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RESUMEN

La obtencion de hibridos triploides en citricos es una herramienta clave para el desarrollo de
nuevos programas de mejora genética. Los hibridos triploides se caracterizan por la ausencia de
semillas en sus frutos, evitando problemas derivados de la polinizacion cruzada, ademas de
presentar una gran demanda en el mercado para el consumo en fresco. La obtencion de hibridos
puede abordarse mediante diferentes estrategias como la utilizacion de gametos no reducidos
(2n) en las hibridaciones entre individuos diploides (2x x 2x) o mediante hibridaciones
interploides entre individuos diploides y tetraploides (2x x 4x 0 4x x 2x). La configuracion
genética de las poblaciones triploides obtenidas depende de la estrategia empleada en su
obtencion y viene determinada por el mecanismo de formaciéon de los gametos 2n en
cruzamientos entre parentales diploides, y del modo de segregacion cromosodmica del parental
tetraploide en cruzamientos interploides.

En este estudio se pretende analizar el modo de segregacion cromosdémica (disdémica,
tetrasdmica o intermedia) del mandarino ‘Moncada’ 4x [Citrus clementina Hort. ex Tan. x
(Citrus unshiu (Mak) Marc.x Citrus nobilis Lour.)]. Para ello, se utilizara ‘Moncada’ 4x como
parental para obtener una segregacion de individuos triploides que se analizaran mediante
marcadores moleculares microsatélite (Simple Sequence Repeat - SSRs) y polimorfismos de
unico nucleétido (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP) distribuidos a lo largo de los nueve
grupos de ligamiento de los citricos. Los SSRs se encuentran en regiones repetitivas del genoma
y su variacion en el numero de repeticiones permite caracterizar los parentales, asi como los
hibridos triploides obtenidos. Los SNPs se encuentran en regiones con una variacion en uno o
varios nucleotidos y la presencia de nucleétidos diferenciales permite caracterizar los parentales
y los hibridos triploides. El analisis mediante marcadores moleculares permitira el estudio de la
estructura genética del gameto diploide procedente de ‘Moncada’ 4x que ha originado cada
hibrido triploide, evaluando asi la restitucion de heterocigosidad parental transmitida a las
poblaciones triploides.

La variedad ‘Moncada’ 4x sera utilizada como parental femenino en una hibridaciéon ‘Moncada’
4x x Citrus reticulata Blanco "Anana’ y como parental masculino en una hibridacion C.
clementina ‘Clemenules’ x ‘Moncada’ 4x para obtener dos familias de hibridos triploides. Se
podran analizar asi, de forma adicional, los mecanismos de seleccion de gametos y de
incompatibilidad que determinan la ‘Impronta Genética’. Los marcadores moleculares seran
disefiados y seleccionados por presentar polimorfismo entre los parentales de cada poblacion.

Una vez analizada la estructura génica de ambas poblaciones, se estimaran los ratios de
segregacion disomica, tetrasémica o intermedia para cada grupo de ligamiento, y se estudiardn
las posibles diferencias de herencia al utilizar la variedad ‘Moncada’ 4x como parental
masculino o femenino. Los resultados obtenidos seran de gran utilidad para planificar las
estrategias de cruzamientos dentro del programa de mejora genética de citricos para la
obtencion de hibridos triploides.
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ABSTRACT

Breeding of triploid individuals in Citrus is a key tool to develop innovating programs in
genetics field. Triploid hybrids are distinguished for being seedless cultivars in fruits, avoiding
problems derived of cross pollination and they are really requested in the market worldwide to
fresh consumption. Obtaining triploid hybrids may be approached through different strategies
such as the use of unreduced gametes (2n) in diploid individuals hybridizations (2x x 2x) or
interploid hybridization between diploid and tetraploid individuals (2x x 4x or 4x x 2x). Genetic
configuration of triploid populations depends on the strategy used in their obtention and it is
determined by the formation mechanism of gametes 2n in diploid parental crossings, and the
chromosomic segregation mode of the tetraploid parental in interploid crossings.

In this study, we aim to analyze the chromosomic segregation model (disomic, tetrasomic or
intermediate) of tangerine ’Moncada’ 4x [Citrus clementina Hort. ex Tan. x (Citrus unshiu
(Mak) Marc.x Citrus nobilis Lour.)]. For this purpose, ‘Moncada’ 4x will be used as parental to
obtain a triploid segregation which will be analyzed with Simple Sequence Repeat markers
(SSR) and Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) located along the nine linkage groups of
Citrus. SSR are located in repetitive regions of the genome and their variation in repetition
numbers allow to characterize parent individuals and triploid hybrids. SNP are in regions with
one or two nucleotide variation and the presence of differential nucleotides allows to
characterize both parents and hybrids. Molecular marker analysis allows the study of genetic
structure of the diploid gamete which comes from ‘Moncada’ 4x and origins every triploid
hybrid, evaluating the heterozygosity restitution of the tangerine transmitted to the population.

‘Moncada’ 4x cultivar will be used to this study as feminine parental in a hybridation
‘Moncada’ 4x x Citrus reticulata Blanco ‘Anana’ and as masculine parental in a crossing C.
clementina ‘Clemenules’ x ‘Moncada’ 4x to obtain two triploid families. Furthermore, it will be
possible to study the mechanisms of gamete selection as well as incompatibility mechanisms
which determine ‘Genetic Imprinting’. Molecular markers will be designed and selected by the
presence of polymorphism between every population parents.

Once the genetic structure of both populations is studied, ratios will be estimated for disomic,
tetrasomic or intermediate inheritance for every linkage group, and inheritance differences will
be observed when ‘Moncada’ 4x is used as masculine or feminine parental. The results obtained
will be useful to plan crosses strategies within the improvement Citrus genetic program to
produce triploid hybrids.
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ABREVIATURAS

dC = Distancia al Centromero

DR = Doble Reduccion

GL = Grupo de Ligamiento

IC = Intervalo de Confianza

P (n) = Probabilidad en funcién de n

PP = Preferential Pairing o Apareamiento Preferente de cromosomas
RHP = Restitucion de la Heterocigosidad Parental

SNP = Marcador molecular Single Nucleotide Polymosphisms

SSR = Marcador Simple sequence repeats o microsatélite

%2 = Analisis chi-cuadrado
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1 INTRODUCCION
1.1 Importancia econémica de los citricos

Los citricos son el principal cultivo de frutales en el mundo, con una producciéon anual de 125
millones de toneladas. Segin la FAO (ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS
PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA, 2016), hay 140 paises productores,
entre los cuales, Espafia destaca con una superficie total de cultivo de, aproximadamente,
300.000 hectareas y una produccion de 7 millones de toneladas, el 5% de la produccion
mundial. Entre las especies mas importantes cultivadas, los naranjos constituyen un 49% de la
produccion a nivel nacional, los mandarinos un 34%, los limones un 15%, y pomelos y otras
especies, un 1%. Espafia es el primer exportador de fruta fresca con un 25% del comercio
mundial en este sector y es el primer exportador de naranjas, mandarinas y limones.

Ademas, la Comunidad Valenciana es la primera comunidad exportadora de citricos con el 69%
del total de la exportacion espanola, alcanzando un valor en el mercado de mas de 1.980
millones de euros, lo que convierte a los citricos en una de sus principales actividades
econémicas (IVACE, 2018).

1.2  Clasificacion botanica, origen y difusion de los citricos

El género Citrus pertenece a la familia Rutaceae (orden Geraniales, suborden Geraniineae), que
comprende 6 subfamilias, entre las cuales, la subfamilia Aurantioideae se encuentra dividida en
2 tribus, Clauseneae y Citreae. La tltima tribu se encuentra a su vez, compuesta por 3 subtribus,
entre las cuales Citrinae comprende los géneros Eremocitrus, Microcitrus, Clymenia,
Fortunella, Poncirus y Citrus. Son los considerados citricos verdaderos, (Swingley y Reece,
1967) de los cuales Fortunella, Poncirus y Citrus pueden encontrarse cultivados para su
comercializacion.

La taxonomia de los citricos sigue sometida a numerosos debates debido a su diversidad
morfologica, su compatibilidad sexual interespecifica y la apomixis parcial en ciertas
variedades. Actualmente, hay dos sistemas de clasificacion aceptados, el de Swingle (1943) y
Swingley y Reece (1967), que reconoce 16 especies del género Citrus, y otro por Tanaka (1977)
que incluye 162 especies.

El origen de los citricos se encuentra establecido en cuatro ancestros o especies ‘fundamentales’
entre las cuales ocurrieron numerosas hibridaciones interespecificas que dieron lugar al resto de
especies: C. medica L. (cidro), C. reticulata Blanco (mandarino), C. maxima L. Osbeck
(pummelo) y C. micrantha Wester (papeda, especie silvestre) (Barkley et al., 2006; Barrett y
Rhodes, 1976; Federici et al., 1998; Garcia-Lor et al., 2013; Gulsen y Roose, 2001; Herrero,
1996; Li et al., 2010; Nicolosi et al., 2000; Penjor et al., 2013; Scora, 1975; Wu et al., 2018).

La diversificacion de estos ancestros vendria determinada por su establecimiento en cuatro
zonas geograficas diferentes y una evolucion inicial alopatrica (Ollitrault e al., 2012). Usando
analisis gendmicos, filogenéticos, y biogeograficos de germoplasma de citricos, Wu et al.
(2018), propusieron una diversificacion durante el Mioceno tardio y una propagacion al sudeste
asiatico hace aproximadamente 8 millones de afios, gracias al cambio en las condiciones
climaticas humedas a un clima mas seco. Posteriormente, las variedades fueron capaces de
distribuirse al continente australiano via transoceanica, donde se fija otro de sus puntos calientes
de biodiversidad, en el Plioceno temprano, hace 4 millones de afios.

Durante el proceso de domesticacion de los principales cultivos de citricos (naranjos, limas,
limones, pomelos y mandarinos), son dos las actividades que determinaron la fijacion de los
genotipos con los caracteres de mayor interés: el injerto y la clonacion vegetativa por apomixis,



un proceso natural que permite que los embriones nucelares tengan el mismo origen genético
que la madre y, por tanto, se mantengan sus caracteristicas invariantes en la descendencia (Liu
etal., 2012).

1.3 Genoma, caracteristicas y peculiaridades

El genoma de los citricos esta constituido por dos sets de 9 cromosomas (2n=2x=18) (Krug,
1943) y un tamafio de 367Mb por genoma haploide (Terol et al., 2008), aunque puede haber
variaciones significativas de tamafio entre especies (Ollitrault et al., 2003). Las especies
principales de citricos suelen ser diploides, no obstante, existen en la naturaleza genotipos
euploides, que se caracterizan por una dotacion cromosdémica mayor. En especies de cultivos
lefiosos, la poliploidia ha sido atribuida a una mayor adaptabilidad a las condiciones climaticas
(Lacadena, 1996) y todo parece indicar que fue el mecanismo de evolucion principal de las
angiospermas que ha permitido su diversificaciéon y diferenciacion (Wendel y Doyle, 2005).
Entre las ventajas que presentan los poliploides se encuentran la elevada heterosis, la
redundancia génica que lleva a una mayor expresion de ciertos genes y enmascara los efectos
deletéreos de las mutaciones que se acumulen en el genoma, y la reproducciéon asexual, que
permite mantener genotipos de interés durante generaciones. También se han documentado
algunas desventajas como los efectos mitoticos anormales debido al aumento del genoma, la
propension a formacion de células aneuploides y la inestabilidad epigenética que puede
ocasionar una regulacion de genes transgresiva o no aditiva (Comai, 2005). A partir del
descubrimiento de la colchicina, muchas especies cultivadas fueron modificadas para duplicar
su informacion genética, sin embargo, no son muchas las que han demostrado tener un interés
real a nivel agronémico o en investigacion (Lacadena, 1996).

En especies de citricos, los genotipos poliploides mas estudiados son los triploides y
tetraploides, con tres y cuatro juegos completos de cromosomas respectivamente (2n=3x=27 y
2n=4x=36). En la clasificacion de los individuos tetraploides, se puede diferenciar entre
autotetraploides (AAAA), cuando los cuatro cromosomas proceden de la misma especie (debido
a reproduccion intraespecifica) o alotetraploides (AABB), cuando los cromosomas proceden de
distintas especies (debido a un cruzamiento interespecifico). Para poder entender el efecto que
pueden tener los tetraploides en la evolucion de los genomas de citricos, es necesario conocer y
entender los mecanismos que llevan a cabo durante su proceso reproductivo (Comai, 2005;
Sybenga, 1996).

1.4 Problematica de la estructura varietal de mandarinos en Espaiia

Para asegurar la competitividad y sostenibilidad de la citricultura, es necesario el desarrollo de
nuevas variedades resistentes a estreses bidticos y abioticos adaptadas a las nuevas necesidades
de los consumidores. En este contexto, los consumidores demandan frutos de alta calidad, y,
para su consumo en fresco, frutos sin semillas.

En Espafia se distinguen tres grandes grupos de mandarinos comerciales: satsumas, clementinas
e hibridos tipo mandarino. Las satsumas se recolectan desde principios de septiembre hasta
finales de diciembre. El polen y los dvulos de estas variedades presentan baja viabilidad, por
tanto, sus frutos no contienen semillas. No obstante, debido al bajo contenido en azucares y
acidos totales, sus caracteristicas organolépticas son inferiores a otras variedades y el interés de
los consumidores disminuye. Las clementinas, en cambio, son las variedades mas deseadas por
los consumidores por su elevada calidad. Se cultivan muchas variedades, la mayoria obtenidas
por seleccion de mutaciones espontaneas, que se recolectan entre mediados de septiembre y
finales de enero. Son partenocarpicas, autoincompatibles y no se polinizan entre ellas, por tanto,
sus frutos no tienen semillas. Sin embargo, tanto el polen como los évulos son viables, y pueden
producir semillas por polinizacion cruzada con otras variedades de mandarino. Los hibridos tipo
mandarino, fundamentalmente Fortune, Nova y Murcott, fueron introducidos en la citricultura



debido a la demanda de mandarinas para su consumo durante un periodo mayor de tiempo en
los mercados a nivel internacional. Estas variedades son autoincompatibles y permiten
prolongar la recoleccion hasta mayo, pero tienen un gran inconveniente, pueden realizar la
polinizacién cruzada con las clementinas, apareciendo semillas en frutos de ambas variedades.
Ademas, estas variedades son susceptibles a la enfermedad de la mancha marréon causada por el
hongo Alternaria alternata. Los frutos afectados presentan depresiones necroticas y pustulas
suberosas en la corteza que deprecian la fruta para su consumo en fresco y, en el caso que las
infecciones afecten a los frutos jovenes, sufren una abscision prematura, reduciendo
notablemente la produccion. Este hongo se presenta actualmente como una de las mayores
enfermedades en citricos, provocando la eliminacion de arboles enfermos o el sobreinjerto de
las variedades susceptibles.

La obtencion de variedades de mandarino sin semillas mediante hibridacion sexual que
produzcan frutos de alta calidad y resistentes a Alternaria, daria un gran impulso al consumo de
frutos de mandarino y, en consecuencia, un aumento de la competitividad de la citricultura
espaiola.

1.5 Mejora genética de citricos mediante hibridacioén sexual

La hibridacién sexual entre parentales cuidadosamente seleccionados es una de las técnicas
tradicionales de mejora genética, utilizada para optimizar los procesos de produccion, el
desarrollo de portainjertos, y las caracteristicas organolépticas de las nuevas variedades. Las
hibridaciones en citricos pueden presentar ciertas limitaciones como consecuencia de su
compleja biologia reproductiva. Uno de los problemas principales de la técnica de hibridacion
sexual es la gran cantidad de variedades apomicticas, que producen semillas poliembrionicas.
Estos genotipos desarrollan embriones no sexuales a partir de la nucela (tejido propio del
ovario), que limitan o impiden el desarrollo del embrion sexual. Por ello se deben utilizar, en la
medida de lo posible, variedades no apomicticas (llamadas también variedades
monoembridnicas ya que sus semillas contienen tinicamente un embrioén de origen sexual) como
parentales femeninos para la obtencion de hibridos (Aleza et al., 2011). Ademas, muchos
genotipos de gran interés presentan esterilidad masculina y/o femenina y, por lo tanto, no
pueden ser utilizados en programas de mejora basados en hibridacion sexual. Por ultimo, existen
mecanismos de inter y autoincompatibilidad que limitan el nimero de parentales disponibles
para determinadas combinaciones.

La mayoria de las especies de citricos presentan una elevada heterocigosis, causando una gran
segregacion de caracteres en la descendencia y mostrando un elevado ntimero de posibles
fenotipos (Aleza et al., 2009a). No obstante, debido al largo periodo juvenil de los citricos
(entre 3 y 5 afios) que dificulta la evaluacion de la descendencia en campo, y el escaso
conocimiento sobre los mecanismos genéticos que controlan la segregacion de los caracteres de
interés, no se ha podido hasta ahora explotar el potencial genético de las variedades.

1.6 Estrategias para la obtencion de hibridos triploides de citricos mediante
hibridacién sexual

En el marco de la mejora genética mediante hibridacion sexual, los genotipos tetraploides han
sido estudiados desde hace mas de un siglo (Comai, 2005) y estan siendo utilizados actualmente
por su interés como parental para obtener cultivos hibridos triploides estériles, es decir, sin
semilla, muy cotizados en el mercado de productos de consumo en fresco (Aleza et al., 2016).
En la meiosis de individuos triploides, se originan asociaciones multivalentes y como
consecuencia, se producen gametos con distintas dotaciones cromosomicas que reducen la
viabilidad de los mismos (Cameron y Frost, 1968; Fatta del Bosco et al., 1992). Por ello, los
hibridos triploides tienen muy baja fertilidad y normalmente no producen semillas ni inducen la
formacion de semillas en otras variedades por polinizacion cruzada. En citricos, la partenocarpia



es un fendmeno comun, por lo que la formacion de semillas no es necesaria para obtener buenas
producciones.

En los afios setenta del siglo pasado se estudido como podian obtenerse hibridos triploides
mediante hibridaciones sexuales 2x x 4x, 4x x 2x y 2x x 2x (Cameron y Burnett, 1978; Esen y
Soost, 1971; Esen et al., 1978). En el Gltimo caso, cruzamientos entre parentales diploides, el
aumento de la ploidia estd causado por la formacion de gametos femeninos no reducidos
(gametos 2n) (Aleza et al., 2015; Cuenca et al., 2015). Sin embargo, en hibridaciones entre
parentales diploides y tetraploides, los hibridos triploides se producen por la fecundacion de un
gameto diploide del parental tetraploide y un gameto haploide del parental diploide.

No obstante, estas observaciones no pudieron aplicarse en programas de mejora para la
obtencion de elevadas poblaciones de hibridos triploides hasta que se desarrollaron técnicas
biotecnologicas para el rescate y cultivo de embriones in vitro, para el analisis del nivel de
ploidia mediante citometria de flujo y la obtencion de nuevos parentales tetraploides (Aleza et
al., 2012a; 2012b; 2011; 2010; 2009b). Estas técnicas biotecnoldgicas han permitido establecer
amplios programas de hibridos triploides a nivel mundial para obtener variedades sin semillas
de alta calidad y que maduren a lo largo de toda la campafia de produccion. De hecho, varios
grupos de investigacion en diversos paises han orientado sus programas en esta direccion (Aleza
et al., 2010; Cuenca et al., 2010; Grosser et al., 2010; Ollitrault y Navarro, 2012; Starrantino y
Recupero, 1981).

1.6.1 Hibridaciones entre parentales diploides

La obtencion de hibridos triploides puede llevarse a cabo mediante un cruzamiento de dos
individuos diploides, como consecuencia de la formacion de gametos no reducidos (2n) a nivel
de ovulo (Aleza et al., 2009b; Cuenca et al., 2015; Rouiss et al., 2017b) aunque las primeras
poblaciones de hibridos 3x y 4x a partir de gametos no reducidos de polen se han obtenido
recientemente (Rouiss et al., 2017c¢).

Los dos mecanismos principales de la produccion de gametos no reducidos son la no restitucion
de la primera division meidtica (First division restitution FDR), y la no restitucion de la
segunda division meidtica (Second division restitution SDR) (Mok y Peloquin, 1975),
mecanismos que son comparados con el mecanismo meidtico habitual de las plantas diploides
en la Figura 1. La configuracion alélica de cada gameto para un locus determinado depende del
tipo de mecanismo que produce los gametos 2n, la distancia al centromero y la interferencia
cromosomica. Un genotipo cuyo mecanismo meidtico sea FDR, originard gametos 2n
constituidos por cromatidas no hermanas y cuya restitucion de la heterocigosidad sera del 100%
en ausencia de recombinacién meidtica, mientras que, si se considera un evento de
entrecruzamiento entre el locus considerado y el centromero, la restitucion de la heterocigosidad
varia del 100% al 50%. En cambio, un genotipo que produzca los gametos 2n mediante el
mecanismo SDR, presentard gametos constituidos por las cromatidas hermanas con una
restitucion de la heterocigosidad del 0% sin eventos de recombinacion, mientras que, si se
origina un evento de recombinacion entre el locus considerado y el centrémero, la restitucion de
la heterocigosidad varia entre 0 y 100%. Por lo tanto, FDR y SDR originan gametos 2n con
estructuras genéticas muy diferentes (Cuenca et al., 2011).

En citricos ambos mecanismos se encuentran presentes. En mandarino y limén ha sido
demostrada la presencia del mecanismo SDR (Cuenca et al., 2015) mientras que para la
formacion de polen no reducido, predomina el mecanismo FDR (Rouiss ez al., 2017¢).
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Figura 1. Representacion de los gametos obtenidos mediante un mecanismo meidtico normal, First
Division Restitution (FDR) y Second Division Restitution (SDR) en ausencia de eventos de
recombinacion entre cromosomas

1.6.2 Hibridaciones interploides

Otra estrategia que permite la obtencion de triploides es la hibridacion sexual interploide, que
consiste en realizar cruzamientos entre genotipos con distinto nivel de ploidia, generalmente
entre individuos tetraploides y diploides donde los genotipos tetraploides aportan la doble
dotacion génica mediante gametos diploides (2x x 4x 6 4x x 2x) (Lacadena, 1996).

Muchos de los parentales tetraploides utilizados son individuos doble diploides, es decir,
tetraploides que contienen informacion duplicada del genotipo diploide del cual se ha obtenido.
La mayoria de plantas 4x de citricos se han obtenido por tratamiento con colchicina
(CxH25NOg) u orizalina (Ci12H1sN4OsS) (Aleza et al., 2009b), o por duplicacion espontanea del
numero de cromosomas en células de la nucela en genotipos apomicticos y posterior desarrollo
de los embriones mediante embrionia adventicia (Aleza et al., 2011). Ademas, se han
desarrollado hibridos somaticos alotetraploides mediante hibridacion somatica por fusion de
protoplastos (Grosser et al., 2000; 2010; Grosser y Gmitter, 2011).

1.7 Marcadores moleculares en citricos

En el campo de la ingenieria genética, los marcadores moleculares han sido uno de los
descubrimientos clave de las ultimas décadas por su capacidad para distinguir individuos con
distinto genotipo. Del grupo de marcadores moleculares, los marcadores de DNA han sido los
mas desarrollados gracias a su elevada resolucion encontrando polimorfismos en la secuencia
génica. En citricos, se han utilizado numerosos tipos de marcadores moleculares para la
realizacion de estudios genéticos como las isoenzimas (Roose, 1988; Torres et al., 1978),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPDs; Luro et al., 2004), Sequence Characterized
Amplified Regions (SCARs; Nicolosi et al., 2000), Restriction Fragments Length



Polymmorphism (RFLPs; Federici et al., 1998), Simple Sequence Repeats (SSRs; Barkley et al.,
2006; Froelicher et al., 2008; Kijas et al., 1997; Terol et al., 2007; 2008), Intersimple Sequence
Repeat (ISSRs; Fang et al., 1997), Amplified Fragment Length Polymosphism (AFLPs; Liang et
al., 2007), Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPs; Lotfy et al., 2003), Insertion-
Deletion (InDel), Diversity Arrays Technology (DArT; Curtolo et al., 2017), y Single
Nucleotide Polymorphism (SNPs; Chen y Gmitter, 2013; Cuenca ef al., 2013; Garcia-Lor et al.,
2012; 2015; Ollitrault et al., 2012). Los marcadores moleculares se han utilizado para la
realizacion de estudios filogenéticos, caracterizacion de germoplasma, y nuevas variedades,
distincion entre embriones zigdticos y nucelares, analisis del origen de gametos no reducidos,
desarrollo de mapas genéticos y seleccion asistida con marcadores (Aleza et al., 2016; Chen et
al., 2008; Cuenca et al., 2011; 2013; 2016; Curk y Navarro, 2018; Curtolo et al., 2017;
Froelicher et al., 2008; Garcia-Lor et al., 2015; Luro ef al., 2004; Oueslati et al., 2017; Rouiss et
al., 2017a; Rouiss et al., 2017¢; Ruiz y Asins, 2003; Ruiz et al., 2000). Actualmente, estan
apareciendo nuevas técnicas de alto rendimiento, que permiten realizar el analisis con un
elevado niimero de marcadores como Genotipado por Secuenciacion (GBS) (Elshire et al.,
2011) o marcadores DATT, que se estan utilizando en los citricos para la realizacion de estudios
filogenéticos y de asociacion genomica relacionados con caracteres de calidad de los frutos
(Gois et al., 2016; Minamikawa et al., 2017; Oueslati et al., 2017; Yu et al., 2016).

Con el fin de utilizar marcadores moleculares de forma eficiente en estudios relacionados con
genética y mejora de los citricos, es necesario tener disponible un mapa genético de referencia
anclado a la secuencia fisica del genoma. En 2012, se estableci6 por primera vez el mapa
genético de citricos (Ollitrault et al., 2012) que se obtuvo a partir del genotipado con
marcadores SNP, SSR e InDel de varias poblaciones segregantes. Este mapa estd constituido
por 961 marcadores que comprenden 1084.1 cM y abarca los nueve grupos de ligamiento. La
disponibilidad de este mapa saturado fue un prerrequisito indispensable para el ensamblaje de la
secuencia de referencia del genoma realizada a partir de una planta haploide de clementina
(Aleza et al., 2009a). Posteriormente, Aleza et al., (2015) posicionaron los centromeros en los 9
grupos de ligamiento, siendo de gran importancia para posteriores estudios genéticos
relacionados con los patrones de recombinacion y con la genética de plantas poliploides.

Los Simple sequence repeats (SSR), también conocidos como Short tandem repeats (STR) o,
mas habitualmente, marcadores microsatélite, son unas secuencias repetidas en tandem de una
longitud entre uno y seis nucleoétidos, distribuidas a lo largo de todo genoma (Grover y Sharma,
2016). Los elementos génicos repetitivos tienen la caracteristica de replicarse con algunos
errores, debido a que la polimerasa tiende a formar bucles y soltarse de la cadena nucleotidica.
De esta forma, se generan nuevos alelos con diferente nimero de unidades que conforman la
repeticion. Estas regiones SSR pueden ser facilmente amplificadas mediante cebadores
especificos que flanqueen la region completa de la repeticion (Weber y May, 1989). Los
marcadores microsatélite se han utilizado ampliamente dado que presentan ventajas como su
abundancia en el genoma, alto nivel de polimorfismo, gran resolucion, codominancia (se pueden
distinguir en el mismo analisis todos los alelos que presenten diferencias en la longitud de la
repeticion), su técnica de deteccion es universal, son robustos, fiables, reproducibles e
implementables en tecnologias de genotipado automatizables. Los Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), se caracterizan por presentar diferencias en un unico nucledtido de la
secuencia génica debido a substituciones, deleciones o inserciones. Aunque la gran mayoria se
encuentran en regiones no codificantes, se han encontrado también como causa de mutaciones
en secuencias codificantes. El nimero de marcadores disponibles SNP ha aumentado con
celeridad debido a su eficiencia en estudios de diversidad y de evaluacion de la estructura de la
poblacion y su gran utilidad en tecnologias automatizables asi como su compatibilidad con
tecnologias Next Generation Sequencing (NGS), donde han tenido un papel fundamental



reduciendo la complejidad del genoma y aumentando la cobertura (Grover y Sharma, 2016;
Filippi et al., 2015).

En citricos poliploides, los marcadores SSR y SNP se han utilizado para determinar el origen y
las configuraciones de los hibridos triploides y tetraploides. En el caso de marcadores SSR en
que los parentales comparten algtn alelo, se puede estimar la dosis alélica con la metodologia
MAC-PR desarrollado por Esselink et al. (2004) y validado por Cuenca et al. (2011). Con los
marcadores SNP también se puede calcular la dosis alélica de los hibridos 3x y 4x mediante la
metodologia descrita por Cuenca et al., (2013) comparando las sefales alélicas de una PCR
competitiva especifica de alelo.

1.8 Utilizacion de marcadores moleculares para determinar la estructura
genética de los hibridos triploides de citricos obtenidos mediante
hibridaciones sexuales interploides

La estructura genética de los hibridos 3x obtenidos mediante hibridaciones 2x x 4x y 4x x 2x
depende principalmente de la asociacion preferencial entre los cromosomas del parental 4x. En
las plantas autotetraploides hay cuatro versiones homologas de cada cromosoma (AAAA) y
cada uno puede aparearse aleatoriamente con cualquiera de sus homologos originando
asociaciones de cromosomas bivalentes o tetravalentes durante la meiosis al azar (Stift ez al.,
2008) originando la llamada herencia tetrasémica, en la cual la restitucioén de la heterocigosidad
parental oscila entre el 55-66% (Mather, 1936; Muller, 1914; Sanford et al., 1983). En las
plantas autotetraploides puede originarse también la doble reduccion, que consiste en la
presencia de dos cromatidas hermanas en un mismo gameto. Para ello, se tienen que producir
asociaciones cromosomicas multivalentes, un evento de recombinacion entre el locus
considerado y el centromero y que las dos parejas de cromatidas hermanas se trasladen al
mismo polo durante la anafase I, proceso que viene determinado por la distancia del locus al
centromero (Gallais, 2003; Haynes y Douches, 1993).

En las plantas alotetraploides, hay dos parejas de cromosomas homedlogos y cada juego esta
constituido por dos cromosomas homoélogos (AABB). La herencia disomica ocurre si cada
cromosoma se empareja exclusivamente con su homologo lo cual se traduce en una fijacion de
la heterocigosidad en los estudios genéticos, inicamente se forman gametos heterocigotos (AB)
(Ramsey y Schemske, 2002; Stift et al., 2008). El emparejamiento entre cromosomas
homedlogos es posible si las plantas dobles diploides se han originado como resultado de
hibridaciones entre lineas (géneros, especies) que no son lo suficientemente divergentes para
que ocurra un estricto emparejamiento preferencial (PP, del inglés Preferential Pairing). Esta
caracteristica ocasiona nuevas oportunidades para la recombinacion intergendomica. Aunque
algunas combinaciones alélicas especificas pueden ser menos frecuentes dependiendo del grado
de PP, a menos que no sean viables, todas las combinaciones alélicas se pueden transmitir a la
descendencia lo cual abre un nuevo escenario entre la herencia disémica y tetrasémica
denominado herencia intermedia (Stift et al., 2008; Kamiri et al., 2011; Jackson y Jackson,
1996; Aleza et al., 2016; Stebbins, 1947; Sybenga, 1996). En la Figura 2 se muestra un
esquema de los modelos de segregacion cromosomica de plantas tetraploides y las frecuencias
de gametos esperadas para cada uno.

El estudio con marcadores moleculares de progenies de hibridos 3x obtenidos mediante
hibridaciones sexuales interploides permite conocer el modo de herencia cromosomica de los
parentales 4x y sus patrones de segregacion de caracteres asi como la estructura genética de las
poblaciones de hibridos 3x. De tal forma, se pueden disefiar nuevos proyectos de mejora
genética de citricos donde se elijan las estrategias y se disefien las combinaciones parentales de
una forma mucho mads eficiente con el fin de obtener hibridos 3x con las caracteristicas de
interés.



a—£= 27 b
RHRK

Segregacion disdmica Segregacion tetrasdmica

~K K~ %‘1 W
L‘s.:':’ ‘:‘::’J -t

2 £
L] &y

] ) ¢ bE e

ab 100%

‘l aal/e bb 1/6

Segregacion intermedia

ab >66%

Figura 2. Frecuencias genaotipicas tedricas para un locus heterocigoto (aabb) considerando diferentes
modelos de segregacion cromosoémica: disémico, tetrasémico e intermedio

2 OBJETIVOS

En el contexto del programa de obtencién de hibridos triploides que se esta realizando en el
IVIA mediante hibridaciones sexuales interploides, los objetivos que se plantean en este trabajo
son:

1. Estudiar el modelo de segregacion cromosémica del mandarino ‘Moncada’ 4x para uno de
sus cromosomas utilizando marcadores moleculares SSR y SNP.

2. Analizar las diferencias meidticas existentes en el modelo de segregacion cromosdmica del
mandarino ‘Moncada’ 4x cuando se utiliza como parental masculino y femenino en
hibridaciones sexuales 2x x 4x y 4x x 2x para la obtencion de triploides, analizando la estructura
genética de los gametos que habrian dado lugar a sendas familias de hibridos triploides.

3. Discutir las posibles implicaciones de los modelos de segregacion cromosdémica en los
programas de mejora genética de citricos basados en hibridacion sexual entre parentales
diploides y tetraploides, dirigidos a la obtencion de una forma mucho mas eficiente de hibridos
triploides de mandarino con caracteristicas agronomicas de interés.



3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal

El mandarino ‘Moncada’ es una variedad obtenida en el IVIA mediante un cruzamiento entre
clementina ‘Oroval’ (C. clementina Hort. Ex Tan.) y mandarino ‘Kara’ (Citrus unshiu (Mak)
Marc. x Citrus nobilis Lour.). A partir del mandarino ‘Moncada’ diploide mediante el
tratamiento de apices microinjertados con colchicina (C22H2sNOg) y posterior seleccion de
plantas tetraploides estables por citometria de flujo se regeneré el mandarino ‘Moncada’ 4x
(Aleza et al., 2009b).

Se realizaron hibridaciones con el objetivo de obtener dos familias de hibridos triploides
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental masculino y femenino. La primera surge del
cruzamiento entre ‘Moncada’ 4x y el mandarino ‘Anana’ (C. reticulata Blanco) actuando
‘Moncada’ 4x parental femenino (MA), mientras que en la segunda hibridacion se utilizo
clementina ‘Clemenules’ (C. clementina) como parental femenino y ‘Moncada’ 4x como
parental masculino (CM).

Estas hibridaciones se realizaron en parcelas experimentales del IVIA (Moncada, Valéncia).

3.2  Recoleccion del polen

Las anteras de los parentales masculinos se extrajeron de las flores que se encontraban en pre-
antesis con la ayuda de unas pinzas pequefias. Las anteras se depositaron sobre placas de Petri
que se introdujeron en un desecador con silica gel a temperatura ambiente durante 48 horas.
Posteriormente, las anteras abiertas y con polen de coloracion amarilla se seleccionaron y se
almacenaron a -20° hasta su utilizacion.

3.3 Polinizacion

Las polinizaciones se llevaron a cabo durante el mes de abril de 2007 para la familia CM y de
2016 para la familia MA en arboles bajo malla de proteccion, evitando la entrada de abejas que
favorezcan la polinizacion cruzada. Las flores idoneas para la polinizacion son las que se
encuentran en brotes campaneros, es decir, brotes vegetativos con una sola flor terminal (Agusti,
1999). Las flores deben encontrarse cerradas (asegurando que no han sido polinizadas
previamente) pero deben ser faciles de abrir aplicando una ligera presion, indicando que las
flores se encuentran maduras. En este caso, no es necesario emascular las flores ya que ambos
parentales femeninos son autoincompatibles. Una vez abierta la flor se puede observar una
secrecion estigmatica sobre la superficie del estigma que indica que la flor se encuentra
receptiva al polen y puede ser fecundada. Sobre ella se depositd una antera del parental
masculino, que queda adherida. Se polinizaron un total de 50 flores de clementina ‘Clemenules’
y 125 flores del mandarino ‘Moncada’ 4x. Los frutos se recolectaron cuando alcanzaron la
madurez.

3.4 Rescate y cultivo de embriones in vitro

En los cruzamientos 2x x 4x, las semillas que contienen los embriones triploides se encuentran
en semillas abortadas y en algiin caso aislado, en las semillas normales (Aleza et al., 2012a).
Por otra parte, en las hibridaciones 4x x 2x, los embriones triploides se encuentran en semillas
de tamafio intermedio (Aleza et al., 2012b).

Las semillas se seleccionaron y se esterilizaron utilizando una solucién de hipoclorito de sodio
al 0,5% (solucion de 150 g/L de cloro activo) durante 10 minutos. A continuacion, se hicieron 5
lavados con agua estéril para eliminar el hipoclorito de sodio. Los embriones se aislaron en
condiciones estériles en una cabina de flujo laminar con la ayuda de un microscopio
estereoscopico y se cultivaron en placas de Petri que contenian un medio de cultivo compuesto



por las sales de Murashige y Skoog, (1962), sacarosa 50 g/L, 500 mg/L de extracto de malta,
suplementado con vitaminas (100 mg/L myo-inositol, 1 mg/L clorhidrato de piridoxina, 1 mg/L
acido nicotinico, 0.2 mg/L clorhidrato de tiamina, 4 mg/L glicina) y 8 g/L de Bacto agar. Una
vez germinadas, las plantulas fueron transferidas a tubos de 25 x 150 mm con el mismo medio
de cultivo pero sin extracto de malta. Las plantas se cultivaron en una camara de cultivo a
24+1°C, 60% humedad y con una iluminacién de 16 horas de luz a 40 pE m™ s,

3.5 Analisis del nivel de ploidia

El analisis de ploidia se realizd utilizando un citometro de flujo (CyFlow® Ploidy Analyzer,
Partec®) y el kit correspondiente (High Resolution DNA Kit Type P; Partec, Miinster,
Germany). Se recolectaron pequefias secciones de hoja (alrededor de 0,5 mm?) de las plantulas
que habian crecido in vitro a partir de los embriones y se machacaron con una cuchilla junto con
una seccion de hoja de un individuo diploide (control comparativo) en 1 mL de tampon de
extraccion. La solucion se filtro a través de filtros de 30 um para eliminar los restos del material
vegetal y se afiadieron 5 mL de una solucién de tincion DAPI (CyStain ultraviolet Precise P) de
forma que la solucioén quedo a punto para su analisis en el citometro.

3.6 Genotipado de hibridos triploides con marcadores SSR y SNP

La extraccion de ADN se realizdé mediante la utilizacion del kit DNeasy Plant de Qiagen. Se
calcularon las concentraciones de cada individuo mediante un espectrofotometro NanoDrop y se
hicieron diluciones para obtener una concentracion final de 10 ng/uL. de ADN de cada individuo
triploide.

Para genotipar y analizar la progenie de triploides se usaron marcadores SSR y SNP (Tabla 1)
distribuidos a lo largo de los nueve grupos de ligamiento (GL) del mapa genético de clementina
(Ollitrault et al., 2012). En general se utilizaron tres marcadores por GL, uno cerca del
centromero y dos en regiones teloméricas. Los marcadores seleccionados presentaban
heterocigosidad para ‘Moncada” 4x y eran polimorficos con los otros parentales, clementina
‘Clemenules” y mandarino ‘Anana’.

3.6.1 Marcadores SSR

Se analizaron un total de 25 marcadores SSR, 15 en la familia para MA y 14 en la familia CM.
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé usando un termociclador (Eppendorf
®) con un volumen final de 15 pl por pocillo que contiene 1,5 pl de cada muestra de DNA (10
ng/uL), Taq polimerasa, tampon 10x y MgCl, (Biotools®), cebador directo marcado con
fluorescencia diluido a 2 mM, cebador indirecto no marcado, dNTPs a una dilucién de 2 mM. El
programa de PCR utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion a 94° durante 5 minutos seguido
por 40 ciclos de 30 segundos a 94°, 1 minuto a 50 o 55° (dependiendo de la temperatura de
anillamiento de cada SSR) y 45 segundos a 72° y una elongacion final de 4 minutos a 72°.

Para llevar a cabo la separacion de los fragmentos amplificados, se realizd una electroforesis
capilar utilizando el secuenciador automatico CEQ™ 8000 Genetic Analysis de Beckman
Coulter. Posteriormente los fragmentos se visualizaron y analizaron con el software
GenomeLab™ GeXP v.10.0 (Beckman Coulter®). La dosis alélica se calculé utilizando la
metodologia MAC-PR (Microsatelite DNA Allele Counting Peak Ratio) validado en citricos por
Cuenca et al. (2011).

3.6.2 Marcadores SNP

Los 13 marcadores SNP disponibles (3 para CM y 10 para MA), se genotiparon utilizando la
tecnologia KASPar™ (LGC Genomics; http://www.lgcgenomics.com) que consiste en un
ensayo FRET (Forster Resonance Energy Transfer) especifico de alelo analizado mediante el
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software KlusterCaller™. El software permite visualizar la distribucion en dos dimensiones
(espacio XY) de los genotipos de los individuos analizados, de forma que, dependiendo del
angulo donde se encuentran en el grafico de dispersion, se puede caracterizar un individuo
triploide por su dosis alélica (Cuenca et al., 2013).

3.7 Diseno de marcadores SSR

Dado que, con los marcadores SSR y SNP disponibles, no se encontraron marcadores
suficientes con las configuraciones alélicas adecuadas, especialmente en la familia CM ya que el
parental femenino y uno de los parentales del mandarino ‘Moncada’ son clementinas y
comparten mucha informacion génica, se disefiaron 60 marcadores SSR adicionales para los GL
4,6y09.

Para ello, se obtuvieron de la web Phytozome (PHYTOZOME) las secuencias génicas de las
regiones donde debian encontrarse los marcadores. Estas secuencias, fueron remitidas al
software online gratuito Primer 3 (PRIMER3) y se disefiaron los cebadores para regiones
repetitivas con unas caracteristicas adecuadas (entre 100 y 400 pb, temperatura de anillamiento
optima de 55°C para aumentar la especificidad, baja probabilidad de formar dimeros, ausencia
de complementariedad entre los cebadores y, al menos, 5 repeticiones para asegurar que
existieran alelos diferenciales entre los parentales). Los 60 SSR disefiados se analizaron
siguiendo el método descrito anteriormente. En este caso, el método de amplificacion tenia una
ligera diferencia debido a que los cebadores directos no se encuentran marcados con
fluorescencia, y fueron marcados con una cola M13 durante la PCR.

Tabla 1. Marcadores moleculares SSR y SNP utilizados en este trabajo con su configuracion alélica
para los parentales utilizados

SSR Cebadores Moncada 4x  Anana Clemenules Referencia
CACI15 F TAAATCTCCACTCTGCAAAAGC 150-160 160-160 - Kijas et al. (1997)

R GATAGGAAGCGTCGTAGACCC

CI01F04a F AAGCATTTAGGGAGGGTCACT 185-208 216-218 185-201 Froelicher et al. (2008)
R TGCTGCTGCTGTTGTTGTTCT

CI02A09 F ACAGAAGGTAGTATTTTAGGG 151-161 - 159-161 Froelicher et al. (2008)
R TTGTTTGGATGGGAAG

CI102C09 F TACTGACTGACCCCACC 248-255 248-250 - Froelicher et al. (2008)
R TCCCCGTCTCCTACC

C102D09 F AATGATGAGGGTAAAGATG 225-235 235-267 248-256 Froelicher et al. (2008)
R ACCCATCACAAAACAGA

CI02F12 F GGCCATTTCTCTGATG 173-185 - 182-185 Froelicher et al. (2008)
R TAACTGAGGGATTGGTTT

CI102G08 F CATGCAATGTTCCACTT 244-246 248-254 244-248 Froelicher et al. (2008)
R AGGCAGTTGTTAGACCC

CI03B07 F CACCTTTCCCTTCCA 260-264 263-265 263-265 Froelicher et al. (2008)
R TGAGGGACTAAACAGCA

CI03D12a F GCCATAAGCCCTTTCT 261-280 251-261 251-261 Froelicher et al. (2008)
R CCCACAACCATCACC

CI06A02 F TGAATCCTCTATGGCTAT 221-225 225-238 - Froelicher et al. (2008)
R TAAGATAAAAACAGCACA

CI07B05 F TTTGTTCTTTTTGGTCTTTT 220-226 - 220-239 Froelicher et al. (2008)
R CTTTTCTTTCCTAGTTTCCC

CI107C07 F TATCCAGTTTGTAAATGAG 245-252 256-258 245-258 Froelicher et al. (2008)
R TGATATTTGATTAGTTTGG
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SSR Cebadores Moncada 4x  Anana Clemenules Referencia
CI07D05 F TCGTTCTTGCTTTTCCAC 183-187 - 183-185 Froelicher et al. (2008)
R GAATCAAACTACCCTCCAAT
CIO7E12 F TGTAGTCAAAAGCATCAC 138-142 - 136-142 Froelicher et al. (2008)
R TCTATGATTCCTGACTTTA
CIO7F11 F ACTATGATTACTTTGCTTTGAG 164-178 160-164 170-178 Froelicher et al. (2008)
R GAAGAAACAAGAAAAAAAAAT
CIBE5720 F TGAAGGACACTGATGTAGGAC 326-334 - 323-334 Ollitrault ez al. (2010)
R AAACTTGGTGGGAAGGAG
CMS30 F AACACCCCTTGGAGGGAG 150-152 - 152-156 (Ahmad et al. (2003)
R GCTGTTCACACACACAACCC
CX0124 F - 182-188 - 179-188 Chen et al. En proceso
R -
Mest104 F CCTTATCTTCATCACCTCCGTC 254-256 - 256-260 Garcia-Lor et al (2012)
R TAAAAAGATGGGGCCTTGTG
Mest107 F GCTGAGATGGGGATGAAAGA 176-184 166-176 176-184 Garcia-Lor et al. (2012)
R CCCCATCCTTTCAACTTGTG
Mest123 F GGGATGGACTCCCAGTGTTA 270-276 - 268-298 Aleza et al. (2011)
R AAGAAAGATTTGCTGGCAGAG
Mest15 F TTATTACGAAGCGGAGGTGG 173-185 - 182-185 Garcia-Lor et al. (2012)
R GCCTCGCATTCTCTTGACTC
Mest256 F CATTAAAATATCCGTGCCGC 221-225 225-225 - Garcia-Lor et al. (2012)
R GAGCAAGTGCGTTGTTGTGT
Mest70 F TTCCTGCCATGTTCCAAACT 216-229 216-235 216-229 Garcia-Lor et al. (2012)
R AGTCGTCGTTGGAATTGGAC
TAA41 F AGGTCTACATTGGCATTGTC 154-162 138-148 148-154 Kijas et al. (1997)
R ACATGCAGTGCTATAATGAATG
SNP Cebadores Moncada 4x  Anana Clemenules Referencia
AOC-M290 X AAGGGGTGCATCTGAGCCAAAG T:C T:T - Garcia-Lor et al. (2013)
Y AAAGGGGTGCATCTGAGCCAAAA
ATMR-M728 X GTTTGATTTAATGGAAGTCATATGTATCTTTTT G:T T:T - Garcia-Lor et al. (2013)
Y TGATTTAATGGAAGTCATATGTATCTTTTG
CHI-M598 X TTTCCTCTTGCTTTACGTGT G:C G:G - Garcia-Lor et al. (2013)
Y GTCACAGGTAACGGATTTTC
CHS-M183 X GTTGGAGCTGACCCATTCCTG C:G - (eX® Garcia-Lor et al. (2013)
Y GTTGGAGCTGACCCATTCCTC
CIC0446-01 X GTCTTCTCCCCTCGTTTTTTTCATTA T:A T:N - Ollitrault et al. (2012)
Y TCTTCTCCCCTCGTTTTTTTCATTT
CIC2417-04 X ACGCCGCACGCTTCTTGGGATCT T:A T:T - Ollitrault ez al. (2012)
Y CCGCACGCTTCTTGGGATCA
CIC3712-01 X AAATGAAAGTGCACAATCACAAGAAAA C:A C:.C - Ollitrault ez al. (2012)
Y AAATGAAAGTGCACAATCACAAGAAAC
CIC4681-02 X ACTTCTAACTCCAGACTCCTCCAATT T:A T:T - Ollitrault ez al. (2012)
Y ACTTCTAACTCCAGACTCCTCCAATA
CIC5087-01 X TTAAGTTAGAGCACCAAGAGCAAAAGT T:A A:A - Ollitrault ez al. (2012)
Y

TTAAGTTAGAGCACCAAGAGCAAAAGA
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SNP Cebadores Moncada 4x Anana Clemenules Referencia

CIC5842-02 X AATCAACTGGATCAAAGTTAAACTGTGT C:A C:.C - Ollitrault et al. (2012)
Y AATCAACTGGATCAAAGTTAAACTGTGG

EMA-M30 X GCCGGTGAATAAAACACAAC C:T T:T - Garcia-Lor et al. (2013)
Y CTCTTTCTGCTTCCTGACATC

FLS-M400 X CCGTCTTCTATCAACTACCGCTTT C:T - T:T Garcia-Lor et al. (2013)
Y CGTCTTCTATCAACTACCGCTTC

INVA-P855 X GGCACTGTCAATAGAATCCTCACAAT C:T - T:T Garcia-Lor et al. (2013)
Y GCACTGTCAATAGAATCCTCACAAC

F: Primer directo, R: primer reverso, X: alelo 1, Y: alelo 2

3.8 Analisis de los datos

3.8.1 Identificacion del parental que produce el gameto diploide

Para cada hibrido, se determiné el origen del gameto diploide (2x), es decir, el parental del cual
se hered6 la doble dotacion genética. Para ello, se utilizaron marcadores capaces de diferenciar
inequivocamente los parentales. Para un locus con configuraciones alélicas de los parentales
completamente diferentes (A1A, X A3zAs), el genotipo del gameto 2x puede ser reconocido
directamente a partir de la configuracion del hibrido triploide. Cuando los parentales femeninos
y masculinos comparten un alelo (AjA2 X AxAz 6 A1A2 X AzA3), la estructura del gameto 2x del
hibrido triploide se estima a partir del calculo de la dosis alélica (Cuenca et al., 2011; 2013).

3.8.2 Calculo de Restitucion de la Heterocigosidad Parental

Para cada marcador se calculd la restitucion de la heterocigosidad parental (RHP) como el
porcentaje de individuos con la misma configuracion alélica heterocigdtica que el mandarino
‘Moncada’ 4x.

RHP (%) = Numero de individuos heterozigotos « 100
o) Numero total de individuos analizados

Ademas, se calculo el RHP promedio de cada GL.

X RHP
Numero de marcadores analizados por GL

RHP promedio (%) =

Por tltimo, se calculé la heterocigosidad de cada individuo para todos los marcadores
analizados.

RHP (%) = Numero de marcadores heterozigotos % 100
'~ " Ntmero de marcadores analizados

3.8.3 Calculo de la frecuencia de asociacion preferencial y Doble
Reduccion maxima

Para estimar si el modo de segregacion es tetrasémico, disomico o intermedio, se calculd el
parametro Preferential pairing (PP), cuyos valores varian entre 0 (estrictamente tetrasomico) y
1 (estrictamente disémico). Esta asociacion se debe a que, en caso de la segregacion
tetrasdémica, el apareamiento de cromosomas en bivalentes o tetravalentes durante la meiosis es
al azar y en caso de una segregacion disdmica, los cromosomas aparean preferentemente con su
homologo.
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La doble reduccion (DR), representa la frecuencia con que ocurren las dobles reducciones
durante la meiosis. Para un marcador centromérico, donde hay una menor probabilidad de
recombinacion, las proporciones esperadas de cada gameto son:

1—-PP
P(aa) = G
1—-PP
P(ab) = 1— 3
1—-PP
P(bb) = 5

En el caso de un marcador alejado del centromero, aumentan la probabilidad de recombinacion,
por tanto, las frecuencias esperadas de los posibles gametos se calculan con las siguientes
formulas:

1-PP

P(aa) = (1+ 2DR)

1-PP  2DR(1-PP)
3 3

P(ab) = 1 —

1-PP

P(bb) = (1 + 2DR)

La probabilidad de obtener la poblacion de gametos observada en funcion de PP es:

x1 + x2

P(PP) = [% - PP)] x [1 —% - PP)]XS

Donde x1, x2 y x3 son el nimero de gametos observados aa, bb y ab respectivamente.

La estimacion del valor PP se realizé mediante una aproximacion de maxima verosimilitud. Se
selecciond un marcador centromérico para cada GL, y la probabilidad en funcion de PP fue
analizada variando en 0.05 en el intervalo 0-1. Y se estim¢6 el valor de PP que maximizara la
funcién de probabilidad. Para establecer un intervalo de confianza (IC), se buscaron los valores
hacia arriba y hacia abajo del valor de PP que disminuyera en diez veces dicha probabilidad.

Posteriormente, para estimar el valor de DR para cada GL, se utilizaron los marcadores mas
lejanos al centromero y se realizd una aproximacion de maxima verosimilitud considerando el
PP obtenido anteriormente y variando el DR en intervalos de 0.05. La funciéon de probabilidad
que permitia estimar el valor de DR de la poblacién de gametos observada es:

x3

P(DR)=Cx {[(1 + 2DR) (%)]mxz} x [1 —% (1—PP) — % DR(1 — PP)

donde C es coeficiente de combinatoria constante para los datos observados, es decir para x1, x2
y x3.
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3.8.4 Organizacion de la diversidad de la poblacion

Las diferencias genéticas entre los individuos dentro de una misma poblacién se estimaron
usando el software DARwin6 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2018) y se analizaron con un
analisis estadistico Neighbour-Joining utilizando el Simple Matching Dissimilarity Index (di;)

entre parejas de loci.
L
a1y
=1 L n
1=1

donde d;; es la disimilaridad entre los locus iy j, L es el numero de loci y m; es el nimero de
alelos coincidentes para el locus 1. A partir de la matriz de disimilaridad se elabor6 un
dendograma utilizando el método weighted Neighbor-Joining.

4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Polinizacién, cultivo in vitro y analisis del nivel de ploidia

En la hibridacion sexual MA, de 125 flores polinizadas, se obtuvieron 33 frutos, es decir,
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino, el rendimiento de la fructificacion del fruto
es bajo, aproximadamente un 26%. De los 33 frutos se obtuvieron 99 semillas pequefias e
intermedias y se rescataron y cultivaron in vitro 99 embriones, de los cuales germinaron 84 y se
obtuvieron 75 plantulas, es decir, el rendimiento de germinacion y crecimiento es muy elevado
(aproximadamente del 80%). De las 75 plantulas regeneradas 72 fueron triploides, dos diploides
y una plantula pentaploide.

En la familia CM, de las 50 flores polinizadas, se recolectaron 35 frutos, por tanto, el
rendimiento del cuajado y fructificacion fue elevado (70%). Se obtuvieron un total de 230
semillas abortadas y mediante la técnica de rescate y cultivo de embriones in vitro se cultivaron
175 embriones seleccionados por tamaiio a partir de los cuales se obtuvieron un total de 137
plantas. Se determiné el analisis del nivel de ploidia de las plantas regeneradas y 136 fueron
triploides y una planta diploide. La seleccion de las semillas por su tamafio en funcion del tipo
de estrategia de hibridacion permite seleccionar directamente aquellas que contienen embriones
triploides. Este método ha demostrado ser muy eficiente, reduciendo significativamente los
trabajos a realizar durante el cultivo in vitro (Aleza et al., 2012a; 2012b).

Hay que tener en cuenta que los autotetraploides han mostrado procesos de esterilidad en
muchos casos (Stebbins, 1947) lo que permitiria explicar que durante el proceso de
polinizacion, el cuajado del fruto no fue mayor al 70%.

Para realizar los analisis se prepararon dos placas de 96 pocillos con las extracciones de DNA
de las dos progenies obtenidas diluidas a 10 ng/uL, en total, 72 hibridos triploides de la familia
MA 'y 92 de la familia CM.

4.2  Analisis mediante marcadores moleculares

Para el analisis de las poblaciones se probaron mas de 170 marcadores SSR y SNP de los cuales
se usaron un total de 38 marcadores, 25 SSR y 13 SNP (7abla 1) distribuidos a lo largo de los 9
GL que tenian como caracteristica ser heterocigotos para ‘Moncada’ 4x y con alelos
diferenciales para los otros dos parentales. El genotipado se realizé con 28 marcadores para MA
y 19 para CM que permitieron una diferenciacion alélica inequivoca entre ambos parentales y el
origen de los gametos diploides que daban lugar a cada hibrido triploide.
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El analisis se realizé segin Cuenca et al. (2011) para los SSR y Cuenca et al. (2013) para los
SNP con el fin de determinar el RHP. Consiste en obtener los alelos presentes en cada individuo
y asi conocer los gametos que dieron lugar a la distribucion de alelos, pudiendo calcular la
cantidad de gametos heterocigotos que provienen del parental tetraploide y analizar, finalmente,
como transmite su informacion genética a la descendencia en un cruzamiento.

La busqueda de marcadores fue compleja, sobre todo en la familia CM debido a su similitud
genética. Esto es debido a que la clementina ‘Oroval’ es uno de los parentales del hibrido
‘Moncada’ y la cantidad de fragmentos génicos de clementina integrados en el mandarino y, por
tanto, alelos compartidos, es muy elevada. En los GL 4, 6 y 9 de esta familia, inicamente se
utiliz6 un SSR por cada cromosoma. La falta de marcadores que completaran estos GL puede
interferir con los valores obtenidos, impidiendo la visualizacion de posibles desviaciones en
otras posiciones del cromosoma o debidas a los marcadores.

En cuanto a los 60 marcadores SSR disefiados, ninguno pudo ser utilizado en el analisis ya que
no presentaban las caracteristicas necesarias, heterocigosis para ‘Moncada’ 4x y, al menos, un
alelo diferente en los otros parentales.

4.2.1 Identificacion de origen de los gametos diploides

Los resultados, siguiendo el comportamiento esperado, fueron que los gametos diploides
procedieran del parental tetraploide ‘Moncada’, que aportaba dos veces mas informacion
genética que el parental diploide. Para ilustrarlo, se adjuntan dos ejemplos, del marcador SSR
TAA-41y CI07C07.

En la Figura 3 se visualizan, para el marcador SSR TAA-41 utilizado en la familia MA, los
alelos obtenidos para cada parental y un hibrido triploide. En este caso, ‘Moncada’ 4x presenta
dos alelos de 154 nty 163 nt, mientras que ‘Anana’ muestra un alelo de 138 nt y otro de 147 nt.
En el triploide se observa un alelo del parental diploide ‘Anana’ (138 nt) y dos del parental
tetraploide, (154 nt y 163 nt), demostrando que los gametos diploides son originados por el

parental ‘Moncada’ 4x.
b) ©)

138
163

147

! 163

Figura 3. Analisis del marcador SSR TAA-41 en los parentales (a)‘Moncada’ 4x, (b) ‘Anana’ y (c) en
un hibrido triploide

En la Figura 4 se representan los resultados obtenidos para el marcador SSR CI07C07, utilizado
en la familia CM. El parental tetraploide presenta un alelo de 151 nt compartido con la
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clementina, y otro de 155 nt. ‘Clemenules’, a su vez, presenta un alelo diferencial respecto a
‘Moncada’ 4x de 149 nt. En el hibrido triploide, por tanto, se puede observar el alelo especifico
de 149 nt del parental diploide y los dos alelos de 151 nt y 155 nt que proceden del parental
tetraploide, demostrado que este ultimo parental es el que produce el gameto 2x que transmite el
doble de informacion genética al hibrido triploide.

b)

Figura 4. Analisis del marcador SSR CI07CO07 en los parentales (a) ‘Moncada’ 4x, (b) ‘Clemenules’ y
(c) en un hibrido triploide

Los resultados obtenidos demuestran, como era previsible, que el parental tetraploide origina los
gametos diploides en hibridaciones sexuales 2x x 4x y 4x x 2x. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en trabajos previos realizados por Aleza et al. (2012a; 2012b).

4.2.2 Estimacion del coeficiente de asociacion preferencial (PP) y doble

reduccion (DR)

Se estimaron los valores de PP y DR mediante modelos de maxima verosimilitud para cada GL.
Ambos valores permiten analizar si los cromosomas han apareado al azar, es decir, si un GL
tiene un comportamiento tetrasomico; si, por el contrario, aparean Unicamente en bivalentes, en
un comportamiento disémico, o si lo hacen de un modo intermedio. El calculo de PP se realizo
utilizando las frecuencias alélicas (aa, ab, y bb) del marcador mas cercano al centrémero (Tabla
2). En la Figura 5, se puede apreciar mediante una representacion sencilla, la diferencia entre
una herencia tetrasdmica, disomica o intermedia en funciéon de PP. En el GL 1 de la hibridacion
MA, se observa una herencia tetrasémica estricta, es decir, los 4 cromosomas se agruparian
formando tetravalentes y la segregacion de los cromosomas en la meiosis seria al azar, y, por
tanto, el PP es 0. En cambio, en el GL 4 del mismo ceuzamiento, se origina una herencia
intermedia, cuyo PP es 0.5. En este caso, hay un cierto grado de apareamiento preferente de
cromosomas pero no especialmente marcado. Dado que no hay ningiin GL con una herencia
disomica estricta, se aflade un grupo de ligamiento tedrico, GL 0, cuya herencia seria disdmica,
es decir, los cromosomas se agruparian formando bivalentes y su PP seria de 1, el méximo.
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Figura 5. Ejemplo de la estimacién de PP mediante el método de maxima verosimilitud de los
marcadores centromericos en GL1 (herencia tetrasémica, PP=0), GL4 (herencia intermedia, PP=0.5) y
GLO (grupo ficticio incluido en la figura para representar una supuesta herencia disémica, PP=1)
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino
P(PP): Probabilidad en funcion de PP, Pmax: Probabilidad maxima,
PP: Apareamiento preferente, GL: Grupo de ligamiento

Para ‘Moncada’ 4x como parental femenino, los valores de PP (7abla 2) se ajustan a una
segregacion tetrasomica en los GL 1, 2, 5, 6 y 9 (valores entre 0 y 0.085), mientras que en los
GL 3 (0.315+0.1), y 8 (0.25+0.1) se observa una herencia intermedia con mayor tendencia hacia
la tetrasomia. Sin embargo, el GL 4 (0.5+0.09) presenta una clara herencia intermedia como se

puede apreciar en la Figura 5.

En el caso de ‘Moncada’ 4x como parental masculino (7abla 3), los valores de PP de todos los
cromosomas se ajustan a una herencia tetrasomica con los marcadores utilizados. No obstante,
se observa una variacion en el GL 5 (0.215+£0.05) que presenta una cierta tendencia a una
herencia intermedia. Dado que no es un valor demasiado elevado y el marcador molecular
analizado no se encuentra localizado cerca del centromero, seria necesario disefiar nuevos
marcadores con las configuraciones alélicas adecuadas y proximos al centrémero para confirmar

estos resultados.

La variacion en la segregacion entre cromosomas es conocida en especies de citricos doble
diploides (hibridos interespecificos duplicados), cuyo genoma estd constituido por un mosaico
interespecifico de las cuatro especies ancestrales de los citricos (cidro, pummelo, mandarino y
papeda) (Curk et al., 2014; 2015; Wu et al., 2014; 2018). Mandarino ‘Moncada’ es un hibrido
interespecifico de clementina (C. clementina) y mandarino ‘Kara’ que a su vez es un hibrido
interespecifico de satsuma (C. unshiu) y mandarino ‘King” (C. nobilis). El genoma de estas tres
especies, segun los Gltimos trabajos publicados sobre filogenia de citricos (Oueslati et al., 2017;
Wu et al., 2014; 2018), esta constituido por una estructura en mosaico interespecifica
mandarino/pummelo lo cual implica que el mandarino ‘Moncada’ también presenta esta
interespecificidad mandarino/pummelo en los nueve cromosomas. De hecho, en la mayoria de
los GL se ha observado una herencia tetrasomica excepto en el GL 4 en el que se obtuvo una
herencia tetrasémica intermedia. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la
interespecificidad mandarino/pummelo en el genoma del mandarino ‘Moncada’ presenta poco

impacto en el apareamiento de los cromosomas.
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Estos resultados son similares a los obtenidos en el trabajo de Aleza et al. (2016), donde se
estudiaba el modelo de segregacion de C. clementina, autotetraploide duplicado con colchicina.
En este estudio se comprobd que todos los GL presentaban herencia tetrasémica excepto el GL
4, donde habia una clara herencia intermedia. Sin embargo, los GL 6 y 8 presentaron unos
valores de PP mas elevados que los obtenidos en el presente trabajo, pudiendo inferir una
herencia intermedia con mayor tendencia a la tetrasomia. La clementina presenta una estructura
interespecifica mandarino/pummelo similar al de ‘Moncada’, por tanto, su comportamiento es
analogo y corresponde a una segregacion tetrasdmica excepto en GL 4.

Otro ejemplo, es el caso de un hibrido somatico entre mandarino ‘Willowleaf” (C. reticulata) y
limén ‘Eureka’ (C. limon) es el estudio de segregacion realizado por Kamiri et al. (2011).
Comprobada la presencia de combinaciones alélicas, se descartd la hipotesis de una herencia
disémica con un apareamiento preferente de los cromosomas (PP=1) y tinicamente en 8 de los
17 loci estudiados pudo verse la presencia de una herencia intermedia, en cuyo caso, los
cromosomas no apareaban al azar por completo. Este caso es muy complejo debido a que ambas
especies, el mandarino y el limén, son hibridos interespecificos, ‘Willowleaf” de mandarino y
pummelo y ‘Eureka’ de cidro, pummelo y mandarino, siendo practicamente el 50% de su
genoma cidro, hecho que dificulta el apareamiento entre los cromosomas homedlogos.

En el otro extremo se encuentra la lima ‘Mexicana’ doble diploide obtenida por duplicacién
espontanea cromosomica a partir de células de la nucela, donde se ha observado que la mayoria
de los GL presentan una herencia disomica aunque en el GL 5 se observo una herencia
intermedia (Rouiss et al., 2017a). El caso de la lima ‘Mexicana’ es mas complejo dado que es
un hibrido interespecifico entre dos especies mas distanciadas filogenéticamente, cidro y C.
micrantha (papeda), por tanto la diferencia genética entre ambas es tal que la asociacion
preferente entre cromosomas homologos es maxima, limitando la recombinacion inespecifica y,
por tanto, la diversidad de la poblacion de gametos.

De igual modo, la DR varia entre los GL. Bajo la hipdtesis de herencia tetrasomica, DR puede
diferir entre marcadores. Esta variabilidad depende del cromosoma en el cual esté ubicado el
marcador ya que hay cromosomas que presentan una mayor tendencia a formar multivalentes
que originarian valores mas elevados de DR (Butruille y Boiteux, 2000) y a la posiciéon del
marcador en el cromosoma; la doble reduccion es mas probable en marcadores ubicados en
zonas teloméricas que en aquellos marcadores localizados cerca del centromero en los que la
probabilidad de que haya un evento de recombinacion es nula o mucho menos probable (Aleza
et al., 2015; Butruille y Boiteux, 2000).

En la familia en la que ‘Moncada’ 4x se utilizd como parental femenino, se observaron valores
significativos de DR en los GL 2, 3, 4, 7y 9, de los cuales, los GL 4, 7 y 9 presentaron valores
de DR que junto con el correspondiente intervalo de confianza (IC) incluyen el valor de 1/6
considerado como el maximo valor de DR si se originan tetravalentes y se produce un
entrecruzamiento entre el marcador considerado y su centromero (Haynes y Douches, 1993;
Mather, 1936). El calculo de DR fue significativamente elevado para los GL 2 y 3. Cuando
‘Moncada’ 4x se utilizé como parental masculino, se obtuvieron valores significativos de DR
paralos GL 2, 3,4, 5y 7, de los cuales, los GL 4 y 7, produjeron valores de DR que junto el IC
incluyen el maximo valor de DR bajo la hipotesis descrita anteriormente. Ademas, los GL 2,3 y
5 presentaron valor elevados de DR. No obstante, los resultados obtenidos utilizando ‘Moncada’
4x como parental masculino es necesario analizarlos con marcadores mejor ubicados para tener
resultados concluyentes (encontrar marcadores con la configuracion alélica adecuada y mas
proximos al centromero para obtener una mejor estimacion de PP que permita calcular con mas
exactitud los valores de DR para cada GL).
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Para las plantas doble diploides en citricos, el aumento de la DR implica una mayor frecuencia
de homocigotos y, por lo tanto, una disminucion de la RHP, lo cual implica una reduccién de la
variabilidad genética y aumento de la endogamia (inbreeding) originando una descendencia que
serd menos parecida al parental tetraploide.

Tabla 2. Estimacién de PP y DR en los nueve GL para ‘Moncada’ 4x como parental femenino

GL Marcador dC aa ab bb PP IC DR 1C
1 EMA-M30 14.6 15 39 16 0 0-0.02
1 CI02G08 43.9 11 44 17 0.085  0.025-0.14
2 CACI5 43 10 50 12 0.085 0-0.195
2 TAA41 104 24 38 8 0.25  0.185-0.315
3 CIC 4681-02 2.19 13 54 3 0.315 0.21-0.41
3 MEST256 73.6 28 39 3 0.47 0.385-0.56
4 CHI-M598 4.8 6 60 6 0.5 0.415-0.59
4 CI03D12a 73.9 8 57 7 0.125  0.035-0.225
5 MEST104 11.8 14 43 13 0 0-0.04
5 CIC 2417-04 80.2 15 44 12 0.07 0.015-0.13
6 CIO2F12 54.7 9 50 13 0.085 0-0.195
6 AOC-M290 79.7 15 47 8 0.04 0-0.105
7 CI07C07 1.6 13 45 12 0 0-0.065
7 MEST107 87.5 11 43 18 0.105 0.05-0.16
8 CI07B05 22.5 9 54 9 0.25 0.145-0.35
8 CI01F04a 48.3 8 54 9 0 0-0.05
9 CIO7F11 4.6 13 42 17 0 0-0.025
9 CIC 5087-01 38.3 19 40 13 0.165 0.11-0.225

dC: Distancia al centrémero, PP: Apareamiento preferente entre cromosomas, DR: Doble
Reduccion, IC: Intervalo de confianza

Tabla 3. Estimacion de PP y DR en los nueve GL para ‘Moncada’ 4x como parental masculino

GL Marcador dC aa ab bb PP IC DR I1C
1 CIBE5720 2.6 11 46 30 0 0-0.015
1 C102G08 43.9 21 54 12 0.07 0.015-0.12
2 CI07D05 335 15 45 28 0 0-0.01
2 TAA41 103.9 25 38 24 0.345 0.29-0.395
3 CX0124 19.7 18 43 25 0 0-0.01
3 CHS-M183  76.7 12 40 35 0.31 0.225-0.365
4 CI03D12a  73.9 26 48 11 0 0-0.02 0.155 0.1-0.205
5 MEST15 6.9 12 65 11 0.215 0.21-0.31
5 CIO7E12 72.3 9 47 28 0.34 0.275-0.41
6 MEST123 85.2 27 52 5 0 0-0.035 0.07 0.02-0.12
7 CI07C07 1.6 19 48 19 0 0-0.015
7  FLS-M400 504 33 46 7 0.2 0.14-0.25
8 CI02A09 43.9 18 57 13 0 0-0.06
8 CI01F04a 48.3 21 54 10 0.045 0-0.1
9 CIO7F11 2.7 21 52 13 0 0-0.025 0.095 0.04-0.145

dC: Distancia al centromero, PP: Apareamiento preferente entre cromosomas, DR: Doble
Reduccion, IC: Intervalo de confianza
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4.2.3 Estructura genética de las poblaciones de hibridos triploides
obtenidas utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino y
masculino

Para cada marcador y para cada individuo se calculd la RHP de los hibridos triploides obtenidos
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino y masculino, es decir, se calcularon el nimero
de gametos obtenidos y el nimero de marcadores para cada valor de RHP para analizar la
distribucion de la heterocigosidad. A nivel de gameto diploide (Figura 6a) la poblacion de
hibridos triploides de la familia CM presentd una distribucién unimodal mientras que en la
poblacion de hibridos triploides obtenida con Moncada 4x como parental femenino se observo
una distribucion mas heterogénea en la cual la mayoria de los gametos diploides presentaron
valores de RHP superiores al 40%. Aunque en una frecuencia relativamente baja (menos de
cinco gametos diploides), se observaron valores de RHP entre el 5 y el 30%, menores a lo
esperado (Figura 6a). En cambio, la distribucion de la RHP a nivel de marcador en ambas
poblaciones de hibridos triploides es unimodal con ligeras diferencias encontrandose todos los
valores entre 40 y 80% y siendo ligeramente superiores utilizando ‘Moncada’ 4x como parental
femenino (Figura 6b).
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Figura 6. Distribucion de la Restitucion de la Heterocigosidad Parental (RHP) (a) a nivel de gameto
diploide y (b) a nivel de marcador en las poblaciones de hibridos triploides obtenidas con ‘Moncada’
4x como parental femenino (azul) y masculino (naranja)

A modo de ejemplo y con el objetivo de ilustrar los resultados obtenidos con los marcadores
SNP en toda la poblacion de individuos, en la Figura 7 se encuentran representados los SNP
CIC 5950-02 ¢ INVA-P855 utilizados en las poblaciones MA y CM, respectivamente.

En el SNP CIC 5950-02, utilizado en la familia MA (Figura 7a), hay 3 grupos distintos de
hibridos con tres configuraciones alélicas. El parental femenino ‘Moncada’ 4x, es heterocigoto
adenina-guanina (A:QG), y el parental masculino ‘Anana’ es homocigoto para adenina (A:A). Los
tres grupos hibridos se distinguen segun el angulo que formen en la figura. El grupo amarillo
presenta dos alelos G del gameto homocigoto G:G del parental femenino tetraploide y un alelo
A del parental femenino diploide (G:G-A). En segundo lugar, el grupo azul corresponde a los
hibridos con dos alelos A y un alelo G, que proceden del gameto diploide heterocigoto del
parental femenino tetraploide (A:G-A). Por ultimo, el grupo verde son los hibridos con tres
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alelos A, dos procedentes del gameto diploide homocigoto A:A del parental tetraploide y uno
del parental masculino (A:A-A).

En el caso del SNP INVA-P855 utilizado en la familia CM (Figura 7b), se puede apreciar que
‘Moncada’ 4x es heterocigoto citosina-timina (C:T), ‘Clemenules’ es homocigota para timina
(T:T). En la poblacion de hibridos triploides se pueden observar diferentes configuraciones
alélicas. Asi, segliin el angulo que presenten los diferentes grupos, tendran una configuracion
alélica determinada, siendo el grupo amarillo el que presenta los tres alelos T, es decir, proviene
de gametos diploides homocigotos T:T del parental masculino tetraploide (T:T-T). El grupo
azul presenta un alelo C y dos T, uno del parental masculino y otro del femenino, por tanto,
procede de un gameto diploide heterocigoto C:T del parental masculino (C:T-T). Por ultimo, el
grupo de individuos verde tiene dos alelos C, ambos del parental masculino, y un alelo T del

parental femenino diploide, por tanto, el gameto masculino del que procede era homocigoto C:C
(C:C-T).
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Figura 7. Representacion de los resultados obtenidos con los marcadores SNP (a) CIC 5950-02 en
‘Moncada’ 4x x ‘Anana’ y (b) INVA-P855 en “‘Clemenules’ x ‘“Moncada’ 4x, donde cada punto
corresponde a un hibrido. Los diferentes colores representan grupos de hibridos con la misma

configuracion alélica
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Se analiz6 la distorsion en la segregacion alélica de las dos poblaciones de hibridos triploides
para cada marcador utilizado mediante el analisis chi-cuadrado (¥2) con la correccion de
Bonferroni (7abla 4). Este valor permite conocer los marcadores cuyo resultado en las
frecuencias alélicas se alejan de lo esperado, es decir, el nimero de individuos heterocigotos y
homocigotos de cada tipo no se ajustan a lo esperado (1/6 aa, 2/3 ab, 1/6 bb). Los marcadores
TAA41, MEST256, CIC4681-02, ATMR-M728 y MEST70 en la poblacion de hibridos
triploides obtenidos utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino, y los marcadores
CIBE5720, CHS-M183, CI03D12a, CI07E12, MEST123 y FLS-M400 utilizando el genotipo 4x
como parental masculino, presentaron distorsion en las segregaciones alélicas ya que el p(valor)
obtenido es inferior a 0.05. Las distorsiones observadas en estos marcadores corresponden a la
presencia de frecuencias de gametos homocigotos de un tipo significativamente mas elevadas
que las del otro; por ejemplo, para el marcador TAA-41 la frecuencia de gametos diploides aa
fue de 0.343 mientras que la de gametos bb fue de 0.114.

La distorsion en la segregacion es un fendmeno que ocurre de forma habitual en las poblaciones
de especies vegetales, que se caracteriza por una desviacion de las segregaciones mendelianas.
La consecuencia que tiene esta desviacion es que se reducen las probabilidades de obtener unas
configuraciones alélicas determinadas. La obtencion de doble haploides ha sido desarrollada
como uno de los métodos mas rapidos para los programas de mejora con el fin de obtener
genotipos tetraploides (Germana, 2011). La principal desventaja de esta tecnologia es que
presenta distorsiones en las segregaciones de numerosos genotipos y especies (Bélanger et al.,
2016; Taylor e Ingvarsson, 2003; Xu et al., 1997). Se postula que esta causada por una presion
selectiva sobre ciertas regiones génicas, normalmente en las fases de cultivo de microsporas,
regeneracion de plantas y diploidizacion espontanea de plantas haploides. Bélanger et al. (2016)
estudiaron las distorsiones en la segregacion de la cebada, que ocurren normalmente durante la
embriogénesis y la regeneracion de la planta (Dreissig et al., 2017).

Cuando ‘Moncada’ 4x actiia como parental femenino, las distorsiones de segregacion segun el
test (2, son consistentes en el marcador mas distante al centromero del GL 2 (TAA-41), los tres
marcadores del GL 3 (MEST256, CIC4681-02 y ATMR-M728) y el primer marcador de GL 4
(MEST70). Cuando ‘Moncada’ 4x act@la como parental masculino, se ven distorsiones
esporadicas en marcadores al azar, pero no se puede asignar una distorsion a una region
gendmica ya que el nimero de marcadores utilizado es bajo. Los marcadores se encuentran en
GL 1 (CIBE5720), GL 3 (MHS-M183), GL 4 (C103D12a), GL 5 (CI07E12), GL 6 (MEST123)
y GL 7 (FLS-M400).

Para que haya una diferencia en la segregacion en un mismo grupo de ligamiento entre
‘Moncada’ 4x actuando como parental femenino y masculino, es necesario que se produzca
alguna diferencia durante el ciclo reproductivo. Esta diferencia puede ocurrir durante el proceso
meiotico en el cual se obtengan megasporas y microsporas o durante el proceso fecundativo. Es
probable que la seleccion de los gametos sea el factor predominante que determine la distorsion
en la segregacion. Dado que las distorsiones aparecen en ambas familias, la seleccion se da
tanto a nivel de 6vulo como de polen, resultado de mecanismos de aborto de gametos,
competicion de polen o incompatibilidad gametofitica (Ollitrault ez al., 2012).
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Tabla 4. Frecuencia de la restitucién de la Heterocigosidad Parental para cada marcador en los
hibridos triploides y el analisis de la segregacién mendeliana (chi-cuadrado)

Moncada 4x femenino Moncada 4x masculino

Marcador GL dC 12 p (valor) RHP Marcador GL dC 12 p (valor) RHP
CI102G08 1 43.9 1.286 0.257  0.611 CI102G08 1 439 2.455 0.117 0.621
EMA-M30 1 14.6 0.032 0.857  0.557 CIBES720 1 2.6 8.805 0.003 0.529
CIC5950 1 30.8 0.034 0.853 0.58 CI102D09 2 435  0.421 0.516 0.553
Ci02D09 2 435 0.758 0.384 0.542 CI07D05 2 335 3.930 0.047 0.511
CACI15 2 43 0.182 0.670  0.694 TAA41 2 103.9 0.020 0.886 0.437
CIC3712-01 2 576 0.758 0.384 0.542 INVA-P855 3 60.4  1.200 0.273 0.655
TAA41 2 103.9 8 0.005  0.543 CX0124 3 19.7  1.140 0.286 0.500
MEST256 3 73.6  20.161 0.000  0.557 CHS-M183 3 76.7 11.255  0.001 0.460
CIC4681-02 322 6.250 0.012  0.771 Ci0O3D12a 4 73.9  6.081 0.014 0.565
ATMR-M728 3 51.3 6.259 0.012  0.625 MESTI5 5 6.9 0.043 0.835 0.739
MEST70 4 11.9 4.765 0.029  0.761 CMS30 5 8.2 1.455 0.228 0.500
CHI-M598 4 48 0 1 0.833 CIO7E12 5 723 9.757 0.002 0.560
CI06A02 4 463 0.529 0.467  0.754 MESTI123 6 85.2 15.125 0 0.619
CIC 0446-01 4 616 1.923 0.166  0.817 FLS-M400 7 504  16.900 0 0.535
CI03D12a 4 739 0.067 0.796  0.792 CI03B07 7 13.0 0.154 0.695 0.639
MEST104 5 11.8 0.037 0.847 0.614 CI07C07 7 1.6 0 1 0.558
CiC5842-02 5 487 0 1 0.514 Ci01F04a 8 483  3.903 0.048 0.635
CiC2417-04 5 80.2 0.333 0.564 0.62 Ci02A09 8 44.0 0.806 0.369 0.648
CIO2F12 6 547 0.727 0.394  0.694 CIO7F11 9 2.7 1.882 0.170 0.605
AOC-M290 6 797 2.130 0.144  0.671

MEST107 7 875 1.690 0.194  0.597

CI03B07 7 12.5 0.862 0.353 0.58

CI07C07 7 1.6 0.040 0.841  0.643

CIO1F04a 8 483 0.059 0.808  0.761

CI0O7B0S 8 225 0 1 0.75

CI02C09 8 408 0.360 0.549  0.648

CIC5087-01 9 383 1.125 0.289  0.556

CIO7F11 9 47 0.533 0.465  0.583

GL: grupo de ligamiento, dC: distancia al centrémero, RHP: Restitucion de la Heterocigosidad Parental

En la Tabla 5 se presentan los valores de RHP obtenidos para las dos poblaciones utilizando
‘Moncada’ 4x como parental femenino y masculino. Con este valor se puede inferir la
frecuencia de gametos heterocigotos que ha producido ‘Moncada’ 4x y, asi, analizar su modo de
segregacion. A nivel femenino se obtuvo un valor poblacional de RHP del 65% mientras que a
nivel masculino el valor de RHP promedio obtenido fue del 58%. Comparando los valores de
RHP promedio por GL entre mandarino ‘Moncada’ 4x utilizado como parental femenino y
masculino, las mayores diferencias las encontramos en los GL 3 y 4 que son los que presentaron
valores de PP mas elevados, ajustandose a un modelo de segregacion intermedia en ambos GL
aunque mucho mas acentuado en el GL 4. En la poblacion de hibridos triploides obtenidos con
‘Moncada’ 4x como parental femenino, la RHP oscil6 entre el 56.9% para el GL 9 y el 71.9%
para el GL 8 mientras que en la poblacion obtenida con ‘Moncada’ 4x como parental masculino,
la RHP vari6 entre el 55% para el GL 2 y el 64.2% para el GL 8.
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Tabla 5. Restitucion de la Heterocigosidad Parental, grupos diferenciados entre genotipos analizados y
distancia genética en ‘Moncada’ 4x utilizado como parental femenino y masculino

Moncada 4x femenino Moncada 4x masculino

GL RHP RHPSD G/N AvD AvDCI RHP RHPSD G/N AvD AvDCI

GL1 0.583 0.027 0.238 0.331  0.009 0.575 0.065 0.114 0.327 0.007
GL2 0.580 0.076 0472 0328 0.007 0.500 0.059 0.295 0.384  0.007

GL3 0.651 0.110 0486 0.328  0.007 0.538 0.103  0.279 0.346  0.006

GL4 0.791 0.035 0.306 0.195  0.007 0.565 - 0.059 0.338 0.010
GLS5 0.583 0.059 0236 0.335 0.009 0.599 0.124  0.250 0.314 0.006
GL6 0.683 0.016  0.139 0.290  0.009 0.619 - 0.060 0.281 0.009

GL7 0.607 0.033 0.250 0324 0.009 0.577 0.055 0.250 0.317 0.007
GL8 0.719 0.062 0.250 0.254  0.009 0.642 0.009 0.136 0310  0.007
GL9 0569 0.020 0.153 0342 0.010 0.605 - 0.058 0.321 0.010
Total 0.650  0.096 1 0280 0.003 0.580  0.043 1 0335 0.003
GL: Grupo de ligamiento, RHP: Restitucion de la Heterocigosidad Parental, RHP SD:
Desviacion tipica de la Restitucion de la Heterocigosidad, G/N: niimero de genotipos sobre el
total identificados, Av D: Media ponderada de la distancia genética, Av D CI: Intervalo de
confianza con a = 0.05 de la distancia genética

4.2.4 Variabilidad genotipica

Con todos los marcadores analizados en cada familia, ha sido posible diferenciar todos los
hibridos triploides (G/N=1), es decir, se ha podido analizar cada hibrido como un individuo
independiente. (7abla 5). En cambio, con los marcadores analizados en cada GL solo se han
diferenciado entre un 14% (en el caso del GL 9) y un 49% (GL 3) de los hibridos
correspondientes a la familia MA y entre un 11% (GL 1) y un 30% (GL 2) en los hibridos de
CM.

Se han calculado las distancias genéticas ente los hibridos triploides correspondientes a las dos
familias mediante un analisis de disimilaridad, obteniendo una distancia genética media a nivel
poblacional de 0.295+0.003 utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino y 0.335+0.003
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental masculino. Ademas, si comparamos los valores de
distancia genética entre las dos poblaciones a nivel de GL, los valores obtenidos también son
muy parejos a excepcion del GL 4 (0.338+0.010) de ‘Moncada’ 4x como parental femenino
donde la diferencia es significativamente mayor a la observada en el mismo GL de la otra
poblacion (0.195+0.007). Estas diferencias son debidas a que en el GL 4 de la poblacion
obtenida con ‘Moncada’ 4x como parental masculino se obtuvieron los valores mas elevados de
RHP (0.791£0.035). A nivel global, los resultados obtenidos indican que la distancia genética
entre las dos poblaciones es similar, aunque se observan diferencias significativas en el GL 4.
Es decir, a nivel genético no hay diferencia entre ambas familias de hibridos obtenidas
utilizando ‘Moncada’ 4x como parental femenino o masculino.

Para visualizar las estructuras genéticas de las dos poblaciones se han incorporado los
dendogramas obtenidos a partir de los datos de disimilaridad entre los hibridos triploides MA
(Figura 8a) y los hibridos CM (Figura 8b). En estas figuras se puede comprobar la
diferenciacion de todos los genotipos y que las distancias genéticas de todos los hibridos
triploides respecto al parental ‘Moncada’ 4x son inferiores a las presentadas respecto a los otros
parentales, mandarino ‘Anana’ y clementina ‘Clemenules’. No obstante, la estructura genética
de la poblaciéon de hibridos triploides obtenidos con mandarino ‘Moncada’ 4x como parental
femenino, es mas homogénea y compacta que la obtenida con ‘Moncada’ 4x como parental
masculino, en la que se pueden llegar a identificar tres grupos principales. Esta diferencia
probablemente es debida a que esta Ultima poblacion se ha analizado con un nimero mas
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reducido de marcadores moleculares. Respecto a los parentales diploides utilizados, mandarino
‘Anana’ y clementina ‘Clemenules’, la distancia genética del primero respecto a los hibridos
triploides es mayor que la presentada por el segundo, ya que clementina es uno de los parentales
del mandarino ‘Moncada’, compartiendo el 50% de la informacion genética.

Estos resultados permiten concluir que los hibridos triploides obtenidos en hibridaciones
sexuales 2x x 4x y 4x x 2x presentan una estructura genética mas parecida al parental tetraploide
que produce los gametos diploides. Aquellos individuos que presenten una mayor
heterocigosidad en promedio, seran mas similares a ‘Moncada’ 4x.
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Figura 8. Dendogramas correspondiente al andlisis genético realizado con marcadores SSR y SNP
obtenido mediante el calculo del Simple Matching Dissimilarity Index y construccién del arbol
mediante Weighted Neighbour-Joining de dos poblaciones de hibridos triploides regeneradas a partir
de los cruzamientos a) ‘Moncada’ 4x x ‘Anana’ y b) ‘Clemenules’ x ‘Moncada’ 4x

4.3 Implicaciones en los programas de mejora genética de citricos

El interés en los genotipos poliploides como herramienta genética ha ido incrementando en los
ultimos afios en programas de mejora genética basados en hibridacion sexual combinado con
métodos de seleccion. El estudio del origen de los gametos diploides procedentes del parental
tetraploide, asi como los mecanismos meidticos (que influyen enormemente en la estructura de
las poblaciones de hibridos triploides) es de gran interés para seleccionar las estrategias mas
adecuadas para la obtencion de nuevos hibridos con determinadas caracteristicas.

Un ejemplo para ilustrar la importancia del conocimiento del modo de segregacion
cromosomica de las plantas tetraploides en citricos es la susceptibilidad a la enfermedad de la
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mancha marréon de las mandarinas causada por el hongo Alternaria alternata pv. citri (ABS, del
inglés Alternaria Brown Spot). En trabajos previos se ha demostrado que la susceptibilidad a
ABS esta controlada por un alelo dominante (A) de un solo gen. Por tanto, las variedades
resistentes presentan los dos alelos recesivos (aa), mientras que las variedades susceptibles
pueden presentar un alelo de susceptibilidad (Aa) o dos (AA) (Cuenca et al., 2013).

Aunque el mandarino ‘Moncada’ no es una variedad susceptible a Alternaria, a modo de
ejemplo y con los resultados obtenidos en este trabajo y utilizando un parental diploide
resistente (aa), se analizan las consecuencias que tendria sobre la descendencia la direccion de
un cruzamiento con ‘Moncada’ 4x. Suponiendo que el locus de susceptibilidad a ABS se
encontrara ubicado en el GL 4 y como se ha comprobado que presenta una herencia intermedia
(PP=0.5 con un 1C=[0.415-0.59]), utilizando mandarino ‘Moncada’ 4x como parental femenino
la RHP promedio es del 79.1%, lo cual quiere decir que el 79% de los hibridos triploides serian
Aa (susceptibles a Alternaria) y del restante 21%, la mitad serian susceptibles (AA) y la otra
mitad resistentes (aa), obteniendo un total de 89.5% de los hibridos susceptibles al hongo y un
10.5% resistentes. En el caso del mismo GL pero habiendo utilizado ‘Moncada’ 4x como
parental masculino, la RHP promedio es del 56.5% (Aa) lo cual implicaria que el 21.75% serian
homocigotos AA y el otro 21.75% homocigotos aa. Por lo tanto, utilizando esta estrategia se
obtendria un 78.25% de hibridos triploides susceptibles a Alternaria y un 21.75% resistentes.
Estos resultados permitirian indicar, para este caracter en concreto y a modo de ejemplo, que la
estrategia de obtencion de hibridos triploides utilizando ‘Moncada’ 4x como parental masculino
es mas eficiente para la obtencion de hibridos triploides resistentes a Alternaria que la estrategia
en la cual ‘Moncada’ se utilizara como parental femenino.

Por tanto, dependiendo del grupo de ligamiento en el que se encuentre el caracter de interés y la
direccion del cruzamiento, pueden obtenerse unas frecuencias en la descendencia
significativamente diferentes y pueden disefiarse programas de mejora de citricos para optimizar
los procesos de obtencion y seleccion.

5 CONCLUSION

Este trabajo ha permitido caracterizar el modelo de segregacion cromosomica del mandarino
‘Moncada’ 4x en cada uno de sus GL actuando como parental femenino y masculino. De forma
genérica, predomina una segregacion tetrasdémica tipica de un genotipo doble diploide, sin
embargo, existe una variacion entre la segregacion de ‘Moncada’ 4x utilizada como parental
femenino. En el cruzamiento ‘Moncada’ 4x x ‘Anana’, se observa un GL (GL 4) con una clara
herencia intermedia y dos (GL 3 y 8) con herencia intermedia con tendencia a la tetrasomia. En
cambio, en el cruzamiento ‘Clemenules’ x ‘Moncada’ 4x, donde ‘Moncada’ 4x actia como
parental masculino, Unicamente GL 5 muestra una herencia intermedia con tendencia a la
tetrasomia. Por tanto, se puede concluir que no solo existe una diferencia en el modo de
herencia de cada especie y en cada uno de sus cromosomas sino que dependiendo de la
direccion del cruzamiento, la segregacion puede sufrir variaciones debido a diferentes procesos
de incompatibilidad de gametos.

Estos resultados permiten estudiar los mecanismos de segregacion de genotipos con diversos
niveles de ploidia, y establecer a su vez, una base para definir nuevas estrategias en programas
de mejora genética de citricos, teniendo como objetivo utilizar especies tetraploides para la
obtencion de hibridos triploides, de gran interés en el mercado global de productos de consumo
en fresco. Ademas, permitiria obtener y seleccionar, a nivel genético, individuos con un
genotipo determinado que expresara unos caracteres de interés.
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Actualmente, en el campo de la Genética, las tecnologias Next Generation Sequencing (NGS)
avanzan con celeridad y permitirian realizar estudios de segregacion cromosoémica de plantas
poliploides de citricos obteniendo una informacién mucho mas precisa de los fenomenos que
ocurren, acompanadas de nuevos sistemas bioinformaticos de analisis de datos. No obstante, los
marcadores moleculares siguen vigentes en la vida cotidiana de los laboratorios para el estudio
de las variaciones genéticas en los seres vivos que pueden ayudar a esclarecer sus mecanismos
moleculares y, por tanto, conocer como podrian mejorarse genéticamente para, finalmente,
poder obtener nuevos bienes y productos de interés.
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