. Plantearon que la relacion
de ploidia 3/4 del embrién y endospermo causo la induccion de aborto de semillas
y la degeneracion del endospermo. En consecuencia, un alto numero de
embriones fallan después de la hibridacion 2x x 4x, lo que reduce la frecuencia de
la produccién de hibridos triploides viables. Ferrante et al. (2010) reportaron la
obtencion de 13 plantulas diploides, 37 triploides y 8 genotipos tetraploides de
cruzas interploides entre genotipos alotetraploides con autotetraploides. Las
proporciones de plantas obtenidas de los tres niveles de ploidia en las cruzas

interploides puede estar determinada por los genotipos utilizados en las cruzas.

En cuanto a la relacion de ploidia entre el embrién y endospermo, diversos
estudios en Arabidopsis y papa sugieren que un determinante principal del aborto
de semillas podria ser la contribucion materna/paterna al endospermo (Adams et
al., 2000; Vinkenoog et al., 2003) o el niumero balanceado del endospermo.
Carputo et al. (2003) reportaron que las semillas producidas en hibridacion 2x x 4x
contenian embriones triploides y que esas plantas pudieron originarse como
consecuencia del megagametofito no reducido con grano de polen haploide con
una relacién mas adecuada de ploidia endospermo/embridon (3/5) o la contribucion
materna/paterna. La alta frecuencia de triploides presumiblemente fue el resultado
de la apomixis, una caracteristica especifica de los citricos (Leblanc et al., 1995) lo
que podria ser interpretado por la hipdtesis de Numero Balanceado del
Endospermo (Johnston et al., 1980). Tanto el embrion y la semilla dependen del
desarrollo funcional del endospermo (Brink y Cooper, 1947; Scott et al., 1998). Sin
embargo, durante las cruzas interploides e interespecificas, el endospermo con

frecuencia se colapsa, lo que resulta en un desarrollo anormal de la semilla (Shi-
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Ping et at., 2009). Lin (1975) sefial6 que una proporcion 2/1 en la proporcion del
genoma materno/paterno era fundamental para el crecimiento normal del

endospermo del maiz.

Estudios citogenéticos han demostrado que durante la meiosis de los hibridos
triploides de citricos, se forman asociaciones bivalentes, trivalentes y univalentes
(Cameron y Frost, 1968) produciendo gametos estériles. Por otra parte, es comun
el aborto de la megasporogénesis durante el periodo comprendido entre la primera

division del saco embrionario y el 6vulo fecundado (Fatta del Bosco et al., 1992).

Cuadro 4. Individuos analizados con citometria de flujo para definir su nivel de ploidia.

Individuos Ploidia
analizados 2X 3X 4X

Cruza

Combinacién 4x X 2x

Q d

Mex13 X Limoneira 8a 32 7 25 0
Mex13 X Rosenberg 19 0 19 0
Mex13 X Eureka 21 8 13 1
Mex13 x C-35 81 4 71 6
Subtotal 153 19 128 7
Combinacion 2x X 4x
RQosenberg X Mexclji; 24 15 9 0
Rosenberg X Mex20 81 56 19 6
Colimex X HS11 68 42 26 0
Subtotal 173 113 54 6
Total de plantas 326 132 182 13
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4.2 ldentificacion de hibridos mediante marcadores moleculares

Las plantas hibridas se identificaron por la presencia de bandas del progenitor
masculino amplificadas por PCR utilizando 4 iniciadores microsatélites. De 203
plantas obtenidas en la F1 de las diferentes cruzas realizadas fueron identificadas
como plantas cigoticas o hibridos 145 (71%) (Cuadro 5). Distintas proporciones de
plantulas cigodticas también se han observado en otras especies y cruzas de

citricos.

Frost y Soost (1967) informaron de frecuencias de plantas cigéticas de 78.7% y
14.0% en tangerinas 'King' y 'Willow leaf' respectivamente, usando polen de
Poncirus trifoliata. Hearn (1973) por su parte, reporto que la seleccién de naranja
dulce 'Mediterranean' 62% de plantulas cigoéticas cuando se utiliz6 como
progenitor masculino a P. trifoliata. Soost et al. (1980) encontraron una frecuencia
de plantas cigoticas de aproximadamente 85% usando como progenitor femenino
a la mandarina ‘King’ y maculino a la mandarina 'Parson Special'. Varios estudios
han demostrado que la frecuencia de plantulas cigoticas no excede el 15%, pero
esto dependera de las especies involucradas en la cruza, en algunos casos se
obtienen solamente individuos nucelares (Cameron y Soost, 1980; Hirai et al.,
1986; Ashari et al., 1988; Roose y Traugh, 1988).

Moore y Castle (1988), identificaron el 24% de plantulas cigéticas de limoén
'volkameriana' utilizando marcadores basados en isoenzimas. Hwang y Yeuh
(1989) reportaron frecuencias cigéticas de 42.8% y 66.7% en cruzas de mandarina
‘Tankan' como progenitor femenino con naranja agria y P. trifoliata como
progenitores masculinos respectivamente. Ademas, los autores informaron una
frecuencia cigotica de 2.7% al 10.7% cuando utilizaron mandarina 'Tankan' como
el progenitor femenino y diferentes cultivares de naranja como progenitores
masculinos. Hwang (1991) obtuvo 73% de plantulas cigoticas de limén "Eureka"
en cruzas con naranja trifoliada, y 38% a 56% en cultivares de limén "Eureka" y

‘Lisboa’ en cruzas con naranja dulce. Cristofani y Machado (1998) identificaron 6%
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plantulas cigéticos de limon 'Cravo’ mediante marcadores RAPD en una muestra
de 50 plantas tomadas de una poblacién de 576, Por su parte, Bastianel et al.
(1998) también mediante marcadores RAPD, identificaron 26.7% plantulas
hibridas de cruzas de tangerina 'Montenegrina' con tangerina 'King'. Mientras que
para el portainjerto C. volkameriana, Garcia et al. (1999) reportaron solo el 22% de
plantas cigoticas derivadas de polinizacion abierta, y el 60% de las plantulas
cigbticas se obtuvieron después de la polinizacion con P. trifoliata. Ruiz et al.
(2000), utilizando marcadores SSR, clasificO 86.95% de plantulas hibridas de
cruzas entre 'Flying Dragon' y tangor 'Ortanique’. Yun et al. (2007), obtuvieron
0.0% a 13.4% plantulas hibridas en cruzas donde se utilizd6 a las mandarinas
'Miyagawa Wase', 'Okitsu Wase' y 'Shiranuhi' como progenitores femeninos y
mandarina 'Ponkan' y citrumelo 'Swingle' como progenitores masculinos. Rao et al.
(2008) cruz6 diferentes cultivares de mandarinas y toronjas para obtener
portainjertos alternativos a la naranja agria y utilizando marcadores SSR identificd
22.2% de plantulas hibridas de estas cruzas. Yildiz et al. (2013) identificaron 86
plantulas (36. 91%) nucelares y 63% cigoticas en cruzas con mandarina 'Fremont'
como progenitor femenino y la variedad “Rio Red” como progenitor masculino.
Cuando utilizaron a la mandarina 'Robinson' como el progenitor femenino, esta

proporcion fue de 31.09% (83 plantulas nucelares) y 69% cigoticas.

De acuerdo con Garcia et al. (1999) los embriones cigéticos producidos por
autopolinizacion son menos vigorosos y pueden no ser competitivos con los
nucelares. Los porcentajes de progenie cigotica encontrado en varios hibridos de
citricos dependen de la semilla del progenitor utilizado (Spiegel-Roy et al., 1977),
el origen del polen (Cameron y Soost, 1980), y las influencias ambientales (Khan y
Roose, 1988; Moore y Castle, 1988; Roose y Traugh, 1988).

Las plantas obtenidas diploides, triploides y tetraploides de cada combinacion
fueron evaluadas utilizando iniciadores SSR. Los cuatro lograron identificar plantas
hibridas (Cuadro 5). Con el iniciador TAA45 fue posible obtener el mayor numero
de hibridos (145) siendo este el mejor de todos, seguido del cCAGG9 y el TAA52
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con 130 y 125 hibridos respectivamente. Caso contrario a los resultados obtenidos
en este estudio, se reportaron por Yildiz et al. (2013) quienes encontraron en una
poblacién en estudio que los iniciadores AG14 y TAAO3 fueron mas eficaces para
distinguir individuos cigéticos y el cebador TAA45 no fue capaz de identificar las

plantulas cigoticas.

Con respecto al iniciador TAA41, fue este el que menos plantas identificé (114).
Resultados similares fueron encontrados por Yildiz et al. (2013) quienes reportaron
que en combinaciones donde utilizaron la mandarina ‘Fremont’ como progenitor
femenino, el iniciador TAA41 fue capaz de identificar solo 47 plantas cigéticas.
Estos mismos autores reportan que en combinaciones donde se utilizdé la
mandarina 'Robinson’ como el progenitor femenino, los iniciadores AG14 y TAA03
identificaron 59 y 58 plantas cigéticas respectivamente, mas que el iniciador
TAA41. En contraste, los iniciadores CATO01, TAAOL, TAA45 y TAA52 (cuando se
utilizé a la mandarina 'Fremont' y 'Robinson como progenitores femeninos) no

fueron utiles en la determinacion de la identidad de plantas cigéticas.

En las poblaciones que son derivadas de una cruza, todos los individuos que son
cigéticos muestran un genotipo diferente al de la madre en cualquier locus de
discriminacion, esto va a ocurrir siempre y cuando el padre tenga alelos diferentes
a los de la madre (Ruiz et al., 2000). La variacion en el numero de bandas
amplificadas por diferentes iniciadores puede deberse a factores como la
estructura del iniciador, la cantidad de plantilla y el nimero de sitios reconocidos

en el genoma (Muralidharan y Wakeland, 1993).

Otros autores, entre ellos Nageswara et al. (2008) identificaron 77.80% plantulas
nucelares y 22.20% plantulas cigoticas, con marcadores EST-SSR, en hibridos de
introgresion de mandarina y pomelo Otros autores como Mei-lian et al. (2007)
reportan en cruzas de tangerina roja (C. reticulata Blanco) X naranja trifoliada (P.
trifoliata (L.)) 111 individuos hibridos a través de rescate de embriones y

verificados por marcadores SSR y 44 plantas hibridas a partir de cruzas de
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mandarina Satsuma (C. unshiu Marc) X naranja trifoliada (P. trifoliata (L.)). De la
misma manera Oliveira et al. (2002) reportan la identificacion de hibridos
derivados de cruzas entre tangor '‘Murcott' [C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.)
Osb.] y naranja dulce 'Pera’ con analisis de marcadores SSR. Siragusa, et al.
(2006) identificaron y evaluaron la variabilidad genética de accesiones de naranja
dulce con marcadores moleculares SSR. También Aleza et al. (2012) identificaron
hibridos que muestran el alelo especifico del progenitor masculino con marcadores
moleculares SSR en cruzas 4x X 2x de varios citricos. En otros estudios Aleza et
al. (2010) utilizaron marcadores de SSR para demostrar que todas las plantas
recuperadas de semillas no desarrolladas obtenidas a partir de hibridaciones

sexuales 2x X 4x fueron resultado del embridn cigético.

Fang y Roose (1997) mencionan que las mutaciones en la mayoria de los casos
pueden causar cambios significativos en la morfologia de arbol, pero con las
modificaciones que ocurren en la secuencia de ADN, son dificiles de detectar.
Novelli et al. (2006) también informaron que a pesar de considerables diferencias
morfologicas, hay pocos polimorfismos RFLP, RAPD y SSR. Sobre la base de
marcadores SSR, Cao et al. (2007) no pudieron detectar diferencias entre 16
mandarinas Satsuma y por tanto el posible origen de la mutaciéon de estas
variantes. Los resultados de este estudio sugieren que el analisis de marcadores
moleculares puede contribuir significativamente a los programas de mejoramiento
de citricos, coadyuvando en la deteccion y seleccion temprana de los hibridos y

con ello contribuyen al ahorro de tiempo y recursos.
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Cuadro 5. Numero de plantas hibridas identificadas con cuatro marcadores

moleculares SSR.

Cruza Iniciador Iniciador | Iniciador | Iniciador
Q cAGG9 TAA41 TAA45 TAA52
d
Rosenberg (2x) X Colimex (2x) 7 6 3 2
Colimex (2x) X Rosenberg (2x) 7 8 11 12
Mex13 (4x) X Limoneira 8a (2x) 7 8 10 3
Mex13' (4x) X 'Rosenberg (2x) 12 15 13 17
Mex13 (4x) X Eureka (2x) 4 5 7 9
Rosenberg (2x) X Mex20 (4x) 2 0 6 3
Rosenberg (2x) X Mex13 (4x) 1 1 0 1
Mex13 (4x) X C-35 (2x) 39 32 48 53
Colimex (2x) X HS11 (4x) 25 20 20 14
Colimex (2x) X Limequat (2x) 5 0 2 2
Colimex (2x) X C-32 (2x) 3 2 16 2
Mex13 (4x) X C-35 (2x) 39 32 48 53
Colimex (2x) X C-Swingle (2x) 2 9 2 2
Colimex(2x)X Citrange Yuma (2x) 16 8 7 5
Total de plantas hibridas 130 114 145 125

2x=diploide, 3x=triploide, 4x= tetraploide
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De las 203 plantas analizadas, se generaron perfiles con los cuatro iniciadores
SSR utilizados en el estudio. En la Figura 6,se presentan algunos hibridos
identificados con uno de los iniciadores que mejores resultados presento (CAGG9)
De la cruza 'Mex13' X 'Rosenberg' (Figura 6a), se puedo observar que los
individuos 41, 43, 44, 48 y 51, presentaron las bandas del progenitor masculino
'Rosenberg’, por lo cual fueron identificados como hibridos. En la cruza 'Colimex' X
'Rosemberg' (Figura 6b), los individuos 23, 25, 26, 29, 30, 31 y 32, al igual que en
la cruza anterior mostraron las bandas del progenitor masculino, por lo que fueron
identificados como plantas hibridas. Por ultimo en la cruza de 'Mex13' X 'Limoneira
8a' (Figura 6c¢), los individuos 35, 39, 202, 203, 204, 208 y 210, mostraron las
bandas del progenitor masculino 'Limoneira 8a', por lo que también se identificaron

como hibridos.

En la Figura 7, se presentan algunos hibridos identificados con uno de los iniciadores que
mejores resultados presento (TAA45) De la cruza 'Mex13' X 'Eureka’ (Figura 7a) se puedo
observar que los individuos 197 y 201, presentaron las bandas del progenitor masculino
'Eureka’, por lo cual fueron identificados como hibridos. En la cruza 'Mex13' X 'Limoneira
8a' (Figura 7b) los individuos 208 y 2010, al igual que en la cruza anterior mostraron las
bandas del progenitor masculino 'Limoneira 8a' (Figura 7c) por lo que fueron identificados
como plantas hibridas. En la cruza de 'Mex13' X 'Rosenberg’, los individuos 40 al 48, 50 y
51 mostraron las bandas del progenitor masculino 'Rosenberg’, por lo que también se

identificaron como hibridos.
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M Mex13 Rosenberg 40 41 42 43 44 46 47 48 49 50 51 52

M Colimex Rosenberg 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

M Mex13 Limoneira8A 35 36 37 38 39 202 203 204 207 208 210

Figura 6. Perfiles de SSR generados con el iniciador cCAGG9 para progenies de cruzas
de: Mex 13 X 'Rosenberg' (a), 'Colimex' X 'Rosemberg’ (b) y 'Mex13' X 'Limoneira 8a' (c).
M: Marcador de peso molecular 1Kb, linea 1: Progenitor femenino, Linea 2: Progenitor
masculino, Lineas 40-52, 23-34 y 35.-210: Plantas progenie.



M Mex13 Eureka 197 201 Mex13 Limoneira8A 208 210

M Mex13 C-35 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 102

M Mex13 Rosenberg 40 41 42 43 44 46 48 49 50 51 47

Figura 7. Perfiles de SSR generados con el iniciador TAA45 para progenies de cruzas de:
'Colimex' X 'Rosenberg' (a), 'Mex13' X 'C-35' (b) y 'Mex13' X 'Rosenberg' (c). M: Marcador
de peso molecular 1Kb, linea 1, 6 y 11: Progenitor femenino, Linea 2, 7 y 12: Progenitor
masculino, Lineas32-34, 67-70, 68, 90-102 y 40-47: Plantas progenie.
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Al realizar los dendogramas con los datos de los cuatro marcadores SSR de los
individuos obtenidos con las distintas cruzas se pudo dectectar que el coeficiente
de similitud de la distancia euclediana vario desde 0.00 a 999.09 entre los 203
individuos que se analizaron. Esto se debe a la gran variabilidad generada en
estos cruzamientos, ya que se combinaron los genomas de diferentes especies e
inclusive de géneros distintos. Por otra parte, tanto los limones mexicanos como
los limones italianos son hibridos ancestrales y estan en forma heterocigoética y por
lo tanto al segregar los alelos en los gametos y luego al recombinarse en el
cruzamiento, estan generando nuevas combinaciones genéticas. Por su parte, los
citranges estan formados por el genoma de C. sinesis y P. trifoliata, tambien en
condicion altamente heterosigotica, lo que aumenta la diversidad genética. Este
resultado coincide con lo reportado por Herrero et al. (1996) quienes sefalan que

las limas y limones muestran un alto porcentaje de heterocigosidad

En la Figura 8 se muestra el dendograma construido con los perfiles de SSR de la
cruza de 'Colimex' X Citrange '"Yuma' en el que se pueden apreciar tres grupos o
racimos En el primer grupo, se encuentran los individuos H180, H211, H219,
H216, H215, H214, H213, H212, H217y H218, estos presentaron un alto grado de
similitud con el progenitor femenino 'Colimex', lo que indica que son
genéticamente identicas con este y por lo tanto, estas plantas tienen origen
nucelar. De acuerdo con (Ruiz et al.,, 2000) la mayoria de los citricos son
apomicticos y desarrollan embriones adventicios directamente de las células
nucelares y por lo tanto tienen el mismo genoma que la planta madre. El segundo
grupo esta compuesto por los individuos H181, H183, H191, H184 y H185. Estos
se ubican entre ambos progenitores lo que significa que comparten varios
marcadores genéticos que fueron detectados por tres de los iniciadores y por lo
tanto son hibridos. Por ultimo el tercer grupo se integré por Citrange 'Yuma'y los
individuos H182 y H186. Estos presentaron valores altos de similaridad con el
progenitor masculino pues mostraron mayor numero de marcadores moleculares

detectados con los cuatro iniciadores. Estos marcadores genéticos puede tener
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relacion con los fenotipos de estas plantas. Algunos caracteres morfolégicos que
comparten las plantas que conforman el segundo y tercer grupo fueron: alas
angostas y de forma oboval-obdelta, ausencia de antocianinas en hojas y

estructura del arbol similar a los citranges.

En algunos individuos con perfiles de SSR que no muestran algunos marcadores
genéticos ni del progenitor femenino ni del progenitor maculino. Es probable que al
segregar los alelos en los gametos y darse la recombinacion en la cruza, modificd
algunas secuencias en el nuevo genoma del hibrido y no permitié que el iniciador

las pudiera amplificar.

Colirmex X Citrange Yuma

Colimex
180
Hil
HHY
HtG
s |
Hd
H13
H2
HHT
H2E_
Hig1
| 183
Wy
(1B
1185
Yuma
| W&z )
' Hidh

T v y y r y 1
1l 1M 000
Coafficient

Figura 8. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Colimex' x Citrange'Yuma' construido con el
método UPGMA
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En el dendograma construido con los perfiles de SSR de la cruza 'Colime' x 'C-
Swingle' se observan tres grupos (Figura 9). El primer grupo lo formé el progenitor
femenino 'Colimex'. El segundo grupo por los hibridos H171, H172, H173, H178,
H177, H176, H175, H174, H179 y H229, que compartieron marcadores genéticos
con ambos progenitores. El tercer grupo lo formaron el progenitor masculino 'C-
Swingle' y los hibridos H179 y H229. En este caso los individuos progenie
compartieron mayor namero de marcadores genticos con 'C-Swingle'. Tanto los
individuos del grupo 1l y los del grupo Il son hibridos originados de esta cruza. En
relacion a los caracteres morfologicos, los individuos presentaron los mismos
caracteres que en la cruza 'Colimex' x Citrange "Yuma'. Segun Shahsavar et al.
(2007) en un estudio de germoplasma de citricos, las poblaciones de plantas
mostraron caracteristicas morfolégicas muy similares, sin embargo, los fenotipos
moleculares revelaron diferencias sustanciales de similitud entre los hibridos y los

progenitores.

Colimex X C-Swingle

-

Colimex
HiT
HiT2
HiT3

H1T8

HiTT
HiT6
H1T5
H174

Cswuingle

HiTY

H229

T + ¥ T - ¥ T v v v T T g v ¥ + ]
{14 ] an M 14 0.00

Cosificient

Figura 9. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Colimex' x 'C-Swingle' construido con el
método UPGMA.
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En la Figura 10 construida con los perfiles de SSR de la cruza "Colimex" x HS11,
se muestran los cuatro grupos en los que se separaron los individuos el
dendograma construido. El primer grupo, lo form6 el progenitor femenino
"Colimex". El segundo por los individuos H233, H234, H238, H254, H253, H250,
H248, H249, H245, H251, H243, H242, H241, H247, H239, H240, H236, H244,
H246, H235, H237 y el progenitor masculino HS11. Estos presentaron valores
altos de similaridad con dicho progenitor pues mostraron mayor numero de
marcadores moleculares detectados con los cuatro iniciadores. De acuerdo con
Corazza-Nunes et al. (2002) en una evaluacion de la variabilidad genética
encontraron el 100% de similitud en cinco de 38 accesiones de citricos. En el
tercer y cuarto grupo se encuentran los individuos H232 y H252 respectivamente,
que al igual que los anteriores se identificaron como hibridos, pero solo con solo
tres de los iniciadores. Los caracteres morfolégicos que comparten los individuos

son los mismos que en la cruza 'Colimex' x Citrange "Yuma'.

Colimex X Hibrido Somatico 11

L 1 1 | |
" YL 52 281 000
Coefficient

Figura 10. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Colimex' x ‘HS11’ construido con el método
UPGMA.
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En el dendograma construido con los perfiles de SSR de la cruza 'Colimex’ x
'Limequat' se observan dos grupos (Figura 11). El primer grupo lo integro el
progenitor femenino 'Colimex', los individuos H221 y H224, que comparten
caracteristicas similares a este y que fueron detectadas como plantas hibridas con
tres de los iniciadores. Con respecto al segundo grupo, este lo formaron
'Limequat' y los hibridos H225, H222, H223 identificados con uno y dos de los
iniciadores. Los caracteres morfologicos, que presentaron los individuos son los

mismos que en la cruza 'Colimex' x Citrange "Yuma'.

Colimex X Limequat

Colimex

|H221 — |

|H224

Limequat

H225

| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
5.52 414 276 1.38 0.00

Coefficient
Figura 11. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de

individuos obtenidos de la cruza de 'Colimex' x 'Limequat' construido con el
método UPGMA
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En la Figura 12 se muestra el dendograma formado por tres grupos, construido
con los perfiles de SSR de la cruza 'Colimex' X 'Rosenberg'. El primer grupo, lo
formé el progenitor femenino 'Colimex’, los individuos H3, H9. Estos presentaron
un alto grado de similitud con el progenitor femenino lo que indica que son
genéticamente identicas y por lo tanto, estas plantas tienen origen nucelar. En
este mismo grupo se ubican los hibridos identificados con dos y tres de los
iniciadores H6, H8, H11, H19 y H17, todos ellos comparten caracteristicas de
ambos progenitores. El segundo grupo esta formado por 'Rosenberg’, los hibridos
H2, H7 y H16, en quienes se observdé un alto grado de similitud con este
progenitor y fueron identificados con los cuatro iniciadores. Dentro de este mismo
grupo se encuentran los hibridos H4, H5, H13, H18, H1l, H10, H20 y H12,
identificados con uno, dos y tres de los iniciadores. El tercer grupo esta formado
por los individuos H14 y H15, que tambien fueron identificados como plantas
nucelares. Cuando una poblacion se deriva de una cruza, todos los individuos
cigéticos muestran un genotipo diferente al de la madre en cualquier locus de
discriminacion, siempre y cuando el padre tenga alelos diferentes a los de la
madre (Ruiz et al.,, 2000). Los caracteres morfolégicos, que presentaron los

individuos son los mismos que en la cruza "Colimex" x Citrange '"Yuma'.
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Figura 12. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Colimex' x 'Rosenberg' construido con el
método UPGMA
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El dendograma construido con los perfiles de SSR de la cruza 'Mex13' x 'Eureka’
(Figura 13) presenta los tres grupos en los que se dividieron los 12 individuos. El
primer grupo, lo formé el progenitor femenino 'Mex13' y el individuo H62, quienes
comparten caracteristicas geneticas similares y fue identificado como planta
nucelar. En el segundo grupo se ubic6 el progenitor masculino 'Eureka' y los
individuos H58, H59, H197, H201,estos presentaron alto grado de similitud con el
progenitor masculino ya que fueron identificados como hibridos por los cuatro
iniciadores. En este mismo grupo se encuentran los individuos H56, H57, H63
tambien identificados como hibridos por tres de los iniciadores. El Gltimo grupo lo
forman los hibridos H60 y H6, identificados por solo dos de los iniciadores. Estos
resultados son similares a los reportados por Nageswara et al. (2008) quienes en
cruzas de mandarina (C. reticulata Blanco) y pomelo (C. maxima Merr.) reportaron
95% de similitud genética entre los progenitores y sus hibridos con bajo
coeficiente de variacion. algunos caracteres morfoldégicos que comparten los
individuos son: presencia y ausencia de alas angostas y de forma oboval-obdelta y

presencia y ausencia de antocianinas en hojas.
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Figura 13. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'Eureka’ construido con el método
UPGMA

La cruza 'Mex13' x 'C-35', se construyeron tres dendogramas, con los perfiles de
SSR. En el primer dendograma se presentan los primeros los 17 individuos
analizados (Figura 14). Se observan tres grupos en los que fuerdon separados los
individuos. El primer grupo, lo formé el progenitor femenino 'Mex13'. En el
segundo se agrupo el progenitor masculino 'C-35', y los individuos H90, H91,
H107, H106, H105, H104, H103, H102, H93, H100, H99, H98, H97, H96, H95 vy
H92, todos similares a este progenitor e identificados con los cuatro iniciadores.
En el tercer grupo se encuentra el individuo H101, este fue similar al progenitor

femenino e identificado como planta nucelar.

En la Figura 15 se puede observar el segundo dendograma de los 19 individuos

los cuales fuerdn separados en tres grupos. El primer grupo, lo formé el progenitor

53



femenino 'Mex13'. El segundo grupo esta formado por el progenitor masculino 'C-
35', los individuos H108, H109, H125, H124, H123, H122, H121, H120, H119,
H118, H117, H110, H115, H114, H113, H112 y H111, todos con carcteristicas
similares al 'C-35' e identificados por los cuatro iniciadores como plantas hibridas.
Algunos autores como Bastianel et al. (1998) reportaron en un analisis de
conglomerados de los padres y la progenie de la cruza entre Montenegrina x Rey,
la separacion de los individuos en grupos distintos con una disimilitud genética de
20%. En el tercer grupo se encuentra los individuos H116 y H126, identificados

como plantas nucelares.

En el tercer dendograma se observan los 20 individuos restantes de esta cruza
(Figura 16). En el dendograma se pueden observar los tres grupos en los que
fuerdn separados los individuos. El primer grupo lo formo el progenitor femenino
'Mex13'. El segundo grupo lo integré el progenitor masculino 'C-35', los individuos
H130, H131, H147, H132, H143, H142, H140, H139, H138, H137, H135, H141,
H144, H129, H145, H127, H128, H133 y el H146, todos estos comparten
cararcacteristicas similares a 'C-35' y fueron identificados como plantas hibridas
por dos, tres y cuatro de los niciadores. En el tercer grupo se encuentra el
individuo H134, este se identifico como planta nucelar. Algunos de los caracteres
morfologicos, que presentaron los individuos son los mismos que en la cruza
'Colimex' x Citrange '"Yuma'. En un estudio de germoplasma de citricos, Shahsavar
et al. (2007) reportaron que los limones (C. limon L. Burm. F.), 'Lisboa’, 'limén
Rock 'y 'limén forma de pera' se separaron de otros genotipos al analizar el
polimorfismo con marcadores moleculares ISSR con valor de similitud de 0.65. En
general los 56 individuos de esta cruza comparten caracteristicas similares al
progenitor masculino 'C-35', lascuales fueron identificadas con los cuatro

iniciadores probados.
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Figura 14. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'C-35' construido con el método
UPGMA.
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Figura 15. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'C-35' construido con el método
UPGMA
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Figura 16. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'C-35' construido con el método

UPGMA

En el dendograma construido con los perfiles de SSR, de la cruza 'Mex13' X
'Limoneira 8a', se pueden observar tres grupos (Figura 17). El primer grupo lo
formo el progenitor femenino 'Mex13', y el individuo H38, quien presenté similitud a
dicho progenitor, por lo que fue identificado como planta nucelar. En este mismo
grupo se encuentran los individuos H37, H35 y H39, identificadas como plantas
hibridas por uno y dos de los iniciadores En el segundo se encuentran los
individuos H36, H202, H203, H210, H208, H204, H206 y H207, que fueron
identificados con dos y tres de los iniciadores como hibridos. Por ultmo, el tercer
grupo lo formdé el progenitor masculino 'Limoneira 8a'. Todas las plantas
identificadas como hibridas comparten caracteristicas con los progenitores.
Algunos de los caracteres morfologicos, que presentaron los individuos son los

mismos que en la cruza 'Colimex' x Citrange 'Yuma'.
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Figura 17. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'Limoneira 8a' construido con el
método UPGMA

En la Figura 18 se presenta el dendograma construido con los perfiles de SSR de
los 19 individuos y sus progenitores, de la cruza de 'Mex13' X 'Rosenberg'. Se
observan cuatro grupos. El primero lo formé el progenitor femenino 'Mex13'. En el
segundo se encuentran los hibridos H40, H43, H44, H48, H51 y el progenitor
masculino 'Rosenberg'. Estos presentaron valores altos de similaridad con el
progenitor masculino pues mostraron mayor numero de marcadores moleculares
detectados con los cuatro iniciadores. En este mismo grupo se encuentran los
individuos H41, H42, H55, H53, H54, H50, H52, H46, H47, H49, identificados por
tres de los iniciadores como plantas hibridas. El tercer grupo lo formé el hibrido
H45. Identificado por tres de los hibridos. Y en el dltimo grupo se encuentran los
individuos H196, H209 y H198 tambien identificados con tres de los iniciadores

como plantas hibridas. Algunas de las caracteristicas morfolégicas que comparten
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los individuos son: presencia de alas angostas, de forma oboval-obdelta,

presencia y ausencia de antocianinas en hojas.

Mex13 X Rosenberg

Mex13 4
Rosenberg-
H40
H43
H44
H48
H51
H41
H42
Hs5 — |
H53
H54
H50
H52
H46
H47
'Hdg
W5 ¢« ||
{H196 1
I lh209

IHma__ \%

1
10.81 8.10 5.40 2.70 0.00
Coefficient

Figura 18. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Mex13' x 'Rosenberg' construido con el

método UPGMA

En la Figura 19 se muestra el dendograma construido con los perfiles de SSR de
la cruza de 'Rosenberg' x 'Colimex' en el que se pueden apreciar dos grupos. El
primer grupo lo formé el progenitor femenino 'Rosenberg’, los individuos H23, H26,
identicos a 'Rosenberg’, por lo tanto son de origen nucelar, los indiviuos H34,
H22, H30, H31, H32, H29, H24, H27, H21, H28 y H33 identificados como plantas
hibridas con uno y dos de los iniciadores, El segundo grupo lo formé el progenitor
masculino 'Colimex' y el hibrido H25 quien present6 similitud genética a dicho
progenitor e identificado por tres de los iniciadores. Algunos de los caracteres
morfolégicos que comparten los individuos son: ausencia de alas y antocianinas

en hojas.
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Figura 19. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de 'Rosenberg' x 'Colimex' construido con el
método UPGMA

La Figura 20 muestra el dendograma construido con los perfiles de SSR de la
cruza 'Rosenberg' x 'Mex20'. En el dendograma se presentan los dos grupos en
los que fuerdn separados los individuos. En el primer grupo se encuentra el
progenitor femenino 'Rosenberg’. El segundo grupo se formé por los individuos
H73, H75, H76, H77, H82, H199, H78, H81, H205, H79, H80, H74, y el progenitor
masulino 'Mex20', quienes presentaron similaridad genetica con este progenitor, e
identificados como hibridos por dos y ytres de los iniciadores. Algunos caracteres
morfolégicos que comparten los individuos son: presencia de alas angostas y
forma obcordiforme, ausencia de antocianinas en hojas y porte del arbol de

apariencia tanto de 'Colimex' como de citranges.
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Figura 20. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de

individuos obtenidos de la cruza de'Rosenberg' x 'Mex20' construido con el

método UPGMA

La Figura 21 muestra el dendograma construido con los perfiles de

SSR de la

cruza 'Rosenberg’ x 'Mex13'. En el dendograma los 7 individuos fuerdn separados

en dos grupos. El primer grupo lo formé el progenitor femenino 'Rosenberg’, los

individuos H84, H85, H87, H89, quienes presentaron similitud genetica con dicho

progentior, por lo que se identificaron como plantas nucelares. En este mismo

grupo se agruparon los individuos H86 y H88, identificados como hibridos por uno

de los iniciadores. Y el segundo grupo lo formé el progenitor masculin

0 'Mex13'y

el hibrido H200, identificado con dos de los iniciadores. Algunos de los caracteres

morfolégicos que comparten los individuos son: ausencia de alas y antocianinas

en hojas.
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Figura 21. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de'Rosenberg' x 'Mex13' construido con el
método UPGMA.

En la Figura 22 se observan los perfiles de SSR con los que se construy6 el
dendograma en el que fuerdon separados los 17 individuos. Se pueden observar
dos grupos. En el primero se encuentra el progenitor femenino "Colimex", los
individuos H164, H149, H150, H151, H167, H165, H169, H166, H162, H161,
H168, H159, H158, H157 y H156. Estos se ubicaron entre ambos progenitores lo
que significa que comparten varios marcadores genéticos que fuerdn detectados
por uno de los iniciadores. El segundo grupo esta formado por el progenitor
masculino 'C-32'y los, hibridos H160, H163, quienes presentan similitud genetica
con dicho progenitor y fueron identificados por los cuatro iniciadores probados.
Algunos de los caracteres morfologicos, que presentaron los individuos son los
mismos que en la cruza 'Colimex' x Citrange 'Yuma'. Segun Onamu, et al. (2012)
algunos investigadores han reportado baja correlacion entre marcadores
morfolégicos y moleculares para varios cultivos (Karuri et al., 2010; Koehler-

Santos et al., 2003; Ferriol et al., 2004), y al respecto sugieren que eso puede
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deberse a la naturaleza independiente de las variaciones morfolégicas y

moleculares.
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Figura 22. Dendograma generado con datos de cuatro marcadores SSR de
individuos obtenidos de la cruza de'Colimex' x 'C-32' construido con el método
UPGMA

Los SSR son marcadores codominantes y multialelicos que suelen mostrar altos
niveles de polimorfismo y que tienen un alto grado de fiabilidad y reproducibilidad
(Morgante y Olivieri, 1993). Estos marcadores son los mas poderosos para
comprender los patrones detallados de la composicion de parentesco y
discriminacion individual en los clones, por lo que son ampliamente utilizados para
la identificacidn del cultivares y mapas genéticos (Tautz, 1989; Nassar y Collevatti,
2005). En el caso de una cruza entre padres homocigotos o estrechamente
relacionados este tipo de marcadores pueden discriminar inequivocamente la

descendencia cigotica de nucelar (Nageswara et al., 2008).

Segun Kumar et al. (2011), existe una variedad de técnicas con marcadores

moleculares que se han desarrollado durante las ultimas décadas y su aplicacion
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ha revolucionado el mejoramiento molecular de plantas. Estas técnicas permiten el
analisis de la variacion en el nivel gendmico y la deteccién de la variacion
genética. Por lo tanto, la informacion obtenida desde el nivel molecular podria
utilizarse para evaluar las relaciones genéticas entre los grupos principales de

germoplasma.

De acuerdo con Belaj et al. (2003) una mejor comprension de la efectividad de los
diferentes marcadores moleculares se considera un paso prioritario hacia
cualquier clasificacion y caracterizacion de germoplasma y un requisito previo para
los programas de mejoramiento mas eficaz. Estos mismos autores reportan el
mayor nivel de polimorfismo con analisis SSR. El alto nivel de polimorfismo
asociado con estos marcadores, se debe al mecanismo Unico responsable de
generar diversidad alélica que surge a través de la replicacion de deslizamiento.
Su naturaleza co-dominante también permite la deteccion de un alto nimero de
alelos por locus y contribuye a mayores niveles de heterocigosidad esperada. Sin
embargo, este resultado también depende de la especie en estudio.

Todas las técnicas de marcadores generan un alto grado de similitud en términos
de topologia del dendrograma, aunque con diferencias en el posicionamiento de
algunas especies. La razon podria ser la naturaleza de marcadores, técnicas y
nivel de polimorfismos detectados entre las especies estudiadas (Belaj et al.
(2003).

4.3 Caracterizacion morfolégica de hibridos de limon mexicano

En la figura 23, se muestran algunos de los caracteres morfoldgicos obtenidos en
hojas de los diferentes hibridos de limén mexicano. Se pueden observar hojas
unifoliadas, con presencia y ausencia de peciolo y con formas oval, oboval y
lanceoladas (Figura 23a y b). En la figura 20c, se observan hojas unifoliadas,
bifoliadas y trifoliadas, con formas desde elipticas, ovales y obovales con

presencia de alas en el peciolo con forma obdelta.
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Figura 23. Caracteres morfolégicos obtenidos en hojas de hibridos de limén mexicano.

El analisis de correspondencias multiples permitié establecer un total de dos
factores que explicaron el 69.09% de la variabilidad total, misma que se obtuvo de
la medicion de 14 variables morfolégicas. El factor 1 se definié por las variables;
area foliar, forma de lamina foliar y presencia de antocianinas, mientras que el
factor 2 fue definido por las variables; presencia-ausencia de alas, anchura del ala

y forma del ala.

En la figura 24, se muestran cuatro grupos formados de acuerdo al analisis
realizado. En el primer grupo se encuentran los progenitores 'Rosenberg’, 'Eureka’
y 'Limoneira 8a', este se caracteriza por tener area foliar de (14 cm?, division de

hoja simple, insercién de lamina foliar brevipeciolada, peciolo sin alas, longitud de
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5-8cm y ancho de lamina foliar de 3-5cm, forma eliptica, margen de lamina foliar
dentado, 4pice de la hoja obtusa y ausencia de antocianinas.

El grupo dos y cuatro, se distingue por tener area foliar de 16 cm? insercion
brevipeciolada, longitud de lamina foliar de 5-8cm, ancho de 3-5cm, forma de
lamina foliar eliptica, margen dentado, apice de la hoja obtusa, presencia de alas,
ancho de ala angosta, forma del ala obcordiforme, ausencia de antocianinas y con
porte del arbol de apariencia tanto de 'Colimex' como de citranges. En este mismo

grupo se encuentra el 'Hibrido Somatico 11'.

En el grupo tres se encuentran, 'Colimex’, 'Mex13', 'Mex20', 'Limequat’, Citrange
'Yuma'y 'C-Swingle'. Los hibridos dentro de este grupo presentan area foliar de 12
cm? insercién de lamina foliar brevipeciolada con longitud de 5-8cm, ancho de
lamina foliar de 3-5cm, forma de lamina foliar eliptica-oval, margen dentado, 4pice
de la hoja agudo-obtuso, presencia de alas, ancho de alas angosta, forma del ala
oboval-obdelta, presencia y ausencia de antocianinas y porte del arbol parecido a
los citranges. Las plantas de citricos generalmente presentan hojas unifoliadas,
alternas, la forma varia de ovadas a lanceoladas y el tamafio de 4 a 10 cm de
largo y pueden poseer peciolos alados mas o menos amplios (Nageswara et al.,
2008).

En general los cuatro grupos comparten caracteres morfolégicos, aunque no esta
claro como se heredan algunas de esas caracteristicas, un ejemplo de eso puede
ser la presencia de alas en el peciolo y de antocianinas en brotes vegetativos
tiernos. Al parecer en las cruzas se estan segregando y recombinando los genes
que controlan dichas caracteristicas y de las cuales se han generado esas

combinaciones.

Estos eventos pueden ser explicados posiblemente por el hecho de que tanto el
limén mexicano como el limon italiano son hibridos naturales originados por un

cruzamiento ancestral entre C. medica L. con C. micranta, pero que por el
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fenébmeno de la apomixis se ha mantenido su condicion heterocigbtica para
muchos de sus locus. Por lo tanto cuando se cruzan se crean nuevas
combinaciones genéticas donde segregan y se recombinan de manera aleatoria
sus alelos y generan una gran diversidad de fenotipos. Cabe la posibilidad de que
al recombinarse los genomas se generen combinaciones nuevas y se desarrollen
fenotipos que no se asemejen a los progenitores de la cruza, sobre todo si se
estan expresando genes recesivos. Existe una gran cantidad de variacion entre las
especies y cultivares de citricos como resultado de una frecuente mutacion de
yemas, hibridacién interespecifica e intergenérica, apomixis y larga historia de
cultivo (Shahsavar et al., 2007). El uso de caracteres morfolégicos puede ser Uutil,
pero a menudo insuficiente en la diferenciacion de los cultivares estrechamente
relacionados. Por otro lado, ciertas variantes morfologicas diferentes pueden estar
estrechamente relacionados filogenéticamente (Shahsavar et al., 2007). Ademas
los rasgos morfologicos son altamente influenciados por el entorno (Fang et al.,
1998).

Los individuos que se analizaron en este estudio comparten caracteristicas de (C.
limon L. Burm.), (C. sinensis L. Osbeck), (C. aurantifolia (Christm.) Swingle), C.
paradisi, C. amblycarpa, Poncirus trifoliata y Fortunella japonica. Segun Ollitrault y
Navarro (2012), las especies cultivadas como la naranja agria (C. aurantium L.),
naranja dulce, pomelo, limén y limén mexicano aparecieron por recombinacion
entre los taxones basicos. Son llamadas tipicamente "especies falsas" asociadas
con la propagacion clonal (ya sea por semillas apomicticas o por injerto), donde la
diversificacion varietal fenotipica se produjo por una acumulacion de variacién de
un prototipo hibrido ancestral, sin recombinacion sexual. Dentro de estas especies
hay una desconexion total entre la diversidad fenotipica y molecular. La
importancia pomoldgica intraespecifica y diversidad fenoldgica se puede explicar
por la seleccibn humana de mutaciones de yemas favorables (Ollitrault y Navarro,
2012).
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Las relaciones genéticas entre C. medica, C. aurantifolia y C. limon estan
claramente establecidas. Datos de cloroplastos y nucleares indican que los
acervos genéticos de C. reticulata y C. maxima contribuyeron a la génesis del
limén. Nicolosi et al. (2000) propusieron que esta especie fue resultado de una
hibridacion directa entre C. aurantium y C. medica y esta hipoétesis es previamente
reportada y apoyada por otros autores (Federici et al., 1998; Gulsen y Roose,
2001; Barkley et al., 2006; Fanciullino et al., 2007; Pessina et al., 2011; Ollitrault et
al., 2012; Garcia-Lor et al., 2013). (Curk et al., 2015) reportaron que 'Eureka’,
Lisboa y limones dulces, también llamado limones amarillos, tienen un genoma
mitocondrial tipo pomelo, idéntico a la de la naranja agria. También identificaron a
la naranja amarga como progenitor directo de este grupo de limones de acuerdo a
los andlisis con SSR. Los resultados obtenidos por estos autores concuerdan con
la hipdtesis de Nicolosi et al. (2000), que define a los limones como hibridos
directos entre naranja agria (como progenitor femenino) y cidra, confirmado
también por otros estudios moleculares (Gulsen y Roose, 2001; Ollitrault et al,
2012; Garcia-Lor et al., 2013).

El origen de C. aurantifolia ha sido motivo de controversia, pero los datos
moleculares (Federici et al., 1998; Nicolosi et al., 2000; Fanciullino et al., 2007)
apoyan la hipétesis de Torres et al. (1978) que es un hibrido entre C. medica y una
especie de Papeda. Curk et al. (2015), reportan que limén mexicano surgioé de por
hibridacién entre C. micrantha y cidra, y esto concuerda con reportes hechos por
Scora (1975), Nicolosi et al. (2000), Ollitrault et al. (2012) y Garcia-Lor et al.
(2013).

Debido a su alta hetererocigosidad presente en todos los genotipos que fueron
utilizados como progenitores, se obtuvo una gran diversidad morfologica en la
progenie. Resaltan las cruzas que se hicieron de limén mexicano 4x con limon
italiano 2x, pues de estas se generaron individuos gque se asemejan mas al
genotipo mexicano que al italiano debido a que el limén mexicano contribuyo con
un doble juego del genoma. En las cruzas de limon mexicano 2x con citranges 2X,

los hibridos expresan una gran dominancia del fenotipo de citrange, mostrando
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hojas trifoliadas y una estructura del arbol muy semejante al citrange. Caso
contrario ocurrio en las cruzas que se hicieron de limén mexicano 4x con citrange
2X, pues en estas la dominancia del citrange se redujo significativamente y el
hibrido practicamente perdio el caracter trifoliado y la estructura de las ramas ya
no son tan semejantes al citrange. La hibridacion sexual para crear nuevos
genotipos de citricos, da como resultado una variacion sustancial en los caracteres
en la progenie ya que las variantes que producen son derivadas sexualmente y
esto se debe a su alta naturaleza heterocigota (Gmitter et al., 2009). Segun
Herrero et al. (1996) las limas y limones muestran un alto porcentaje de
heterocigosidad. La hibridacion parece ser una fuente importante de variacién en
estas variedades. Las especies de citricos son conocidos por hibridar entre si sin
mucha dificultad (Iwamasa et al., 1988) y numerosos casos de hibridos naturales

se han reportado (Swingle, 1943).

La comprension de la taxonomia, las relaciones filogenéticas, y la variabilidad
genética de los citricos es fundamental para determinar el origen, la evolucién y
las relaciones genéticas, la caracterizacion de germoplasma, el control de la
erosion genética, el disefio de estrategias de muestreo o colecciones, el
establecimiento de programas de mejoramiento, y el registro de nuevos cultivares
(Herrero et al., 1996).

Barrett y Rhodes (1976) llevaron a cabo un estudio filogenético integral donde
evaluaron 146 caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de arbol, hoja, flor y
fruto. Estos investigadores sugirieron que habia tres especies ancestrales
verdaderas de citricos, la toronja (C. maxima (Burm.) Merrill), mandarina (C.
reticulata Blanco), y la cidra (C. medica L.). Scora (1975) también vio estas tres
especies como los Unicos citricos verdaderos y todas las demas especies como
introgresiones de estas formas ancestrales. Mas recientemente, la filogenia y el
origen genético de las especies importantes de los citricos se ha investigado con
el uso de marcadores moleculares (Nicolosi et al., 2000; Moore, 2001; Barkley et
al., 2006).
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De acuerdo a los analisis realizados sobre el origen de las especies secundarias
con isoenzimas (Herrero et al., 1997; Ollitrault et al., 2003) (. Federici et al., 1998),
RFLP, RAPD, SCAR (Nicolosi et al., 2000), AFLP y STMS (Luro et al., 2001,
Barkley et al., 2006) se apoyan las siguientes conclusiones (Nicolosi, 2007). C.
sinensis y C. aurantium estan cerca de C. reticulata pero es evidente que
contienen fragmentos de introgresion del genoma nuclear de C. maxima. La mayor
proporcion de C. reticulata indican que no son hibridos directos pero
probablemente retrocruzamiento de primera o segunda generacion con el acervo
genético C. reticulata. El andlisis de genoma de cloroplastos (Green et al., 1986;
Nicolosi et al., 2000) muestra que C. maxima era el progenitor femenino durante la
hibridacién con C. reticulata. C. paradisi esta cerca de C. maxima, pero alelos del

acervo genético de C. reticulata también se comparten con C. sinensis.

El conjunto de caracteres que definen las especies secundarias (naranjas dulces y
amargas, pomelo, limén y lima) se basa en estructuras genémicas complejas de
origen interespecifica con alta heterocigosidad que se estabilizan por propagacion
vegetativa (apomixis y, mas recientemente, esquejes o injertos) (Ollitrault et al.,
2003). La falta de suficientes descripciones, muestras y habitats originales ha
hecho que sea dificil identificar a los antepasados de los citricos. Una multitud de
hibridos interespecificos naturales y variedades cultivadas, incluyendo mutantes

espontaneos, oscurece aun mas la historia de los citricos (Gmitter et al., 2008).
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V CONCLUSIONES

Se identificaron plantas hibridas de limén mexicano con limones italianos citranges

e hibridos somaticos entre citranges y naranjo dulce

Los cuatro iniciadores permitieron la identificacion de plantas hibridas

El mayor nimero de plantas hibridas se identificaron con los iniciadores TAA45 y
cAGG9

La citometria de flujo permitié la identificacion de 182 plantas hibridas triploides de

limén mexicano.

Las combinaciones que mas hibridos triploides generaron fueron las cruzas 4x x
2X.

Los caracteres morfologicos permitieron la identificacion y caracterizacion de

plantas hibridas de limén mexicano.

Los 203 indiviuos analizados, comparten caracteres morfoldégicos.con sus

progenitores.

Los caracteres morfolégicos identificados freceuntemente en los individuos fueron
alas angostas y de forma oboval-obdelta, ausencia de antocianinas en hojas y

estructura del arbol similar a los citranges.

Los marcadores genéticos denominados microsatélites (SSR), la citometria de
flujo y algunos marcadores morfolégicos fueron utiles para la identificacion y
seleccién temprana de plantas hibridas en una poblacion progenie originada por
hibridacién sexual entre genotipos diploides y tetraploides de limén mexicano con

limones italianos, citaranges he hibridos somaticos, asistida por el rescate y
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germinacion in vitro de embriones inmaduros. Estas herramientas permiten
eliminar en etapas tempranas las plantas de origen nucelar y con ello ahorrar

tiempo y recursos de investigacion en el programa de mejoramiento genético

Con la caracterizacion morfolégica de hoja y de la estructura de los arboles se
logré detectar plantas expresando caracteres presentes en los progenitores, pero
ademas se pudo detectar fenotipos expresando nuevas combinaciones genéticas.
Algunas plantas expresaron fenotipos de bajo vigor y capacidad de sobrevivencia
que murieron en campo 0 sobreviven con aspecto decadente. En algunas
combinaciones se detectaron plantas tolerantes a la enfermedad conocida como
antracnosis que provoca fuertes pérdidas de produccion en los periodos de

invierno. También se detectaron plantas precoces y de porte enano.
La informacion generada por esta investigacion ayudara a practicar la seleccion de

genotipos hibridos con potencial de explotacion comercial o para usarse como

progenitor en una segunda generacion de hibridacion por retrocruza.
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