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RESUMEN

Se utilizaron siete marcadores
microsatélites RAMs para caracterizar 30
accesiones de mandarina Citrus reticulata
del banco de Germoplasma de Corpoica-
Palmira. El estudio de diversidad genética
con microsatélites RAMs diferencio las 30
accesiones en seis grupos con una
similaridad de 0.75 y una heterocigosidad
de 0.31, lo que revela gran polimorfismo
genético. En el grupo 1 se ubicaron dos
accesiones correspondientes a los tipos
de mandarinos Satsuma y Tangor
denominados Satsuma Okitsu y
Ortanique, respectivamente. En el grupo 2
se agruparon ocho accesiones que
pertenecen al grupo de las Clementinas:
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Clementina  fina, Clementina 85,
Clementina 88, Clementina 92, Oroval,
Marisol, Cremenulles y Oneco. En el
grupo 3 con un nivel de similaridad de
0.72 se agruparon las accesiones ICA
Jamundi, ICA Amaime e ICA-Bolo. En el
grupo 4 se ubicaron los hibridos: Pixie,
Arrayana, Osceola, Fairchild, Beauty,
Page, Lee, Santander, Corsica 1y Corsica
2. En el grupo 5 con un nivel de
similaridad de 0.67 se ubicaron los
hibridos Fortune, Kinnow, Kara, Fremont y
Fortune mandarin. Los tangelos ‘Minneola’
y ‘Orlando’ se diferenciaron del resto de
las accesiones evaluadas (nivel de
similaridad de 0.60), esto posiblemente
obedezca a sus caracteristicas
morfolégicas claramente distinguibles. La
técnica RAMs permiti6 agrupar las
accesiones de mandarina segun los tipos


http://www.unal.edu.co/
mailto:semorav@gmail.com
mailto:ymorilloc@unal.edu.co
mailto:acmorilloc@unal.edu.co
mailto:jemunozf@unal.edu.co
http://www.corpoica/

162 Mora-Vivas et al. / Caracterizacidon molecular de 30 accesiones de Citrus reticulata.

reportados (Mandarino Satsuma,
Mandarinos Clementinos e Hibridos), por
lo cual puede ser una herramienta
molecular util para evaluar la diversidad
genética en Citrus.

Palabras clave: Citrus spp, marcadores
RAMs, variabilidad genética, banco de
germoplasma.

ABSTRACT

Seven microsatellite markers
RAMs were used to characterize 30
accessions of mandarin  Citrus
reticulata from Germplasm Bank of
Corpoica-Palmira. The study of genetic
diversity with RAMs differed the 30
accessions in six groups with a
similarity of 0.75 and a heterozygosity
of 0.31, indicating high genetic
polymorphism. In the group 1 were
located two accessions corresponding
for the types of mandarin Satsuma and
Tangor called Satsuma Okitsu and
Ortanique, respectively. In group 2,
eight accessions were grouped
belonging to the Clementines:
Clementina fina, Clementina 85,
Clementina 88, Clementina 92, Oroval,
Marisol, Cremenules and Oneco. In
group 3 with a level of similarity of 0.72
were grouped the accessions ICA
Jamundi, ICA Amaime and ICA-Bolo.
In group 4 were located the hybrids:
Pixie, Arrayana, Osceola, Fairchild,
Beauty, Page, Lee, Santander, Corsica
1 and Corsica 2. In the group 5 with a
level of similarity of 0.67 were located
the hybrids Fortune, Kinnow, Kara,
Fremont and Fortune mandarin.
Tangelos 'Minneola’ and 'Orlando’
differed from the rest of the accessions
evaluated (level of similarity of 0.60),
likely to their morphological
characteristics clearly distinguishable.
The technique RAMs allowed grouped
the accessions according to type
mandarin reported (Mandarin Satsuma
Mandarin Clementines and Hybrids), it
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may be a useful molecular tool to
evaluate the genetic diversity in Citrus.

Key words: Citrus spp, markers RAMs,
genetic variation, germplasm bank.

INTRODUCCION

El género Citrus (2n=18) es nativo
del Sudeste de Asia y del archipiélago
Indo-Malayo (Avilan et al., 1989), contiene
la mandarina Citrus reticulata, el limén C.
limon y el pomelo C. paradisi Macf, los
cuales son los ancestros de las especies
comerciales. La apomixis facultativa es
predominante en C. reticulata y ha sido
determinante en la evolucion de Citrus.

La mandarina Citrus reticulata junto
con la toronja C. paradisi L. y el limonero
C. limon L. son consideradas las tres
especies verdaderas de citricos. La
mandarina es el segundo grupo de citricos
mas importante en el mundo entero, con
la mas alta adaptacion climatica entre los
citricos cultivados. ElI grupo de las
mandarinas esta formado por numerosas
especies, asi como también hibridos
intergenéricos e interespecificos de ahi
que se consideren como el grupo
fenotipicamente mas heterogéneo de los
Citrus (Moore, 2001).

Tradicionalmente, los caracteres
morfolégicos han sido utilizados para
identificar los citricos; sin embargo, existe
un alto nivel de variabilidad genética que
dificulta algunas veces hacer una
separacion precisa de cada variedad. La
caracterizacion de los bancos de
germoplasma, la variacién genética y el
mejoramiento  en naranjas y otras
especies de Citrus no han sido exitosos
debido a las caracteristicas relacionadas
con la biologia reproductiva de estas
especies, por ejemplo, alta fertilidad inter-
especifica,  reproduccibn  apomictica,
poliembrionia, una larga fase juvenil y la
escasez de marcadores de ADN
polimérficos (Bretd et al., 2001; Corazza-
Nunes et al., 2002).

El uso de marcadores moleculares
ha sido un instrumento valioso y preciso
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para asistir el programa de mejoramiento
de especies de Citrus. Los andlisis
isoenzimaticos han sido utilizados para
identificar embriones zigéticos (Torres et
al., 1982) y cultivares de naranja trifoliata
(Khan y Roose, 1988; Fang et al., 1997).
Los marcadores RFLP (Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos de
Restriccién) han sido reportados como
altamente polimérficos en Citrus (Liou et
al., 1996) vy utlizados en estudios
filogéneticos entre especies de Citrus
(Green et al., 1986; Nicolosi et al., 2000).
Los andlisis RAPD (ADN Polimérfico
Amplificado al Azar) han sido utilizados en
la caracterizacion de germoplasma,
estudios de diversidad genética,
identificacion de mutantes en limén (Deng
et al, 1995), quimeras (Sugarawa Yy
Oowada, 1995), hibridos somaticos (Guo
et al., 2000) y poliembrionia (Ramalho et
al., 2000; Andrade-Rodriguez et al., 2004).
Marcadores AFLP (Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos Amplificados)
han sido usados para la identificacién de
mandarina Clementina (Bret6 et al., 2001).

En Citrus y géneros relacionados,
los microsatélites han sido empleados
para estudios filogenéticos (Fang and
Roose, 1997; Pang et al., 2003), estudios
de variabilidad genética en los niveles
interespecifico, intraespecifico e
intrapoblacional (Kijas et al., 1995;
Corazza-Nunes et al.,, 2002; Koehler-
Santos et al., 2003; Thomas et al., 1998),
identificacion de plantas zigéticas (Ruiz et
al., 2000; Cristofani et al., 2001; Oliveira et
al., 2002) y construccion e integracion de
mapas de ligamiento (Kijas et al., 1997,
Cristofani et al., 2003) pero es todavia
dificil identificar variabilidad intraespecifica
en algunas especies de Citrus. La
caracterizacion de marcadores
microsatélites ha sido ya publicada en
Citrus limon (Golein etal., 2005), Citrus
sinensis (Ahmad et al., 2003; Novelli et al.,
2006), Citrus limonia x Poncirus trifoliata
(Kijas et al.,, 1997) y Citrus reticulata
(Koehler-Santos et al., 2003).

Los marcadores moleculares

conocidos como los RAMs son utiles para
medir la diversidad genética en plantas y
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animales, diferencia entre familias, entre
especies y al interior de la especie (Mufioz
et al., 2008), muestran la base misma de
la variacion de los individuos, permiten
seleccionar regiones concretas dentro de
la molécula de ADN para estudios
determinados, el nimero de polimorfismos
detectables es tedricamente ilimitado y
permiten analizar tanto la informaciéon que
se expresa como la que no lo hace
(Mahuku et al.,, 2002). Esta metodologia
es factible para pequefios laboratorios en
términos de equipos y facilidades de
costo, no requiere el conocimiento previo
de secuencias, ni el uso de is6topos
radioactivos. Los marcadores obtenidos
por los RAMs se pueden usar para
estudios de poblaciones (Hantula et al.,
1996).

El objetivo de este trabajo fue
caracterizar molecularmente accesiones
de mandarina Citrus reticulata del banco
de germoplasma de Corpoica-Palmira
mediante marcadores microsatélites
RAMSs.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se evaluaron 30 accesiones de
mandarina pertenecientes al Banco de
Germoplasma de Corpoica-Palmira
(Cuadro 1).

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se
hizo en el Laboratorio Integrado de
Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Palmira.
Para la extraccion de ADN se utilizo el
protocolo de Dellaporta et al. (1983).

Los ADN totales se visualizaron en
geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con
bromuro de etidio en una camara Maxicell
Primo EC-340 Electroforesis Gel System.
Para determinar la concentracion de ADN
de cada accesién se hizo una curva de
dilucién con ADN del bacteri6fago Lambda
de concentracion inicial 20 ng/ul y se llevo
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a concentraciones finales de 20, 40, 60,
80 y 100 ng/ul. EI ADN cuantificado se
diluyé en agua tipo HPLC a un volumen
total de 100 pl a 10 ng/ul y se almacené a
-20 °C.

Para el andlisis RAMs se utilizaron
siete  cebadores  sintetizados por
Technologies Inc. (Cuadro 2).

Para la reaccion de amplificacion
con RAMs se preparoé el coctel en un tubo
estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un
volumen final de 25 pl. La mezcla de
reaccion se prepar6 con buffer 1X, MgCl,
1.5 mM, DNTPs 0.2 mM, Taq Polimerasa
1U, cebador 2 uymM y ADN gendmico
10ng.

Cuadro 1. Accesiones de mandarina Citrus reticulata del banco de Germoplasma de

Corpoica utilizadas para la caracterizacion molecular con microsatélites RAMs.

NOMBRE CIENTIFICO COLECTA

ICA Jamundi Citrus reticulata Valle del Cauca
ICA Bolo Citrus reticulata Valle del Cauca

ICA Amaime Citrus reticulata Valle del Cauca
Orlando Hibrido IPEACS Rio Janeiro-Brasil
Arrayana Citrus reticulata Sevilla-Valle del Cauca

Clementina Fina
Clementina 85
Clementina 88
Clementina 92

Citrus clementina
Citrus clementina
Citrus clementina
Citrus clementina

Corsica 1 Citrus clementina
Corsica 2 Citrus clementina
Fortune Mandarin Citrus reticulata
Hibrido Page Hibrido
Minneola Hibrido
Ortanique Hibrido

Satsuma Okitsu
Oneco Nucelar

Citrus satsuma
Citrus reticulata

Fortune Citrus reticulata
Kara Citrus reticulata
Kinnow Citrus reticulata
Fremont Citrus reticulata
Osceola Hibrido
Lee Citrus reticulata
Fairchild Hibrido
Fixie Citrus reticulata
Santander Citrus reticulata
Beauty Citrus tangerina
Clemenulles Citrus clementina
Oroval Ctirus clementina
Marisol Citrus clementina

IVIA-Valencia-Espafa
Cércega-Francia
Cércega-Francia
Cércega-Francia
Cércega-Francia
Cércega-Francia

IRFAD CIRAD Francia

IRFAD CIRAD Francia

Desconocido
Cércega-Francia

IRFAD CIRAD Francia

U.CaliforniaRiverside

U. California-Riverside

U. California-Riverside

U. California-Riverside

U. California-Riverside

Riverside-California

U. California-Riverside

U. California-Riverside

U. California-Riverside
Lebrija-Santander

IRFA CIRAD Francia

IVIA-Valencia-Espafa
Cércega-Francia
Cércega-Francia

ISSN: 2007-1353

Investigacion Agropecuaria. 2013. Volumen 10(2). p. 161-172.



Mora-Vivas et al. / Caracterizacidon molecular de 30 accesiones de Citrus reticulata. 165

Cuadro 2. Cebadores utilizados en la
técnica Microsatélites RAMSs.

Cebador Secuencia (5'a 3)
CCA DDB(CCA)s
CGA DHB(CGA)s

GT VHV(GT)sG
AG HBH(AG)-A
CT DYD(CT);C
TG HVH(TG);T
CA DBDA(CA);

Las siguientes designaciones se usan para
los sitios degenerados: H (A6 T 6 C); B (G
O0TOC);,V(GOAGC)YD(GOAOGT).

La amplificacién se llevo a cabo en
un termociclador PTC 100 Programmable
Termal Controller (MJ. Research, Inc). La
desnaturalizacion inicial fue a 95 °C
durante 5 minutos; desnaturalizacién a 95
°C por 30 segundos, hibridacion a una
temperatura de 50 °C (cebador AG y CA),
55 °C (cebador CCA-TG-CT) y 58 °C
(cebador GT-CGA) durante 45 segundos,
una extension de 72 °C por 2 minutos, 37
ciclos desde la desnaturalizacion a
extension y por Ultimo una extension a 72
°C durante 7 minutos.

Los productos amplificados fueron
separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida 37:1 (acrilamida:bisacrilamida)
al 7 % a 150 voltios por 1 hora en una
camara pequefia de DNA Sequencing
System, FB-SEQ-3545 de FisherBiotech.
La tincibn se realiz0 usando sales de
plata.

Analisis Estadistico

Se gener6é una matriz binaria de
ausencia (cero) y presencia (uno). La
similitud genética entre los individuos se
calcul6 utilizando el coeficiente de
similitud de Nei y Li (1979) también
conocido como DICE (1945) (Sneath y
Sokal, 1973). El analisis cluster se realizo
por el método UPGMA y se generd un
dendrograma utilizando el paquete
estadistico NTSYS (Numerical Taxonomy
System for personal Computer, version
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2.02 PC). Para evaluar la diversidad
genética se estim6 la heterocigosidad
insesgada y el porcentaje de loci
polimérficos  utilizando el  paquete
estadistico TFPGA (Tools For Population
Genetic Analices, version 1.3, 1997). Se
determind el f estadistico insesgado con
un intervalo de confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio de diversidad Genética

Los siete cebadores RAMs
utilizados para la  caracterizacion
molecular en mandarina generaron un
total de 106 bandas; que fluctuaron entre
10 para el cebador CT y 20 para el
cebador CA. ElI ndmero de loci
polimoérficos varié entre 7 y 17 para los
cebadores CT y GT, respectivamente
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Heterocigosidad promedio estimada
(He) y porcentaje de loci polimdérficos para los
siete cebadores RAMs evaluados en 30
accesiones de mandarina.

. % Loci
Cebador No. ,LO.C' He polimorficos

polimorficos estimada (95 %)

CGA 11 0.29 84.6
TG 10 0.36 91.3
CCA 9 0.23 52.9
CA 15 0.30 85.0
GT 17 0.36 93.0
CT 7 0.28 70.0
AG 12 0.36 88.9
Poblacion total 0.31 83.96

La heterocigosidad promedio (H)
para la poblacion total fue de 0.3107, lo
gue revela gran polimorfismo genético.
Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Tapia et al. (2005)
quienes evaluaron 63 cultivares de
mandarina (Citrus spp.) usando
marcadores  morfolégicos 'y  AFLP
(Amplified Fragment Length
Polymorphism). Se usaron 20 caracteres
cuantitativos y 10 cualitativos de hojas,
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flores y frutos. Las mejores combinaciones
de iniciadores AFLP fueron la Mse +CAG
mas Eco +ACA, y Mse +CAA méas Eco
+AGG, dando un total de 109 bandas con
un 86 % de polimorfismo. Tanto los
marcadores  morfolégicos como los
moleculares mostraron un alto grado de
variacion entre los individuos analizados,
lo que indica una importante fuente de
diversidad genética que puede ser
utiizada en futuros programas de
mejoramiento  genético. Aunque la
comparacion de los datos morfolégicos y
moleculares usando la prueba de Mantel
no mostré una correlacion significativa (r=
0.31), ambas técnicas parecen ser
complementarias para la caracterizacion
de mandarinas. Los AFLP usados en este
trabajo fueron capaces de discriminar
entre todas las accesiones de mandarina
analizadas, incluyendo las que
presentaban el mismo nombre comdun.
Esta alta discriminacién entre accesiones
altamente relacionadas es el resultado de
la alta heterogeneidad en el grupo de
mandarina (Tapia et al., 2005).

El nivel de variacion en mandarina
ha sido reportado por varios autores
utilizando diferentes técnicas incluyendo
isoenzimas (Torres et al., 1978; Torres et
al., 1982), ISSR (Fang and Roose, 1997,
Fang et al.,, 1998), RFLP and RAPD
(Federici et al., 1998) y microsatélites
(Koehler-Santos et al., 2003). Estos
investigadores encontraron una alta
heterogeneidad dentro del grupo de
mandarina y concluyeron que este grupo
es el mas variable de las tres especies de
Citrus (C. grandis, C. medica y C.
reticulata). Bretd et al. (2001) analizaron
24 accesiones de mandarina Clementina
por AFLP y encontraron un bajo nivel de
polimorfismo entre las accesiones; sin
embargo, este resultado fue I6gico porque
todos los cultivares de mandarina
Clementina fueron derivados de un sola
planta y asi el nivel de variabilidad
genética fue bajo.

En el trabajo de Golein et al.
(2005) se reporta el aislamiento y
caracterizacion de 7 loci microsatélites
polimérficos en Citrus. Estos marcadores
produjeron de 4 a 9 alelos por locus (con
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un promedio de 6.14) en los 32 cultivares
de Citrus limon evaluados. Los valores de
heterocigosidad promedio  observada
estuvieron comprendidos entre 0.43 a
0.72. Los niveles de polimorfismo
encontrados en este estudio sugieren que
estos loci microsatélites pueden ser una
herramienta importante para estudios
genéticos en Citrus.

La variabilidad genética en los
citricos estd relacionada con el alto
nimero de unidades taxondmicas
(especies e hibridos), apomixis, alta
compatibilidad sexual entre los citricos y
especies relacionadas, la alta frecuencia
de mutaciones y una larga historia de
cultivo y gran dispersion (Scora, 1988).
Las naranjas dulces C. sinensis (L.)
Osbeck son propagadas vegetativamente
y nuevos cultivares son obtenidos
después de una seleccién cuidadosa de
mutaciones somaticas espontdneas. A
diferencia del grupo de las naranjas
dulces en la cual casi todos los cultivares
han surgido por mutacion somatica, la
variacion genética en el grupo de la
mandarina C. reticulata esta asociada con
la hibridacién sexual entre un gran nimero
de especies e hibridos intraespecificos
(Cameron y Frost, 1968).

El alto nivel de heterocigosidad
encontrado en mandarina (0.3107),
contrasta con el estudio de Morillo et al.
(2009) quienes evaluaron la diversidad
genética en 51 accesiones de naranja
Citrus sinensis (L.) Osbeck del banco de
germoplasma de Corpoica-Palmira
utilizando microsatélites RAMs. La técnica
RAMs diferencié las 51 accesiones en
siete grupos con una similaridad de 0.75 y
una heterocigosidad de 0.25, lo que revela
bajo polimorfismo genético, que puede
estar asociado con la propagacion clonal
de la especie, la poliembrionia, la cual
tiende a disminuir la ocurrencia de
genotipos altamente heterocigotos.

Es reconocido que las naranjas
dulces tienen una estrecha base genética
y que la variabilidad puede ser producida
por diversos factores tales como
hibridacion, mutacibn y tipo de
reproduccion (preferencialmente apomictica),
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la baja diversidad intraespecifica contrasta
con la alta variabilidad en cuanto a
caracteristicas de importancia agronémica
tales como periodo de maduracién,
tamafio y color de los frutos (Herrero et
al., 1996).

El coeficiente de diferenciacion
genética (Fst) obtenido al evaluar las 30
accesiones de mandarina con los 7
microsatélites RAMs fue de 0.45 con una
desviacion estandar de 0.04 (Cuadro 4).
Segun Wright (1978), valores mayores de
0.25 muestran gran diferenciacion
genética.

El cebador CCA fue el que mayor
aporte hizo a la variacion, Fst de 0.54, lo
gue significa que puede ser Util para lograr
mayor diferenciacién entre los materiales
de mandarina Citrus reticulata (Figura 1).

El analisis mediante el coeficiente
de Nei-Li, a un nivel de Similaridad de
0.75, diferenci6é la poblacion en 7 grupos
(Figura 2).

El problema de la clasificacion
botanica de los agrios adquiere especial

notoriedad en el caso de las mandarinas.
Mientras Swingle (1967) las agrupa en
tres especies, Tanaka (1954) reconoce al
menos 36 especies en cinco grupos
taxonémicos. De acuerdo a la clasificacién
comercial que rige los mandarinos se
agrupan en tres grandes grupos:
Mandarino Satsuma, Mandarinos
Clementinos e Hibridos (Agusti, 2003).

Cuadro 4. Diferenciaciéon poblacional,
estadistico Fst para 30 accesiones de
mandarina con los siete cebadores
RAMs evaluados.

Cebador FST SD
CGA 0.50 0.04
TG 0.39 0.04
CCA 0.54 0.04
CA 0.35 0.04
GT 0.53 0.04
CT 0.42 0.04
AG 0.44 0.05

Poblacion total 0,45 0,04

71 70 69 68 67 66 65 A 63 62 61 6059 57 56 55 47 43 40

(

—
—
-
—
p——
-
-’
-
-

Figura 1. Patrones de bandas en Citrus reticulata generadas por el cebador
microsatélite RAM (CCA)n.
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El grupo 1 esta conformado por
dos tipos de mandarinos: Satsuma y
Tangor. Satsuma Okitsu es un clon
nucelar de mandarina Satsuma originado
por polinizacién controlada de la variedad
‘Miyagawa’ con Poncirus trifoliata, es un
arbol de porte mediano y pendular, poco
vigoroso, de follaje poco denso. Tiene
algunas espinas y es muy productivo. Los
tangors son el resultado del cruce entre
mandarino C. reticulata y naranjo dulce C.
sinensis (L.) Osbeck. De cruces con
parentales poco conocidos tenemos
variedades como: Ellendale, Murcot y
Ortanique. Ortanique es un tangor de
origen natural, originario de Jamaica,
donde se conoce desde 1920. Sus arboles
son grandes, vigorosos, con hojas
grandes de color verde oscuro, Yy
productivos. Los frutos son de tamafo
medio a grande, ligeramente aplanados
por su zona estilar, de corteza ligeramente
rugosa, gruesa, de color rojizo intenso y
muy adherida a la pulpa, que dificulta
seriamente su pelado a mano, y un
elevado contenido en zumo, de buen
sabor.

En el grupo 2 se encuentran ocho
accesiones que pertenecen al grupo de
las Clementinas denominadas:
Clementina fina, Clementina 85,
Clementina 88, Clementina 92, Oroval,
Marisol, Cremenules y Oneco. Con el
nombre de Clementinas se conoce a un
grupo de mandarinas, clasificadas asi mas
por cuestiones comerciales que por
razones botanicas, de tamafio de fruto
entre pequefio y mediano, originadas por
mutaciones espontaneas unas de otras, y
cuyo origen inicial es el mandarino comun
Citrus reticulata. Es una variedad muy
interesante, que tiene a su favor la
precosidad y excelente calidad de sus
frutos, muy apreciado sobre todo en
ciertos mercados, como en el francés. Su
principal desventaja es la falta de
productividad, que se atribuye al exceso
de vigor de la planta y a ser ésta muy
exigente en condiciones de medio y
cultivo (Gonzélez-Sicilia de Juan, 1960).

Los grupos 3, 4, 5 y 6 que
corresponden a 20 accesiones estan
principalmente integrados por diferentes
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hibridos de mandarina. En el grupo 3 con
un nivel de similaridad de 0.72 se
agruparon las accesiones ICA Jamundi,
ICA Amaime e ICA-Bolo, variedades
mejoradas colectadas en el Valle del
Cauca. En el grupo 4 se encuentran los
hibridos:  Pixie, Arrayana, Osceola,
Fairchild, Beauty, Page, Lee y Santander.
Fairchild y Osceola son hibridos
procedentes del cruce de Mandarina
Clementina y Tangelo Orlando. Page es
hibrido procedente del cruce de Tangelo
Mineola y Mandarina Clementina. Beauty
es un material introducido de IRFA CIRAD
Francia y Pixie y Lee son materiales
introducidos de la Universidad de
Riverside, California. Igualmente, los
hibridos Corsica 1 y Corsica 2
introducidos de  Cércega, Francia,
mostraron un alto nivel de similaridad de
0.75 y se ubicaron en el grupo numero 4.

En el grupo 5 con un nivel de
similaridad de 0.67 se ubicaron los
hibridos Fortune (Mandarina Clementina x
Mandarina Dancy), Kinnow (Mandarina
King x Willow. leaf), Kara (Satsuma Owari
X mandarina King), Fremont material
introducido de Riverside, California y
Fortune mandarin introducido de IRFA
CIRAD Francia.

El hecho que los géneros de la
subfamilia Auratioideae, tribu Citreae,
subtribu Citrinae, hibriden con facilidad, ha
creado un interesante grupo de plantas.
La presencia de hibridos intergenéricos es
frecuente entre ellas, aunque raro en el
reino vegetal, lo que explica la dificultad
de la clasificacion botanica de los agrios.

De entre los hibridos de los agrios,
los citranges C. sinensis x P. trifoliata y los
citrumelos C. paradisi x P. trifoliata son los
de mayor importancia comercial por su
utilizacién como portainjertos. Otros, como
los tangelos, los tangor y los hibridos de
mandarinas, han visto extendido su cultivo
como una ‘“variedad” mas por su
semejanza con las mandarinas o con las
naranjas, comercializandose como tales.

A un nivel de similaridad de 0.60
se encuentra dos tangelos, los cuales se
diferenciaron del resto de las accesiones
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evaluadas, esto posiblemente obedezca a
sus caracteristicas morfolégicas
claramente distinguibles (grupo 6). Los
tangelos con hibridos de mandarina C.
reticulata y pomelo C. paradisi Macf. Los
mas importantes, ‘Minneola’, de
maduracién tardia, y ‘Orlando’, de
maduracion precoz, ambos hibridos de
pomelo ‘Duncan’ x mandarina ‘Dancy’. En
las pocas plantaciones que existen su
comportamiento agrondmico es adecuado,
vegetando bien y dando elevadas
cosechas de frutos de buen tamafo. Su
sabor, ligeramente acidulo, su dificultad
de pelado, la presencia de semillas y

cierta existencia a la alternancia de
cosechas, son los principales problemas
con los que se encuentra su expansion
(Agusti, 2005).

El dendrograma (Figura 2) mostré
gue todas las accesiones de mandarinas
estan estrechamente relacionadas.
Aunque las mandarinas han sido
agrupadas en diferentes grupos, la
similaridad genética entre las 30
accesiones evaluadas fue relativamente
alta (0.75), sugiriendo que la base
genética del germoplasma de mandarina
es bastante estrecha.
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Figura 2. Dendrograma de la estructura genética de 30 accesiones de mandarina
(C. reticulata) basado en el Coeficiente de Nei-Li, y calculado de los datos
combinados de los siete cebadores Microsatélites RAMSs.
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Los resultados concuerdan con lo
encontrado por Coletta Filho et al. (1998),
quienes utilizaron 22 marcadores RAPDs
para evaluar la diversidad genética entre
35 accesiones de mandarina, incluyendo
10 especies y 7 hibridos. Los marcadores
RAPDs obtenidos fueron suficientes para
generar algunos marcadores especificos
de accesiones, los cuales las separaron
en varios grupos, donde muchos de ellos
concordaron con las unidades
sistematicas propuestas por Tanaka o
Weber. La similaridad genética dentro del
grupo de mandarina fue alta (0.77),
sugiriendo que los cultivares de
mandarina tienen una estrecha base
genética.

Coletta Filho et al. (1998), Federici
et al. (1998) and Fang et al. (1998)
proponen que las mandarinas constituyen
una sola especie C. reticulata, compuesta
por varios individuos morfoldégica Yy
genéticamente diferentes y un gran
namero de hibridos, mas que un gran
namero de especies como lo proponen
algunos estudios taxonémicos.

De acuerdo a los resultados
obtenidos anteriormente, la técnica RAMs
puede ser una herramienta Uutil para
caracterizar la diversidad genética de
diferentes accesiones dentro del género
Citrus, ademas es una técnica que no
necesita informacion previa, utiliza un
cebador, puede ser reproducible por el
tamafo del cebador, diferencia entre
especies y variaciones intraespecificas,
hay relaciones entre grupos biolégicos y
grupos formados por la técnica, es de bajo
costo y de facil implementacion (Mufioz et
al., 2008).

CONCLUSIONES

A pesar de la alta diversidad
presente en el grupo de mandarina, sélo
un pequefio grupo de cultivares son
utilizados comercialmente, de ahi que es
importante  explotar esa diversidad
genética presente en las colecciones in
situ  para  futuros programas de
mejoramiento.
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La informacién de la
caracterizacion molecular encontrada en
este trabajo puede ser utilizada para el
manejo del germoplasma, proteccion de
variedades y nuevas investigaciones para
el mejoramiento del género Citrus.
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