Resumen
Los cítricos son el principal cultivo frutal del mundo, siendo España el sexto productor mundial y el primer país exportador para el mercado en fresco. La ausencia de semillas constituye una de las características más importantes relacionadas con la calidad de los frutos, no siendo aceptados por los consumidores los frutos con semillas. La obtención de híbridos triploides se ha convertido en una estrategia importante para desarrollar variedades sin semillas, algunas de las cuales ya están disponibles en el mercado. A pesar de la importancia de las plantas poliploides, la genética de las mismas es mucho menos conocida que en plantas diploides.
Los híbridos triploides de cítricos se pueden obtener de forma rutinaria a partir de mecanismos de poliploidización sexual (2x × 2x) o mediante cruzamientos interploides (2x × 4x ó 4x × 2x). En los cruzamientos 2x × 2x, se producen híbridos triploides espontáneos que proceden de la unión de un óvulo no reducido (2n) con polen haploide. En el caso de cruzamientos interploides, los híbridos triploides resultan de la fecundación de un gameto diploide procedente del parental tetraploide con polen haploide procedente del parental diploide. Las estructuras genéticas y fenotípicas de las poblaciones triploides obtenidas dependen en gran medida de la restitución de heterocigosidad parental (HR) en el gameto diploide para cada locus, lo que está influido principalmente por la estrategia de obtención de estas poblaciones. En cruzamientos 2x × 2x, HR depende del mecanismo que da lugar a la formación del gameto no reducido; estos mecanismos son genéticamente equivalentes a una restitución en la primera división meiótica (FDR) o una restitución en la segunda división meiótica (SDR). Además, para cada mecanismo de restitución de heterocigosidad, HR depende a su vez de la distancia genética entre el locus considerado y el centrómero. En caso de cruzamientos interploides, la restitución de la heterocigosidad del parental tetraploide depende de la frecuencia de doble reducción. En los cítricos, existe cierta controversia sobre el mecanismo de formación de gametos no reducidos. En el caso de naranjo dulce, el mecanismo propuesto es FDR, mientras que para el clementino se ha propuesto SDR. Por otro lado, la asignación de las configuraciones alélicas de marcadores genéticos en especies poliploides es esencial para inferir las estructuras genotípicas y gaméticas con el objetivo de estudiar los mecanismos de meiosis y herencia. En este contexto, los objetivos científicos de la tesis han sido: (i) desarrollar un nuevo método para asignar dosis alélicas utilizando marcadores codominantes, (ii) implementar y aplicar nuevas estrategias para analizar el origen de los gametos no reducidos y localizar centrómeros y (iii) utilizar el conocimiento generado para localizar un gen mayor de resistencia a la mancha marrón producida por el hongo Alternaria, que supone actualmente un inconveniente en los programas de mejora de mandarino.
En el caso de marcadores microsatelites (SSRs), se ha demostrado que el genotipado de poblaciones triploides puede llevarse a cabo mediante el método microsatellite allele-counting peak ratio (MAC-PR). Sin embargo, el empleo de marcadores SSR es relativamente costoso y lento, en comparación con los métodos actuales de genotipado de SNP. Además, con la creciente disponibilidad de bases de datos procedentes de ESTs y secuenciación completa de genomas, los SNP se han convertido en los marcadores polimórficos más abundantes y efectivos que se pueden utilizar. En la presente tesis, se ha desarrollado un método basado en PCR competitiva específica de alelos para asignar las dosis alélicas de SNPs de una forma precisa, simple y efectiva. La combinación de este nuevo método con el MAC-PR ofrece la posibilidad de emplear un gran abanico de marcadores moleculares para el genotipado de poblaciones triploides. Ambos métodos se han empleado en los trabajos descritos a lo largo de esta tesis.
Mediante la utilización de marcadores SSR, se ha demostrado que el mecanismo que da lugar a la formación de gametos no reducidos en el mandarino ‘Fortune’ es SDR. Además, se ha desarrollado y aplicado un nuevo método para localizar centrómeros comparando los datos de HR observados dentro de un grupo de ligamiento y funciones teóricas bajo modelos de interferencia parcial  y no interferencia.
Para ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de origen de los gametos no reducidos a otros genotipos, se ha desarrollado y aplicado un método de máxima similitud basado en la HR de marcadores centroméricos. Este nuevo método permite identificar el mecanismo de origen tanto a nivel poblacional como a nivel individual. Como resultado, se ha confirmado que SDR es el mecanismo de origen de los óvulos diploides en todas las poblaciones de híbridos triploides analizadas.
La información obtenida anteriormente sobre el mecanismo de origen de los gametos no reducidos ha sido utilizada para determinar las estructuras genéticas y fenotípicas de nuevas poblaciones triploides obtenidas mediante diferentes estrategias. En este sentido, se han analizado estas estructuras para la resistencia a la mancha marrón (ABS), una enfermedad fúngica importante en los cítricos que produce lesiones necróticas sobre los frutos y hojas jóvenes de los genotipos susceptibles. En la presente tesis, a partir del conocimiento de la estructura genética particular proveniente de SDR como mecanismo de origen de los gametos no reducidos, se han combinado diferentes estrategias para analizar la resistencia a ABS en poblaciones triploides de cítricos. Se ha corroborado en estas poblaciones triploides la herencia monolocus dominante propuesta a partir de estudios en poblaciones diploides. Además, se ha localizado un región genómica de 3.3 Mb ligada a la resistencia a ABS cerca del centrómero en el cromosoma III, en la que se incluyen varios grupos  de genes de resistencia. También se han desarrollado marcadores SSR y SNP para realizar una selección temprana de híbridos resistentes, los cuales están siendo utilizados actualmente en el programa de mejora del IVIA para selección asistida por marcadores.
El conocimiento generado en esta tesis sobre los mecanismos de poliploidización sexual y la herencia de caracteres concretos en cítricos permitirá un desarrollo más eficiente de los programas de mejora en base a necesidades actuales y futuras. De hecho, los resultados de aplicación práctica obtenidos en esta tesis están siendo utilizados actualmente.
