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Resumen

La naranja dulce se cultiva en varios estados de México. Diversos centros de investigacion poseen
bancos de germoplasma de citricos, donde se incluye la naranja dulce para su mejoramiento
genético. El objetivo del trabajo fue evaluar la diversidad genética y realizar un andlisis filogenético
basados en la regién del espaciador transcrito interno (ITS) de seis genotipos de naranja dulce
cultivados en San Luis Potosi, México. En 2023 se recolectaron hojas de seis variedades de naranja
dulce conocidas en la region como Sangre de Toro y Valencia. Se extrajo el DNA gendmico, se
amplificaron regiones ITS por PCR y se secuenciaron. Se determiné el porcentaje de identidad,
distancia genética y se generd un &rbol filogenético de méaxima verosimilitud. Los resultados
indicaron que la variabilidad intraespecifica entre genotipos de C. sinensis en la region ITS es baja
a moderada (0-0.07). Particularmente, entre la poblacidn de Citrus sinensis (variedades Sangre
de Toro y Valencia) de las regiones de Axtla de Terrazas, Chimimexco-Tampacéan y El Frijolillo-
San Martin en San Luis Potosi, no se detectaron diferencias en sus regiones ITS. Es importante
sefialar que el nimero de muestras analizadas fue limitado; por lo tanto, se requiere evaluar un
conjunto mayor de muestras y variedades para obtener conclusiones mas robustas respecto a la
variabilidad genética en Citrus sinensis en México. El analisis filogenético agrup6 a los genotipos
de México en el grupo G1, confirmando el origen de las variedades con paises asiaticos (China,
Corea y Vietnam), con los cuales el porcentaje de identidad fue del 100%.
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Introduccion

La naranja dulce (Citrus sinensis) es uno de los citricos mas consumidos a nivel mundial. Los
frutos son muy apreciados por sus caracteristicas organolépticas y el alto valor nutracéutico,
principalmente por su alto contenido de antioxidantes (Seminara et al., 2023). La caracterizacién
genética de los materiales de C. sinensis es importante para los programas de mejoramiento
genético que buscan realizar cruzas entre diversos materiales para generar variedades con
caracteristicas genéticas y comerciales deseables (Almeyda-Ledn et al., 2023). En este sentido,
se han realizado trabajos para determinar la variabilidad genética y analisis filogenéticos de una
amplia gama de variedades de C. sinensis utilizando diversos marcadores moleculares como
random amplified microsatellite (RAM), RAPDs random amplified polymorphic (DNA), simple
sequence repeat (SSR) y start codon targeted (SCoT).

Abbaszadeh et al. (2023) determinaron diversidad genética de baja a moderada en 29 genotipos
de naranja dulce procedentes de Iran utilizando el marcador molecular SCoT. La poblacién
mostré una estructura genética influenciada por la distancia geografica y variables climaticas
(temperatura y precipitacion). En otro trabajo, Shahnazari et al. (2022) realizaron un estudio de
diversidad genética en 80 arboles de naranja dulce de diferentes variedades procedentes de Iran
utilizando marcadores SSR, encontrando una alta variabilidad genética que respalda el uso de
estos marcadores para la identificacion y clasificacion de variedades. Por otra parte, Tuwo et al.
(2023) utilizaron marcadores RAPD para analizar la diversidad genética de especies de citricos
en cinco centros de produccion en Indonesia, encontrando un alto nivel de polimorfismos y
relaciones cercanas entre algunos genotipos.

En México, Almeyda-Ledn et al. (2022) realizaron la caracterizacion genética de una poblacion de
33 genotipos de naranja dulce (C. sinensis) del banco de germoplasma del Campo Experimental
General Teran del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
en Nuevo Leb6n, México, utilizando marcadores RAM. Todos estos marcadores moleculares
producen matrices binarias de presencia o ausencia de fragmentos para analizar la diversidad
genética, pero su elaboraciéon puede ser laboriosa y propensa a errores. Alternativamente, se
pueden utilizar procedimientos como metodologias de DNA barcode, incrementando la precisién
de la caracterizacion varietal.

En plantas, se han utilizado regiones nucleares (ITS, ITS1, ITS2) y de cloroplasto (matK, rbcL, trnH-
psbA, rpoB, rpoC1, trnL-trnF, psbK-psbl) (Letsiou et al., 2024). Estos marcadores se han utilizado
para analisis filogenéticos con varias especies de citricos, incluyendo a C. sinensis (Li et al., 2010;
Kyndt et al., 2010; Penjor et al., 2013; Hynniewta et al., 2014; Ito et al., 2014; Jin et al., 2018;
Liu et al., 2021; Abbaszadeh et al., 2023). Sin embargo, la mayor parte de investigaciones estan
centradas en paises asiaticos. En Latinoamérica, no hay estudios que hayan utilizado la region ITS
en C. sinensis para determinar su diversidad.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad genética y realizar un andlisis filogenético
basados en la region ITS de seis genotipos de C. sinensis cultivados en San Luis Potosi, México.

Materiales y métodos

Material vegetativo

Se recolectaron hojas jovenes y con apariencia sana de seis arboles de naranja dulce (Cuadro
1). Las hojas se envolvieron en bolsas de papel y se colocaron en hieleras térmicas con geles
refrigerantes para enviarlas al Laboratorio de Biotecnologia del Campo Experimental Tecoman del
INIFAP en Colima, donde fueron procesadas inmediatamente.
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Cuadro 1. Relacion de muestras de naranja dulce utilizadas en este estudio.

Muestra Variedad Localidad Georreferencia
NarST M1 Sangre de Toro Axtla de Terrazas 2122 20-98 53 32
NarST M2 Sangre de Toro Axtla de Terrazas 2122 20-98 53 32
NarVal M3 Valencia Chimimexco, Tampacan 21 24 24-98 48 14
NarVal M4 Valencia Chimimexco, Tampacan 21 24 24-98 48 14
NarVal M5 Valencia El frijolillo, San Martin 21 14 49-98 36 02
NarVal M6 Valencia El frijolillo, San Martin 21 14 49-98 36 02

Extraccion, cuantificacion, pureza e integridad de DNA vegetal

Se utilizé el método descrito por Bermudez-Guzman et al. (2016) con algunas modificaciones. El
tejido vegetal (aproximadamente 200 mg) se macerd en morteros y se homogeneizé en 2 ml de
buffer CTAB precalentado a 65 °C durante 60 min y se traté con RNasa A, seguido de la separacién
de fases con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitaciéon del DNA con isopropanol
frio y acetato de sodio. Se lavo el pellet de DNA con etanol al 70%, se sec6 a temperatura ambiente
y se resuspendid en agua.

La cuantificacion y pureza se determiné a partir de 2 pl de cada muestra, midiendo las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230 nm en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
La integridad del DNA se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE
1X. La tincién de los acidos nucleicos se realizé con GelRed (Biotium) y se visualizaron en un
fotodocumentador (UVP).

Amplificacion por PCR, purificacion y secuenciacion de regiones ITS

Se utilizaron los oligonucledtidos descritos por White et al. (1990) modificados por Viglietti et al.
(2019): ITS4: 5-TCCTCYRMTTAKYGATATGC-3' e ITS1: 5-TCCGTWRGTGAACCWGCGG-3'.
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 50 pl utilizando REDTaq® ReadyMixTM
PCR Reaction Mix (Sigma Aldrich), de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

La temperatura de alineamiento se estandariz6 mediante un gradiente: 50, 51, 52, 53, 54 y 55 °C
en un termociclador VeritiTM (Applied BiosystemsTM). Para todos los casos, las condiciones de
amplificacién fueron de 5 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95 °C, 30 s a 50-55 °C y
1 min a 72 °C y una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR de entre 600-700
pb se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y se enviaron
a secuenciar al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (Lanbama).

Diversidad genética y analisis filogenético

Las secuencias fueron editadas, se realiz6 un analisis BLAST en la base de datos de NCBI y se
descargaron 28 secuencias de regiones ITS de C. sinensis para generar una base de datos local.
Como grupo externo se incluy6 una secuencia ITS de Ruta graveolens y se realiz6 un alineamiento
multiple de secuencias (AMS) utilizando el algoritmo de ClustalWw.

Para el analisis de la diversidad genética, con base al AMS se generaron matrices de comparacién
de secuencias. La matriz de distancia fue calculada como la distancia corregida de Jukes-Cantor
entre dos secuencias. Para el analisis filogenético, el AMS fue analizado con la herramienta ‘model
test’. Se construy6 un arbol filogenético con el método de construccion UPGMA utilizando el modelo
sustitucion nucleotidico GTR + G + T y un analisis Bootstrap con 1 000 réplicas. Todos los analisis
bioinforméticos mencionados se llevaron a cabo con una licencia vigente del software CLC Main
Workbench version 24.0.2 (Qiagen).

elocation-id: e3956 3

—_


https://doi.org/10.29312/remexca.v17i2.3956

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v17i2.3956

Resultados y discusion

Los indices de pureza promedio fueron 1.8 (A260/280) y 1.79 (A260/230). La Figura 1 muestra
la electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico extraido, en la que se observa una
degradacion parcial de las muestras, probablemente debido al tiempo transcurrido desde el
transporte de San Luis Potosi a Colima. No obstante, en la parte superior del gel se apreciaron
bandas de DNA de alta integridad, suficientes para la amplificacién por PCR de la region ITS y
para la obtencién de secuencias.

Figura 1. Electroforesis del DNA gendmico extraido de hojas de Citrus sinensis. Carriles C1-C2= muestras
de la variedad Sangre de Toro; carriles C3-C6= muestras de la variedad Valencia. Se cargaron en promedio
250 ng de DNA en cada carril.

La amplificacion por PCR de gradiente para evaluar el efecto de las temperaturas 50-55 °C
se muestra en la Figura 2A. Las temperaturas de 53 a 55 °C mostraron bandas Unicas y se
selecciond la temperatura de 54 °C para amplificar por PCR las seis muestras de arboles de
naranja (Figura 2B).
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Figura 2. Perfil electroforético de la region ITS de arboles de naranja. A) PCR de gradiente para estandarizar la
temperatura de alineamiento; B) productos de PCR (600 pb aproximadamente) de muestras de arboles de naranja;
MPM-= marcador de peso molecular 100 pb (Sigma Aldrich); C= control negativo agua; 50-55= temperaturas de
alineamiento; carriles C1-C2= muestras de la variedad Sangre de Toro; carriles C3-C6= muestras de la variedad
Valencia.

En el arbol filogenético de varios genotipos de C. sinensis de diferentes regiones del mundo, se
observa que los 28 genotipos se distribuyeron en cinco grupos (G1-G5) (Figura 3). Los genotipos
de México formaron un grupo con otros de Corea, China y Vietnam (G1), con algunos comparte
un 100% de identidad (JN681150, MG702211, MG702223, MF15502 y ON479687), constituyendo
los materiales mas estrechamente relacionados.

Figura 3. Arbol de maxima verosimilitud de la regién ITS con genotipos de Citrus sinensis. Los nombres contiguos
al codigo de colores corresponden a los nimeros de acceso en NCBI; los niimeros en los nodos corresponden a los
valores de Bootstrap; con un asterisco se indican los genotipos de este estudio; GE= grupo externo Ruta graveolens.
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Dado que el aumento de la distancia geografica suele incrementar la distancia genética
(Abbaszadeh et al., 2023), en este estudio la variabilidad genética en la regién ITS entre los seis
genotipos de C. sinensis fue de 0, con secuencias homdlogas, probablemente por la cercania de
los sitios de muestreo y al limitado nimero de muestras analizadas. Esto indica alta conservacién
en esta region entre las variedades Sangre de Toro y Valencia. Los genotipos de Portugal, Japon
y Vietnam, que forman el grupo G5 (Figura 3), mostraron mayor distancia genética, con valores de
94.1-95.71% de identidad y coeficiente de distancia de 0.04-0.06.

La secuenciade ITS es ampliamente utilizada para identificar especies vegetales y realizar estudios
filogenéticos (Alvarez y Wendel, 2003; Graper et al., 2021). En citricos, se ha empleado con
éxito en especies como C. sinensis, C. limon y C. reticulata para evaluar variabilidad genética
y relaciones filogenéticas (Hynniewta et al., 2014). En este estudio, la distancia genética entre
todos los genotipos de C. sinensis (28 secuencias) fue baja a moderada (0-0.07), indicando alta
conservacion en la region ITS, mientras que en comparacién con Ruta graveolens los valores
fueron de 0.24-0.29. Resultados similares fueron obtenidos por Liu et al. (2021) en 22 muestras
de C. reticulata ‘Chachi’, donde la region ITS2 mostr6 una homologia del 100%, indicando alta
estabilidad genética en esta region.

Por otra parte, los genotipos de C. sinensis de Vietnam mostraron mayor variabilidad intraespecifica
(distancias de 0.02-0.06) y se agruparon en G1, G2, G4 y G5. Los materiales de China estuvieron
en G1, G3 y G5, mientras que los de Corea y México se conglomeraron en G1. Esta diversidad
puede atribuirse a diferentes variedades, regiones climéticas y practicas de cultivo y mejoramiento
(Abbaszadeh et al., 2023; Seminara et al., 2023). A diferencia de estos resultados, AlImeyda-Leén
et al. (2022) evaluaron 33 variedades de naranjo dulce mediante RAMSs, logrando un alto porcentaje
de polimorfismos y diferenciando todos los materiales evaluados, lo que indica una amplia base
genética en su germoplasma.

En otros trabajos utilizando marcadores RAPDs, Tuwo et al. (2023) identificaron cinco grupos con
175 genotipos de citricos mediante un analisis de conglomerados con un coeficiente de similitud del
77%. Por otra parte, los marcadores SSR también se han utilizado para la identificacion de hibridos
para el mejoramiento genético en citricos (Bermidez-Guzman et al., 2017; Gallego-Colonia et
al., 2017; Sharafi et al., 2017; Carrillo-Medrano et al., 2018). Lo anterior sugiere que el uso de
marcadores moleculares basados en perfiles electroforéticos como RAPDs, RAMs, SSR, SCoT,
entre otros, siguen siendo muy Utiles para caracterizar la variabilidad genética en C. sinensis y
otras especies citricas (Shahnazari et al., 2022; Abbaszadeh et al., 2023).

El uso de estos marcadores moleculares para la caracterizacién de plantas se remonta desde los
90’s (Williams et al., 1990; Morgante y Olivieri, 1993) pero siguen empleandose ampliamente en la
actualidad ya que resultan muy versatiles porque exploran el genoma completo. En este estudio
se evalud una pequefia region de un genoma, ITS, con una longitud de poco méas de 550 pb,
gue representa una infima parte del genoma completo. Por tal motivo, para hacer mas robusto
el andlisis de diversidad es recomendable utilizar mas de una regién como pueden ser regiones
nucleares (ITS, ITS1, ITS2) o de cloroplasto (matK, rbcL, trnH-psbA, rpoB, rpoC1, trnL-trnF, psbK-
psbl) (Letsiou et al., 2024).

Por otra parte, es importante considerar que los costos de la secuenciacion masiva (NGS) han
disminuido significativamente, por lo que en el futuro proximo es deseable migrar a este tipo
de marcadores. Con esta tecnologia se puede obtener una gran cantidad de informacién sobre
variacion genética, como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), inserciones-deleciones
(InDel), variacién estructural (SV), variacion en el nimero de copias (CNV), entre otros (Wenger
et al., 2019; Ahsan et al., 2021).
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Conclusiones

La region ITS puede emplearse como herramienta exploratoria y comparativa para evaluar
relaciones filogenéticas en el género Citrus; sin embargo, su resolucion intraespecifica resulté
ser limitada en materiales estrechamente relacionados, como fue el caso de los genotipos de
C. sinensis. En este estudio, con seis muestras correspondientes a dos variedades de San Luis
Potosi (SLP), se observ6 una variabilidad intraespecifica baja a moderada (0-0.07) entre diversos
genotipos de C. sinensis de varias partes del mundo. Estas conclusiones son especificas de las
muestras analizadas de la region de SLP. Las secuencias de los genotipos mostraron similitudes
con accesiones asiaticas (China, Coreay Vietnam), pero se requiere ampliar la cobertura genémica
para confirmar estos posibles origenes.
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