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Resumen

La presente tesis aborda la caracterizacion molecular de accesiones de mandarina
Citrus spp. del banco de germoplasma de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del
INIAP, enfatizando la relevancia de los bancos de germoplasma en la conservacion de la
diversidad genética y la importancia del cultivo de mandarinas en el pais. La caracterizacion
se llevd a cabo mediante el uso de marcadores moleculares cloroplasticos concatenados
(matk, rbcL y trnH-psbA). La metodologia empleada incluye la extraccién de ADN, la
amplificacion por PCR vy la secuenciacion de los marcadores seleccionados, lo que facilita la
identificacion de variaciones genéticas significativas entre las accesiones para analizar la

variabilidad genética y la estructura poblacional de las mandarinas.

El objetivo principal es determinar la variabilidad genética dentro de las accesiones e
identificar posibles duplicados o clasificaciones erréneas, lo cual es fundamental para el
fitomejoramiento y la conservacion de recursos genéticos. Los resultados indican una
diversidad genética significativa entre las accesiones estudiadas, lo que sugiere un potencial
considerable para programas de mejoramiento y conservacion. Ademas, se identifico un caso
de clasificacion errénea, resaltando la importancia de una caracterizacion molecular precisa
para la gestion eficiente de los bancos de germoplasma. Este estudio contribuye al
conocimiento de la diversidad genética de las mandarinas y proporciona una base solida para

futuras investigaciones y aplicaciones en biotecnologia agricola.

Palabras clave: Banco de germoplasma, Citrus, marcadores cloroplasticos.
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Abstract

This thesis addresses the molecular characterization of mandarin Citrus spp.
accessions from the germplasm bank of the Tropical Experimental Station Pichilingue of
INIAP, emphasizing the relevance of germplasm banks in the conservation of genetic
diversity and the importance of mandarin cultivation in the country. The characterization was
carried out using concatenated chloroplastic molecular markers (matk, rbcL, and trnH-psbA).
The methodology employed includes DNA extraction, PCR amplification, and sequencing of
the selected markers, which facilitates the identification of significant genetic variations
among the accessions to analyze the genetic variability and population structure of the

mandarins.

The main objective is to determine the genetic variability within the accessions and
identify possible duplicates or misclassifications, which is fundamental for plant breeding and
the conservation of genetic resources. The results indicate significant genetic diversity among
the studied accessions, suggesting considerable potential for breeding and conservation
programs. In addition, a case of misclassification was identified, highlighting the importance
of precise molecular characterization for the efficient management of germplasm banks. This
study contributes to the knowledge of the genetic diversity of mandarins and provides a solid

foundation for future research and applications in agricultural biotechnology.

Key words: Germplasm bank, Citrus, Chloroplast markers
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Introduccion

El género Citrus, que incluye mandarina, naranja, limon, pomelo y lima, tiene un alto
valor econémico y nutricional. Este género pertenece a la subfamilia Aurantioideae, que es
una de las 7 subfamilias de la familia Rutaceae. Los citricos son el cultivo fruticola mas
importante del mundo, con una produccion mundial anual de mas de 143.8 millones de
toneladas (FAO, 2021). De ellas, las mandarinas son el segundo cultivo de citricos mas
importante del mundo, poseyendo una mayor adaptacion climéatica entre los citricos
cultivados.

El Ecuador tiene un gran potencial para el cultivo de citricos, tanto para el consumo
local como para la exportacion. Ademas, se cultivan diversas variedades de citricos incluido
de mandarinas (Zabala, 2021). A pesar de esto, existe escasa informacion a nivel molecular,
que se pueda utilizar con fines de caracterizacién de los bancos de germoplasma presentes en
el pais para que las distintas variedades puedan ser utilizadas con fines de mejoramiento
genético de una manera mas eficiente.

Uno de los mecanismos mas confiables para identificar especies se basa en el analisis
genético y particularmente en el procedimiento de codigo de barras de ADN que consiste en
la comparacidn de secuencias altamente conservadas ubicadas en el ADN nuclear ribosémico
(Sun et al., 2020) o pléastidico (Penjor et al., 2013). Al estar altamente conservados, estos
fragmentos acumulan mutaciones lentamente y es posible disefiar cebadores universales que
puedan usarse para distinguir muchas especies. Ademas, muchas bases de datos (PubMed,
GenBank) recogen y almacenan millones de secuencias, que pueden compararse mediante un
software especifico (BLAST) con secuencias desconocidas (Steinegger & Salzberg, 2020). Al
consultar adecuadamente una base de datos de ADN proporciona, junto con el alineamiento,
un indice de similitud que puede ser Util para identificar especies o incluso subespecies,
dependiendo de la proximidad de la identidad taxonomica.

Este trabajo de investigacion se llevd a cabo en torno a las actividades del proyecto
FIASA-EELS-2022-008. Especificamente del Componente 12, Act. 1.93. Financiado por el

! Fortalecimiento de los programas de mejoramiento genético mediante herramientas biotecnoldgicas
aplicadas en cinco cultivos de interés agricola.

2 Establecer protocolos de regeneracion de plantas via embriogénesis somatica en diferentes cultivos agricolas
de interés econémico para el Ecuador

3 Identificacion de genotipos de mandarina para la obtencion de materiales sin semilla
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fondo FIASA (Fondo de Investigacion para la Agrobiodiversidad, Semillas y Agricultura
Sustentable).

Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1. Planteamiento del problema

En el Ecuador, se ha evidenciado un notable aumento en la produccién de citricos en los
ultimos afos de 22.886 Ha en 2016 a 27.474 Ha en 2019, asi mismo un aumento en la
produccion anual teniendo un incremento de 104.215 Ton hasta 153.360 Ton en 2019
(Orrego et al., 2021). Esto debido al gran potencial agricola que posee nuestro pais cuya
optimizacion se plantea como ente dinamizador para reducir la pobreza en los sectores rurales
(Viteri & Tapia, 2018), en este caso los citricos han demostrado poder aprovechar ese
potencial. Posee potencial para producir citricos, se cultiva tanto en provincias de la costa y
de la sierra, en orden descendente las provincias que poseen una mayor produccién son:
Manabi, Los Rios, Bolivar, Guayas, Pichincha y Tungurahua (Valarezo et al., 2014)

Segun el MAG, (2017) la produccion de mandarinas a nivel nacional fue de 40,318
toneladas. Aunque no se dispone de datos exactos sobre la cantidad de mandarinas
producidas en 2022, se puede hacer una estimacion aproximada basandose en los datos
disponibles. Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), los agricultores pueden
producir entre 50.000 y 70.000 unidades de mandarinas por hectarea. La produccion de
mandarinas es un componente que puede dinamizar la economia agricola del pais para lo cual
el aprovechamiento de la diversidad genética en los bancos de germoplasma enfocada en
trabajos de fitomejoramiento se vuelve un eje fundamental. Pero para poder aprovechar el
recurso fitogenético es necesario una caracterizacion molecular de los bancos de
germoplasma.

Los bancos de germoplasma juegan un papel crucial en la conservacion de la diversidad
genética de las especies. Estas instalaciones, conservan y proporcionan acceso a material
vegetal vivo, como semillas, bulbos, polen y esporas. Los bancos de germoplasma son
esenciales para salvaguardar el patrimonio genético floristico y proteger nuestra seguridad
alimentaria. Ademas, ofrecen una fuente invaluable de material genético para la investigacion
y el mejoramiento de cultivos (Peres, 2016)

La conservacién tanto de la flora se desarrolla en dos principales vias: dentro del habitat
natural (conservacion in situ) y fuera del mismo (conservacion ex situ). La conservacion ex
situ, en colecciones, es la aplicacion de una amplia variedad de recursos, técnicas e

infraestructuras especializadas que contribuyen a la recuperacion y sobrevivencia de
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individuos o poblaciones fuera de su habitat. Los bancos de germoplasma desempefian un
papel fundamental en la preservacion (Lascuréin et al., 2009). Garantizando la conservacion a
largo plazo de la diversidad genética, con la finalidad de facilitar el acceso para fines de
investigacion y mejoramiento genético (Priyanka et al., 2021). Como lo mencionan Morales
et al., (2022) una de las claves para llevar un adecuado proceso de fitomejoramiento es: la
identificacion de los parentales adecuados y la seleccion de caracteristicas deseables en
plantas, como resistencia a enfermedades (Tiwari et al., 2022), adaptacién a condiciones
ambientales cambiantes (Henry, 2020) y mejor rendimiento agricola (Khaki et al., 2020).

En el caso de los citricos, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
posee un banco de germoplasma que cuenta con 69 accesiones de Citrus spp (Tapia et al.,
2008). con 6 accesiones de mandarinas (Tabla 1). Teniendo en consideracion el potencial
economico de los citricos en el pais (Valarezo et al., 2014) y la importancia de los bancos de
germoplasma en cuanto al mejoramiento genético, se vuelve crucial una adecuada
caracterizacion de cada una de las accesiones, desde el punto de vista agrondémico y
molecular. Un punto crucial para la conservacion de cualquier especie es la comprension de
su estructura genética (Carreras et al., 2020).

Los citricos representan uno de los cultivos mas significativo a nivel mundial,
generando una produccion mundial anual que supera los 143.8 millones de toneladas (FAO,
2021). Entre ellos, las mandarinas se posicionan como el segundo cultivo de citricos mas
destacado globalmente, destacandose por su adaptabilidad climéatica superior en comparacion

con otros citricos cultivados.

A escala mundial, las mandarinas presentan la tasa de crecimiento mas elevada, con
un promedio anual del 5,5%. Bajo estas circunstancias, los productores de citricos enfrentan
la necesidad de nutrir los bancos de germoplasma para ayudar a la conservacion y al
mejoramiento. Ecuador cuenta con un potencial para la produccion de mandarinas, debido a
su diversidad geografica, permitiendo cosechas a lo largo de todo el afio segun las diversas
variedades disponibles (Zabala, 2021).

En el Ecuador existe escasa informacion en relacion a estudios de diversidad
genética de citricos, ademas de no ser conocida la variabilidad genética ni la estructura
poblacional de las accesiones de las mandarinas localizadas en los bancos de germoplasma.
La caracterizacion molecular es una herramienta esencial en los programas de mejoramiento
genetico. Ya que, permite un mejor uso de los recursos genéticos al proporcionar una

comprension detallada de la diversidad genética de una poblaciéon (Plaza et al., 2015). Los
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marcadores moleculares, como los que se utilizaran en este trabajo (matk, rbcL y trnH-psbA),
son ideales para estudios de diversidad genética y para la identificacion distintos cultivos
vegetales, ya que ham sido previamente validados en el género Citrus (Gori et al., 2019).

1.2. Delimitacion del problema

Esta investigacion se enfoca en la caracterizacion molecular de 6 accesiones de
mandarinas Citrus spp. del banco de germoplasma de la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue. La caracterizacion molecular con la ayuda de tres marcadores de tipo
cloroplastico, va a ayudar a caracterizar filogenéticamente a nivel molecular cada una de las

accesiones de mandarinas del banco de germoplasma del INIAP.

1.3. Formulacioén del problema

El banco de germoplasma del INIAP localizado en la estacion experimental tropical
Pichilingue cuenta con 69 accesiones de citricos de las cuales 6 corresponden a mandarinas.
Como ya se mencioné el cultivo de citricos presenta un gran potencial econémico para
nuestro pais, pero para explotar adecuadamente ese potencial y optimizar los trabajos de
mejoramiento genético es necesario comprender la estructura genética de las accesiones
localizadas en el banco de germoplasma. Un punto crucial para la conservacion de cualquier
especie es la comprension de su estructura genética.

Para una adecuada identificacién genética de cada uno de los genotipos, es necesario
utilizar métodos fiables, por lo cual el empleo de técnicas de biologia molecular proveyendo
datos mas fiables, incrementando la precision de la caracterizacion varietal, dado que los
marcadores moleculares ofrecen informacion a nivel de nucle6tidos. En el Ecuador existe
escasa informacion en relacion a estudios de diversidad genética de citricos y en especifico de
mandarinas, de tal modo no es conocida la variabilidad genética ni la estructura poblacional
de las accesiones de mandarinas localizadas en el banco de germoplasma. La implementacion
de marcadores moleculares ademas de ayudar a la organizacion de las accesiones puede
ayudar a evitar duplicados o una incorrecta clasificacion en las introducciones.

1.4. Objetivos

Objetivo general
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Caracterizar molecularmente la diversidad genetica del banco de germoplasma

de mandarina de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

Objetivos especificos
1. Determinar la variabilidad genética de las accesiones de mandarinas de
banco de germoplasma de la EETP a del uso de marcadores moleculares.
2. ldentificar duplicados y accesiones erroneas las diferentes variedades de
mandarinas identificadas en el banco de germoplasma de la EETP del
INIAP,
1.5. Justificacion
En nuestro pais se cultivan diversas variedades de mandarinas, tanto como para el
comercio local como para exportacion. Ademas, tomando en cuenta que las distintas
variedades son cultivadas bajo las méas diversas condiciones climaticas y en distintos pisos
altitudinales. Existe escasa informacién a nivel molecular, que se pueda utilizar con fines de
caracterizacion o mejoramiento genético de las variedades cultivadas en el pais. Por lo cual
este trabajo de investigacion propone la realizacién de la una caracterizacion molecular de las
distintas variedades de mandarinas del banco de germoplasma de la EETP, la caracterizacién
molecular sera llevada a cabo con cebadores previamente utilizados y reportados en la

bibliografia para el establecimiento de arboles filogenéticos en citricos.

La utilizacién de marcadores moleculares se erige como un recurso esencial para
esclarecer las variaciones genéticas presentes entre las introducciones de mandarinas en el
banco de germoplasma de citricos de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del
INIAP en Ecuador. Este enfoque también brinda herramientas cruciales para la identificacion
a nivel molecular de accesiones duplicadas dentro del banco de germoplasma del INIAP. Esta
capacidad resulta fundamental para racionalizar las labores de conservacion, permitiendo una
gestion optima de los recursos humanos y financieros disponibles en nuestro contexto local.
Adicionalmente, la comprension de la taxonomia, las relaciones filogenéticas y la diversidad

genética del género Citrus adquiere especial relevancia para proyectar trabajos de

mejoramiento genético.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



CAPITULO II: Marco teorico referencial
2.1. Antecedentes

Los bancos de germoplasma son instalaciones que resguardan la diversidad genética
de especies vegetales, actuando como repositorios vivos de la historia evolutiva y el potencial
adaptativo de las plantas (FAO, 2021). Su importancia se fundamenta en tres pilares:

Conservacion de la biodiversidad, Seguridad alimentaria y Mejora genética.

En nuestro pais se han llevado a cabo estudios de caracterizacion de diferentes
especies de importancia local en distintos bancos de germoplasma del pais: tomate de arbol
Cyphomandra betacea (Chalampuente & Prado, 2005), Capuli (Prunus ser6tina) (Monteros
et al., 2013), café robusta (Coffea caneohora) (Plaza et al., 2015), quinua (Cephonodium
quinoa) (Murillo et al., 2002), uvilla (Physalis peruviana L.) (Vaca, 2006), frejol arbustivo
(Phaseolus vulgaris L.) (Hermosa, 2010), mani (Arachis hypogaea L.) (lzurieta, 2010), aji
(Capsicum spp.) (Cervantes, 2007), maiz (Zea mays) (Cruz, 2003), pastos amazdnicos
(Benitez et al., 2017) y papa nativa (Solanum tuberosum) (Carranza et al., 2015). Los
estudios de nuestro pais se han llevado a cabo con dos enfoques, la caracterizaciéon para un
adecuado manejo de las accesiones y la caracterizacibn como base para trabajos de

mejoramiento genético (Plaza et al., 2015).

La caracterizacion molecular de bancos de germoplasma y es fundamental para la
conservacion y gestion de recursos genéticos vegetales. La aplicacion de marcadores
moleculares en este contexto permite elucidar la diversidad genética, filogeografia y
relaciones evolutivas de las especies (Wu et al., 2018). Entre los marcadores cloroplasticos
utilizados para tales fines, se encuentran: el gen rbcL, el espaciador intergénico trnH-psbA y
el gen matk.

El gen rbcL, que codifica para la subunidad grande de la enzima rubisco, ha sido
ampliamente empleado en estudios filogenéticos de plantas debido a su conservacion y
utilidad como marcador de ADN cloroplastico (Li et al., 2019). Asimismo, el espaciador
intergénico trnH-psbA ha sido destacado por su alta variabilidad y capacidad para resolver
relaciones filogenéticas a diferentes niveles taxonomicos en plantas (Taberlet et al., 1991).

Por otro lado, el gen matk, que codifica para la subunidad matk de la ADN polimerasa, ha

sido reconocido por su elevada tasa de variacion y su papel en la delimitacion de especies y
estudios de filogenia (Hilu et al., 2003).
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En conjunto, el uso de las secuencias matk, rbcL y trnH-psbA han sido reportados
para la caracterizacion molecular a nivel de especies, hibridos y variedades de diferentes
especies y géneros, como es el caso de Actinia que es un género particularmente dificil de
trabajar pero en el estudio realizado por Weihong et al., (2018), determinaron la eficiencia de
este grupo de marcadores cloroplasticos que fueron trabajados en combinacion, como él es
caso de matk + rbcL que mostré un nivel de caracterizacion a nivel intraespecifico, resultados
similares fueron reportados en los géneros Calamus (H. Yang et al., 2012), resultados
similares se observaron en cuanto la familia Actinidia (Weihong et al., 2018b), Apocynaceae
(Cabelin & Alejandro, 2016a), Camelia (Ho et al., 2023).

Del mismo modo y a nivel de subespecie tienen un alto grado discriminatorio en
subespecies de Rye (Skuza et al., 2019) y de un modo maés especifico a nivel de cultivares
como es el caso de Ficus larica L. (Castro et al., 2015). En citricos este grupo de marcadores
ya ha sido reportado en estudios a nivel de especie lo hicieron (Gori et al., 2019; Mahadani &
Ghosh, 2014; Viglietti et al., 2019), del mismo modo se ha estudiado la diversidad genética y
filogenia del género Citrus. Por ejemplo, Wu et al. (2018) emplearon en conjunto los
marcadores rbcL y matk para investigar la filogeografia de las mandarinas silvestres en
China, revelando patrones de divergencia genética y migracién histérica. Del mismo modo,
estudios como el de Li et al. (2019) utilizaron el espaciador trnH-psbA para identificar

variedades de mandarinas y evaluar su diversidad genética en diferentes regiones.

Hablando de los trabajos realizados en mandarinas, Wu et al. (2018) utilizar6n los
marcadores moleculares matk, rbcL y trnH-psbA para reconstruir la filogenia del género
Citrus. El estudio encontr6 que las mandarinas se ubican en un clado hermano del grupo de
las naranjas y de las toronjas. Por otro lado, diversos tipos de marcadores han sido utilizados
ya sea de manera independiente; SSR (Froelicher et al., 2008b), RAM’s (Martinez, 2013),
ISSR (Castaiieda et al., 2021) y de manera conjunta: morfoldgica y molecular (RFLP vy
RAPD) (Koehler-Santos et al., 2003), SSR y SRAP (Kacar et al., 2013) y del conjunto de

marcadores morfoldgicos y marcadores moleculares AFLP (E. Tapia et al., 2005).

La utilizacion del genoma cloroplastico no solo es (til para la caracterizacion molecular,
sino también para estudios mas especificos como es el caso de la identificacion de genes
asociados a la resistencia a factores tanto bidticos como abidticos, en este sentido un estudio
realizado por Liu et al. (2020) utilizé los marcadores moleculares matk, rbcL y trnH-psbA

para mapear genes de resistencia a la tristeza de los citricos en mandarinas. El estudio
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encontré que dos genes, uno ubicado en el cromosoma 1 y otro en el cromosoma 9, estaban
asociados con la resistencia a la enfermedad. Los resultados del estudio pueden ser utilizados

para desarrollar nuevas variedades de mandarinas resistentes a esta enfermedad.

2.2. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1. Los citricos y su importancia

Los citricos representan uno de los cultivos méas significativo a nivel mundial,
generando una produccion mundial anual que supera los 143.8 millones de toneladas (FAO,
2021). Entre ellos, las mandarinas se posicionan como el segundo cultivo de citricos mas
destacado globalmente, destacandose por su adaptabilidad climatica superior en comparacién
con otros citricos cultivados.

A escala mundial, las mandarinas presentan la tasa de crecimiento mas elevada, con
un promedio anual del 5,5%. Bajo estas circunstancias, los productores de citricos enfrentan
la necesidad de nutrir los bancos de germoplasma para ayudar a la conservaciéon y al
mejoramiento.

Ecuador cuenta con un potencial para la produccién de mandarinas, debido a su
diversidad geogréafica, permitiendo cosechas a lo largo de todo el afio segin las diversas
variedades disponibles (Zabala, 2021). El pais cultiva una amplia gama de mandarinas
destinadas tanto al consumo local como a la exportacion. Provincias como Manabi, Los Rios,
Bolivar, Guayas, Pichincha y Tungurahua lideran la produccién de citricos (Caicedo, 2020).
Ademas, es importante tener en cuenta que las diversas variedades se cultivan en condiciones

climaticas y altitudes variadas.

2.2.2. Variabilidad genética de los citricos

Un factor clave para la adaptabilidad de las especies frente a factores bidticos y
abioticos es la variabilidad en la diversidad genética de las poblaciones (Yonekura et al.,
2007). La diversidad se manifiesta por diferencias, a nivel de fenotipo o de genotipo, y en el
caso de las variaciones en el genotipo, estos cambios se dan a nivel de nucleétido (Sallam et
al.,, 2018). De este modo, estos cambios producen diferencias en las secuencias de
aminoacidos que pueden verse reflejados en variaciones estructurales de las proteinas

transcritas, lo que finalmente representa cambios morfoldgicos o de comportamiento que

causan diferencias en la tasa reproductiva, sobrevivencia o comportamiento individual
(Rousselle et al., 2020)
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Dentro de especies, las diferencias interpoblacionales son bastantes variables. Estas
dependen de la especie, la biologia reproductiva, la diversidad ambiental y los rasgos
especificos de los genes (Buckley et al., 2022). La diversidad en la estructura poblacional,
resulta relevante para la conservacion de los recursos genéticos, ya que determina la forma en
la cual la variacion genética es dividida entre y dentro de poblaciones (Ipinza et al., 2011). En
plantas, las caracteristicas que podrian influenciar la distribucion de la variacion genética

incluirfan:

Figura 1. Semilla poliembrionica de mandarina. De izquierda a derecha se muestra la

manera en la que una semilla poliembrionaria de mandarina se fracciona en distintos

segmentos.

En el género Citrus se clasifica de manera general con el esquema taxondémico de
Swingle (Ollitrault et al., 2020). Basandose en caracteristicas morfolégicas y componentes
quimicos de distintas estructuras morfologicas como: hojas, flores y frutos, la clasificacion de
Swingle divide al género Citrus en dos subgéneros: Citrus (10 especies) y Papeda (6
especies).

Algunas de las caracteristicas de las especies del género Citrus son la reproduccién
asexual dada por las caracteristicas de sus semillas poliembrionicas Figl. que contienen un
embrion de origen sexual y uno o varios embriones nucelares que son apomicticas
geneticamente idénticas a la planta madre (Davis y Albrigo, 1994), alta frecuencia de
mutaciones y, ademas todas las especies del género Citrus son sexualmente compatibles,
existiendo hibridacion interespecifica (Kim et al., 2020; Wang et al., 2022). Debido a estas
caracteristicas, existe una gran diversidad alélica y heterocigosidad dentro del género
(Froelicher et al., 2008a). Fenotipicamente, las mandarinas destacan como uno de los grupos
mas diversos dentro del género Citrus. La variabilidad genética constituye un elemento

fundamental en la biodiversidad, y su importancia se reconoce ampliamente en el &mbito de

las plantas cultivadas desempefiando un papel crucial en los procesos de mejora genética
(Salgotra & Chauhan, 2023).
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2.2.2. Utilizacién de los recursos de los bancos de germoplasma

La elaboracion de programas destinados al perfeccionamiento genético centrado en
una o multiples caracteristicas especificas requiere la existencia de un germoplasma
debidamente caracterizado, lo cual facilita una planificacion efectiva. No solo contribuyen a
la mejora genética, sino que los bancos de germoplasma enriquecen las investigaciones en
diversas disciplinas como la fisiologia, biologia y fitopatologia. Los resultados obtenidos en
estas areas pueden, a su vez, abrir nuevas vias de investigacion para los programas de
mejoramiento, generando un impacto significativo en los programas de mejoramiento.

El INIAP ha desarrollado acciones en favor de la conservacion ex situ de la agro-
biodiversidad desde 1978. Este instituto oficializd la investigacidn, conservacion y servicio a
la comunidad en el tema de la agro-biodiversidad, con la creacion del Departamento Nacional
de Recursos Fitogenéticos y Biotecnologia (DENAREF) en 1990 (Paredes et al., 2018), ha
conformado el Banco de Germoplasma que conserva 28 000 accesiones de 290 géneros y mas
de 500 especies de plantas cultivadas y sus parientes silvestres.

La diversidad de los recursos genéticos son un bien preciado teniendo en
consideracion la seguridad alimentaria y la capacidad productiva de un pais, debido a esto su
conservacion, se debe considerar como prioritaria y necesaria (Muluneh, 2021). En el afio
2001, se firmo el Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y
la Agricultura, en el cual se resalta la importancia de conservacion y uso de los recursos
Fitogenéticos, asi como actividades de incremento, caracterizacion, evaluacion y registro para
la produccion de alimentos con un enfoque de diversificacion, razon por la cual los bancos de
germoplasma se constituyen en el actor principal para la conservacion de estos recursos
(Sonnino, 2017)

2.2.3. Caracterizacion de recursos fitogenéticos

Una de las responsabilidades centrales asociadas a los bancos de germoplasma es
llevar a cabo una caracterizacién meticulosa de los materiales presentes. Esta tarea es esencial
para la conservacion y el uso sostenible de la biodiversidad agricola. La caracterizacion de
los recursos fitogenéticos implica la determinacion de un conjunto de caracteres a través de la

aplicacién de descriptores especificos definidos para cada especie (Hernandez, 2013)
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En el ambito del manejo de recursos fitogenéticos, el término "descriptor" hace
referencia al conjunto de parametros disefiados para definir unidades de datos (Hernandez,
2013) Este proceso riguroso permite la identificacion precisa de las caracteristicas genéticas,
morfoldgicas, fisiologicas y bioguimicas de las especies vegetales. La caracterizacion
morfoldgica, a pesar de ser una practica tradicional, es fundamental para la identificacion y
clasificacion de las variedades segun rasgos visibles como la forma, el tamafio y el color de
las plantas (Apaza, 2021).

Por otro lado, la caracterizacion bioquimica, que implica el analisis de compuestos
como proteinas y enzimas, proporciona informacion valiosa sobre los procesos metabolicos y
la composicion quimica de las plantas, lo que resulta crucial para identificar rasgos
nutricionales o farmacoldgicos (Nufiez-Colin & Escobedo-Lépez, 2014). En paralelo, la
caracterizacion fisioldgica evalla la capacidad de las plantas para sobrevivir y prosperar bajo
diversas condiciones de estrés, como la sequia o la salinidad, informacion vital para el
desarrollo de variedades resistentes y adaptadas al cambio climéatico (Mahajan & Tuteja,
2005)

En el ambito agronémico, la caracterizacion se enfoca en la evaluacion de la
productividad, calidad de la cosecha y adaptabilidad a diferentes sistemas de cultivo, datos
fundamentales para los programas de mejoramiento genético que buscan desarrollar cultivos
con rendimientos superiores y mayor calidad (Moose & Mumm, 2008). Ademas, la
citogenética proporciona informacion sobre la estructura y funcion de los cromosomas,
crucial para comprender la herencia genética y posibles alteraciones cromosomicas que

pueden afectar el desarrollo de las plantas (Sarvamangala et al., 2011).

La caracterizacion morfoldgica, aunque util, puede ser influenciada por factores
ambientales, lo que resalta la necesidad de complementarla con métodos més estables como
los marcadores moleculares (Poczai et al., 2013) Estos tltimos, que incluyen técnicas como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el analisis de Polimorfismos de Nucle6tido
Simple (SNPs), proporcionan una vision detallada de la diversidad genética y permiten la

identificacion de caracteristicas genéticas especificas relacionadas con la resistencia a

enfermedades o la adaptabilidad a condiciones ambientales adversas (Jarma-Orozco et al.,
2023)
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La integracion de todas estas técnicas ofrece una comprension completa de los
recursos fitogenéticos, esencial para su conservacion y uso sostenible. La informacion
obtenida a través de la caracterizacion es una herramienta invaluable para cientificos y
mejoradores, que trabajan incansablemente para garantizar la seguridad alimentaria y el

desarrollo de cultivos resilientes ante los desafios actuales y futuros.

2.2.4. Caracterizacion con marcadores moleculares

En el siglo XIX 'y principios del XX, los primeros marcadores empleados por los seres
humanos se fundamentaban en rasgos fenotipicos hereditarios, regulados por genes. En esa
época, estos marcadores se concebian como entidades abstractas que influian en la
transmision de caracteristicas hereditarias de padres a descendientes (Patwarhan et al., 2014).
A partir de estudios basados en la disposicion nucleotidica, nace un nuevo tipo de
marcadores, facilmente detectables, no influenciados por el ambiente y que se encuentran a lo
largo de un genoma. Surgen asi, los marcadores moleculares, definidos simplemente como
sitios de algun tipo de variacién neutral del ADN (Adhikari et al., 2017).

En la actualidad, existen muchos tipos de marcadores, que son producidos por una
amplia variedad de técnicas y usados en proyectos de diversidad, mapeo genémico y
seleccidn asistida por marcadores. La mayoria de los codigos de barras de ADN vegetal se
encuentran en el genoma del cloroplasto, ya sea dentro de secuencias codificantes como
rbcLa y matk o en regiones intergénicas trnH-psbA, aunque algunos loci nucleares también se
han utilizado como cddigos de barras de ADN vegetal (Dong et al., 2012).

2.2.4.1. Marcadores moleculares basados en el genoma cloropléastico

El genoma cloroplastico es una secuencia de ADN circular bicatenario, con un
tamafo de entre 120 y 180 kb, que codifican principalmente enzimas implicadas en la
fotosintesis. Tiene una estructura cuatripartita integrada por la region LSC (Large Single
Copy), la region SSC (Small Single Copy), las regiones IR (Inverted Repeats) y la region IGS
(Intergenic Spacer) (Turudi¢ et al., 2021). La region LSC, la mas extensa, alberga genes
fundamentales para la fotosintesis y otras funciones vitales del cloroplasto, incluidos genes
como rbcL, psbA, matk y atpA. Por otro lado, la region SSC contiene genes relacionados con
la expresion génica y la traduccidn, como rpoA, rpsl6 e infA (Dobrogojski et al., 2020). Las
regiones IR, presentes en dos copias idénticas e invertidas, contribuyen a la estabilidad del

genoma plastidial y facilitan la recombinacion homdéloga. Mientras tanto, la region IGS,
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situada entre las regiones LSC y SSC, contiene genes implicados en la regulacion de la

expresion génica y la respuesta al estrés (Jost & Wanke, 2024).

Estas secuencias son especificas para el ADN del cloroplasto y, por tanto, se usan
como marcadores que permite identificar diferencias genéticas entre accesiones de
mandarinas a un nivel mas preciso que los marcadores nucleares (Yang et al., 2021). EI ADN
del cloroplasto tiene una tasa de evolucion mas rapida que el ADN nuclear (C. Li et al., 2020;
Sun et al., 2020), lo que significa que los marcadores moleculares cloroplasticos son mas
sensibles para detectar diferencias genéticas entre accesiones de mandarinas (Orduz et al.,
2010)

Los marcadores moleculares cloroplésticos se heredan tnicamente de la madre, lo que
permite realizar estudios de linaje materno y comprender mejor la historia evolutiva de las
mandarinas (Yang et al., 2021). En conjunto, los marcadores moleculares cloroplasticos matk,
rbcL y trnH-psbA son herramientas poderosas para la caracterizacion de germoplasma de
mandarinas. La informacion generada por estos marcadores puede ser utilizada para la
conservacion del germoplasma, el desarrollo de nuevas variedades de mandarinas y la mejora

de la competitividad del sector citricola (Cabelin & Alejandro, 2016a).

2.2.4.2. Regién Matk

El gen matK, también conocido como “Maturase K” o orfK, desempefia un papel
fundamental en la investigacion filogenética y la exploracion de la diversidad genética en
plantas. Este gen se encuentra en el genoma cloroplastico y reside en la region de copia Unica
grande (LSC) (Udensi et al., 2017). Codifica una proteina esencial para la maduracion del
cloroplasto y la biosintesis de clorofila. Ademéas de su funcion en la maduracién del
cloroplasto, el gen matK codifica la enzima Maturase, que contribuye a la conformacion y
maduracion de un ARN de transferencia especifico en los cloroplastos (Diaz & Quilachamin,
2023). La posicion del gen matK es especialmente interesante: se encuentra entre los exones
5’ y 3’ de trnK (tRNA-lisina) dentro de un intron del Grupo 1l. La funcion principal del gen
matK es codificar una proteina que facilita el empalme in vivo de intrones. Esto es esencial
para la expresion génica adecuada en los cloroplastos (Callano, 2022). Su denominacion

como “Maturase K” refleja su papel como Maturasa de intrones en los cloroplastos. La

longitud del gen matK varia segin la especie, pero generalmente abarca alrededor de 1,550
pb (Aristya et al., 2020).
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La region 3’ del gen es relativamente conservada, mientras que la region 5° es menos
conservada. Esta variabilidad permite utilizar dos conjuntos de caracteres en diferentes
niveles taxonémicos. Es util para investigaciones en filogenia ya que, a pesar de la
divergencia evolutiva considerable entre grupos de plantas, el gen matK proporciona
informacion filogenética robusta y confiable (Aristya et al., 2020). Su alta tasa de sustitucion
nucleotidica en ciertas secciones lo convierte en un marcador valioso para inferir relaciones
filogenéticas (Diaz & Quilachamin, 2023). Ademas, la secuencia de este gen es facilmente
amplificable mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que
simplifica su uso en estudios de diversidad genética en grandes conjuntos de muestras
vegetales (Cabelin & Alejandro, 2016b).

2.2.4.3. Region rbcL

El gen rbcL, también conocido como el gen de la subunidad grande de la enzima
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), desempefia un papel crucial en la
biologia de las plantas. Este gen se encuentra en el genoma cloroplastico de las células
vegetales y codifica la subunidad grande de RuBisCO (Yao et al., 2019). RuBisCO es una
enzima esencial en el proceso de fijacion de carbono durante la fotosintesis en plantas, algas
y cianobacterias. Su funcion principal es catalizar la unién de didxido de carbono (CO:) a
ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) para formar compuestos organicos, una reaccion esencial para
la fijacidn de carbono y la produccién de azucares en las plantas (Sen et al., 2011).

Aunque el tamafio exacto del gen rbcL puede variar entre diferentes especies,
generalmente se encuentra en el rango de los 1500 pares de bases, codificando una proteina
de aproximadamente 475 aminoécidos (Lin et al., 2013). Su secuencia es facilmente
amplificable mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que
simplifica su uso en estudios de diversidad genética en grandes conjuntos de muestras
vegetales (Bowman et al., 2013).

Debido a su alta conservacion y su importancia funcional, el gen rbcL es util como un
marcador molecular en estudios filogenéticos para entender las relaciones evolutivas entre
diferentes especies de plantas (Zhao et al., 2017). La secuencia del rbcL se utiliza para inferir
relaciones filogenéticas entre diferentes taxones vegetales y para investigar patrones de
evolucion y divergencia en grupos de plantas. Ademas, la disponibilidad de secuencias de
rbcL en bases de datos genéticas publicas facilita su uso en comparaciones a gran escala y en

andlisis de biogeografia y conservacion. Sin embargo, su capacidad para distinguir entre
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especies estrechamente relacionadas puede ser limitada debido a su alta conservacion
(Benson et al., 2006). Por lo tanto, a menudo se utiliza en combinacion con otros marcadores
moleculares para obtener una imagen méas completa de la diversidad genética y la estructura
filogenética (Dong et al., 2012).

2.2.4.4. Region trnH-psbA

El marcador molecular trnH-psbA es una region del genoma cloroplastico
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y diversidad genética en plantas. Esta region
consiste en la secuencia del gen trnH (ARN de transferencia de histidina) y el gen psbA
(subunidad A del fotosistema Il), que estan separados por un corto intergénico (Abdullah et
al., 2020). El marcador trnH-psbA ha demostrado ser valioso debido a su variabilidad, lo que

permite la diferenciacion entre diferentes especies vegetales (Ya-Na et al., 2023).

El tamafio del marcador trnH-psbA puede variar entre diferentes especies, pero
tipicamente abarca alrededor de 268 a 614 pb (Loera-Sanchez et al., 2020). Esta longitud
moderada facilita su amplificacibn mediante la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y su secuenciacion posterior (Pang et al., 2012). En términos de
composicién nucleotidica, el marcador trnH-psbA puede presentar regiones altamente
conservadas Yy regiones variables, lo que proporciona informacion Gtil para la reconstruccion

de relaciones filogenéticas entre diferentes taxones vegetales (Loera-Sanchez et al., 2020).

La funcién principal del marcador trnH-psbA no esta relacionada con la codificacién
de proteinas, sino que se utiliza principalmente para la identificacién de especies en estudios
de biodiversidad. Debido a su alta variabilidad inter-especifica y baja variabilidad intra-
especifica, el marcador trnH-psbA es ideal para la identificacién de especies (Whitlock et al.,
2010).

El gen trnH codifica para un ARN de transferencia que participa en la traduccion del
cddigo genético del ARN mensajero a proteinas en el ribosoma, mientras que el gen psbA
codifica para la subunidad A del fotosistema I1, que desempefia un papel crucial en la captura
de energia luminosa durante la fotosintesis (Abdullah et al., 2020). Por lo tanto, el marcador
trnH-psbA no solo proporciona informacién sobre la diversidad genética de las plantas, sino

que también puede ayudar a comprender aspectos funcionales del cloroplasto y la

fotosintesis.
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2.2.5. Secuenciamiento Sanger

El secuenciamiento Sanger, también conocido como secuenciacion de terminacion de
cadena, revoluciond el campo de la genética molecular al permitir la determinacion precisa de
la secuencia de nucleotidos en el ADN (Valencia et al., 2013). Desarrollado por Frederick
Sanger y su equipo, este método se basa en la sintesis de una cadena complementaria de
ADN marcada, deteniendo su elongacion de manera controlada mediante la incorporacion de
nucleodtidos marcados con dideoxinucledtidos (ddNTPs), los cuales carecen del grupo 3'-OH.
Para finalmente, visualizar las bandas de fragmentos bajo luz ultravioleta, los fragmentos de
ADN se separan segun su tamafio utilizando electroforesis en gel. La longitud de los
fragmentos de ADN se determina segun su posicion en el gel. La lectura de las bandas de

fluorescencia permite reconstruir la secuencia de nucleétidos original de la cadena de ADN.

CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

La siguiente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la
Estacion Experimental Litoral Sur (EELS, Guayas) y en el banco de germoplasma de la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP, Pichincha) del INIAP.

3.1 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN CLOROPLASTICO DE
MANDARINA.

3.1.1. Material vegetal

Se evaluaron seis genotipos de Citrus spp. pertenecientes a la coleccion del banco de
germoplasma del Iniap (Tab. 1). Las accesiones fueron seleccionadas debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas del fruto como (°Brix, &cidos titulables, tamafio y peso del

fruto) que son idoneas para trabajos de mejoramiento.

Tabla 1. Accesiones de mandarinas utilizadas en este trabajo

N° Cédigo ECU* Nombre comun Especie

1 11274 Mandarina King Citrus nobilis

2 11275 Mandarina Cleopatra Citrus reshni Hort. ex Tanaka
3 18383 Mandarina Wilkin Citrus reticulata

4 18384 Mandarina Chonera Citrus reticulata

5 18385 Mandarina Criolla Citrus reticulata

4 El cédigo ECU es un cédigo otorgado por el DENAREF (Departamento Nacional de Recursos Fitogeneticos)
que esta conformado por tres siglas que representan el pais de origen de la accesion en el banco de germoplasma
y de cinco nimeros que representan el orden de ingreso de la accesion en el banco de germoplasma.

e _




6 | 18399 | Mandarina Tangor temple Citrus paradisi x Citrus reticulata

3.1.2. Extraccion de ADN cloroplastidico y PCR

Para la extraccion de ADN, se realiz0 la colecta de material vegetal, de cada accesion
seleccionada para este trabajo se tomo 6 ramas de manera aleatoria de los 4 puntos cardinales,
las ramas con brotes de hojas de 2 semanas de edad. Después de etiquetarlos, se transportaron
las ramas hacia el laboratorio de Biotecnologia de la EELS en cisteina para preservar la
integridad de las muestras.

Para iniciar con el proceso de extraccion de ADN se tomaron dos hojas de cada una
de las muestras, el tejido vegetal fue pulverizado y homogeneizado con la ayuda de nitrégeno
liquido en morteros previamente refrigerados (Rogers & Bendich, 1989). El nitrogeno es
utilizado para evitar la degradacién del ADN y la produccion de otros metabolitos que
pudieran interferir con las pruebas moleculares. Se sigui6 el protocolo de (Pineda-Rodriguez
et al., 2023) para llevar a cabo el proceso de extraccién de ADN, que optimiza la utilizacion
del kit de extraccion Invitrogen™ PureLink™ Total Plant DNA Purification Kit (Anexo 1).
Obtenido el ADN total, se almacen6 en micro tubos de 1.5 ml tipo Eppendorf. a -20 °C hasta

el momento de su utilizacion.

Para la evaluacion de la calidad y cantidad de ADN después de la extraccién, se
realizd un gel de agarosa al 1,5% vy se le agrego fluorocromo Sybr Safe a una concentracion
final de 0,005 uL/ml corridos en tampén TAE 1X a 100 Voltios durante 30 minutos en una
camara de electroforesis Labnet a la cual se le agrego TAE 1X como tampon de carga. A
continuacion, en cada pocillo se colocd una mezcla de 2 pL de tamp6n de carga Blue Juice y
4 uL de ADN (Diaz & Quilachamin, 2023). La concentracion de ADN total en cada una de

las muestras se determiné con la ayuda del equipo nanodrop.

Las PCR se realizaron con un termociclador (TECHNE TC-412) en un volumen de
reaccion 26 ul que contenia 20 uL de Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity, 4 uL de
ADN total y 1 uL de cada cebador a una concentracion de 200 nM. Las condiciones de la
PCR fueron: temperatura inicial de desnaturalizacion de 94°C durante 2 min, luego 35 ciclos
a 94°C durante 1 minuto de seguidos de 30 segundos a una temperatura 55 °C para permitir el
annealing y un ciclo de extension a 72°C durante 30 segundos y una extension final a 72°C

durante 3 minutos (Chandrasekara et al., 2021). En cada grupo de muestras para
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amplificacion se incluyd un control negativo que contenia la mezcla de reactivos y se
reemplazd el ADN por agua bidestilada estéril para detectar posible contaminacién en la

master mix. Se usaron tres genes como Marcadores moleculares (Tab. 2)

Para la evaluacion de la calidad y tamafio de los fragmentos obtenidos mediante PCR
se realizaron geles de agarosa al 1,5% y se le agrego fluorocromo Sybr Safe a una
concentracion final de 0,005 uL/ml corridos en tampon TAE 1X a 100 Voltios durante 30
minutos en una cdmara de electroforesis Labnet a la cual se le agrego TAE- 1X como tampon
de carga. A continuacion, en cada posillo se coloc6 una mezcla de 2 pL. de tampon de carga

Blue Juice y 4 uL de producto de PCR.

Tabla 2. Genes y secuencia de los primers usados para la caracterizacion molecular de mandarina.

PRIMERS
Nombre del Gen Secuencias referencia
Forward | CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
trnH-PsbA Reverse | GTTATGCATGAACGTAATGCTC (2heo, etal 2018)
matk Forward | CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG (‘]ear!son_’ Labat &
Reverse | ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Little, 2011)
rbel. Forward | ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC (Uchoi et al., 2016)
Reverse | GCAGCAGCTAGTTCCGGGCTCCA

Los productos de amplificacion fueron purificados con el kit de purificacién

PureLink™ PCR Purification Kit siguiendo el protocolo mostrado en el Anexo 2.

3.2. SECUENCIAMIENTO SANGER Y ANALISIS DE SECUENCIAS

La secuenciacion a partir de los productos PCR fueron enviados al laboratorio de
investigaciones de la UDLA (Universidad de Las Ameéricas), las secuencias consenso a partir

de los productos de PCR fueron obtenidas mediante secuenciamiento Sanger.

Los datos de secuencia de cpDNA se concatenaron y alinearon con la ayuda del
programa MEGA 11, para la alineacion de las secuencias se utilizo el algoritmo ClustalX
(Thompson et al., 1997) con ajustes manuales segun fuera necesario. Ademas, se empled el
programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021), para estimar el contenido de GC y la matriz
sustitucion de nucle6tidos. Para el analisis de las secuencias cloroplasticas se utilizara el
método estadistico de Maximum likehood, este es un método de buasqueda de arboles
filogenéticos, este método busca el arbol maxiverosimil, es decir el arbol cuya disposicion
maximice la probabilidad de obtener el arbol mas probable con esas secuencias de

nucleétidos (Parra & Suarez, 2017). con el modelo evolutivo de Kimura 2-parameter
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(Machado et al., 2022). Se realiz6 una busqueda heuristica, intercambio de ramas por
reconexion de biseccion de arboles (TBR) y adicién aleatoria por pasos con 1000
repeticiones. La robustez topoldgica se evalué mediante analisis bootstrap con 2000 réplicas

utilizando una simple adicion de taxones.

CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS DEL ADN CLOROPLASTICO

La eficiencia en el proceso de extraccién de ADN de tejidos vegetales depende de una
serie de factores como: eficiencia del kit, estado del tejido y método me preparacion de la
muestra como lo menciona (Alejos et al., 2014). En este caso fue utilizado nitrogeno liquido
para efectuar una ruptura mecanica eficiente de la pared celular, teniendo en consideracién
que el tejido utilizado fue brotes de hojas (Rogers & Bendich, 1989). Ademas, como se
observa en la tabla 3 los niveles de absorbancia A260/A280 y A260/A230 se encuentran en
los limites de absorbancia para considerar al ADN de buena calidad y las cantidades de ADN
son las adecuadas para tomarlo como punto de partida para llevar a cabo la amplificacion de
fragmentos mediante PCR (Desjardins & Conklin, 2010).

Mandarina Wilkin
Mandarina criolla
mandarina king
Mandarina Tangor
Mandarina Chonera
Mandarina cleopatra

Ladder 1kb

Figura 2. Gel de electroforesis después del proceso de extraccion de ADN total, se observa la calidad

del ADN después del proceso de extraccion.
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El método utilizado para la extraccion de ADN fue el provisto por el Invitrogen™
PureLink™ Total Plant DNA Purification Kit, permitiendo un volumen final de 200 uL.
Ademas, no solo permite un mayor volumen de ADN total al final del proceso, sino que
como se observa en la Fig2. En la fotografia de la electroforesis en gel, existen bandas
definidas lo que a su vez representa la calidad del ADN extraido como se puede observar en
la tabla 2. La cantidad de ADN obtenida en el proceso de extraccidn se encuentra entre los 17
y los 31 ng/uL vy la calidad del ADN segun los limites de absorbancia en 260/280 y 260/230
se encuentran dentro de los rangos permitidos para poder decir que se ha obtenido un ADN
de buena calidad después del proceso de extraccion. Para la amplificacion por PCR de las
secuencias trnH-PsbA, matk y rbcL, las condiciones utilizadas para los primers fueron las
mencionadas por (Gori et al., 2019), debido a esto la amplificacion demuestra una adecuada
amplificacion para cada una de las accesiones del banco de germoplasma. La Fig. 2 muestra
los pesos moleculares de los 3 marcadores: el marcador utilizado para la el gen trnH-PsbA
mostro un peso cercano a los 500 Pb, para el gen rbcL se observo un peso cercano a los 750
pb y finalmente el gen matk tiene un peso cerca de 1000 Pb, estos valores concuerdan a lo
reportado en la bibliografia (Maloukh et al., 2017; Wong et al., 2013)

El uso de marcadores moleculares para caracterizar individuos es importante en
este caso se utiliz6 marcadores del genoma cloroplastico, para caracterizar el banco de
germoplasma de la EETP. Se han evaluado varios marcadores, incluidos matk, rbcL y trnH-
psbA, para determinar su eficacia y utilidad en este contexto. Un estudio utilizando los
marcadores matk, rbcL y trnH-psbA demostré que, tanto matk como rbcL mostraron una
mayor tasa de éxito en la amplificacion por PCR en comparacion con trnH-psbA. Ademas,
los autores observaron que la tasa de éxito de la secuenciacion de los marcadores fue alta para

rbcL y trnH-psbA, lo que sugiere su aplicabilidad (Cabelin & Alejandro, 2016b)

Tabla 3. Determinacién de concentracion y calidad de ADN extraido (el rango minimo de absorbancia a
A260/A280 es de 1.8-2 y el rango rango minimo de absorbancia a A260/A230es de 2.0 a 2.2

Nombre de muestra Concentracion - \,6 /4280 A260/A230
(ng/ul)
ECU18383/Mandarina Wilkin 27,621 1.84 1.99
ECU18385/Mandarina criolla 28,732 2.03 2.02
ECU11274/Mandarina King 16,835 1.95 1.98
ECU18399/Mandarina Tangor 17,188 1.81 2.1
ECU18384/Mandarina chonera 31,247 2.30 2.17
ECU11274/Mandarina cleopatra 23,440 1.84 2.12
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Sin embargo, a pesar de la eficiencia en la amplificacion, la capacidad
discriminativa de cada marcador usado de manera independiente varia. Un estudio realizado
por Yan et al. (2008) encontré que matk demostré una mayor variabilidad interespecifica en
comparacion con trnH-psbA. Por otro lado, trnH-psbA se destaco por su alta variabilidad
intraespecifica y su capacidad para discriminar entre una amplia gama de especies de plantas
(Yangetal., 2012)

matk Mandarina chonera
rcbL Mandarina Wilkin
rcbL Mandarina criolla
rcbl Mandarina King
rcbl Mandarina tangor
rbel Mandarina chonera
rbcl Mandarina cleopatra

Ladder 100 Pb

|PsbzrtrnH Mandarina Wilkin
IPsbzrtrnH Mandarina criolla
IPsbatrnH Mandarina King
IPsbzrtrnH Mandarina tangor
IPsbatrnH Mandarina chonera
IPsbzrtrnH Mandarina cleopatra
Imatk Mandarina criolla

|rnatk Mandarina King

|matk Mandarina tangor

|matk Mandarina cleopatra

rmatk Mandarina Wilkin

1000 pb
750 pb

500 pb

Figura 3. Productos de PCR para los marcadores trnH-PsbA, matk y rbcL, de izquierda a derecha.

Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar tanto la eficiencia de
amplificacion como la capacidad discriminativa al seleccionar marcadores moleculares para

la caracterizacion del germoplasma vegetal.

4.2 ANALISIS DE SECUENCIAS DE GENES

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion molecular
del banco de germoplasma de mandarinas, utilizando tres marcadores moleculares de tipo
cloroplastico: matK, rbcL y trnH-psbA. Estos marcadores se seleccionaron debido a su alta

variabilidad y utilidad en estudios filogenéticos y de diversidad genética en especies
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vegetales. Se analizaron un total de seis accesiones de mandarinas, representativas de la
diversidad genética presente en el banco de germoplasma, con el objetivo de comprender la
estructura genética y las relaciones filogenéticas entre las diferentes variedades de
mandarinas presentes en Ecuador.

La Fig. 4 muestra el resultado del analisis molecular realizado en seis accesiones de
mandarinas Citrus spp. del banco de germoplasma y tres genes especificos, trnH-psbA, matk
y rbcL. La comparacién se basa en la construccion de un dendrograma a partir de las
secuencias concatenadas de los tres genes mencionados. Ademas, la Fig. 4 permite relaciones
inferiores entre filogenéticas entre las muestras. Para este ejemplo, 3 grupos son mas seguros
que representan individuos con caracteristicas genéticas similares, por la misma razén, una
relacion filogenética mas estrecha. Por otro lado, el mismo anélisis también identifica la
accesion ECU11275 como Unica que se destaca por su perfil genético en comparacion con el
resto de la poblacion analizada.

Se obtuvieron seis secuencias correspondientes a los genes concatenados trnH-
psbA+matk+rbcL adicionalmente se agregaron 4 secuencias del genoma cloroplastico
obtenidas de GenBank de las especies: C. tangerina, C. paradisi, C. aurantium y C.
aurantifolia, para obtener el arbol filogenético correspondiente se implementd el método
Maximum likehood para comprender la diversidad entre las diferentes accesiones del banco

de germoplasma y su diversa relacion entre ellos como se observa en la fig4.
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ECU11275 Citrus reshni cultivar: Cleopatra
ECU11274 Citrus nobilis cultivar: King

—— ECU18385 Citrus reticulata cultivar: Criolla

7 o OMNB72196.1 Citrus tangerina chloroplast, complete genome

ECU18384 Citrus reticulata cultivar: Chonera
8D
— ECU18383 Citrus reticulta cultivar: Wilkin
s
ECU18399 Citrus paradisi x Citrus reticulata cultivar: Tangor temple
- OM065554.1 Citrus x paradisi chloroplast, complete genome
&5 OK513184.1 Citrus aurantium cultivar Daidai chloroplast, complete genome

. K.JB65401 1 Citrus aurantiifolia chloroplast, complete genome.

Figura 4. Arbol filogenético consenso de las secuencias concatenadas matk, rbcL y trnH-
psbA de seis accesiones de Citrus spp. Del Banco de germoplasma del INIAP y cuatro

accesiones de referencia del GenBank. Método ML.

Como se observa en el arbol filogenético (Fig. 5) el uso de las regiones
concatenadas matk, rbcL y trnH-psbA permitié una discriminacién a nivel de especie, y en
este caso permitié la correcta identificacion de accesiones. En el caso de la mandarina
Chonera (ECU18384) en el banco de germoplasma se encuentra identificada como cultivar de
la especie C. reticulata, sin embargo en el andlisis filogenético de las secuencias
concatenadas, esta accesion aparece en el mismo clado que C. tangerina cultivar Dancy,
como lo menciona (Singh et al., 2019) en relacién al riesgo de duplicados en las accesiones e
identificaciones erroneas, en este caso existe una mala identificacion del cultivar Chonera,
esto es debido a que es un cultivar de origen local establecido en el litoral ecuatoriano, pero
del cual no se tienen registros de caracterizacion morfoagronomica y mucho menos de una

caracterizacion molecular que puedan otorgar datos fiables de su origen.
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Aunque el uso de las secuencias matk, rbcL y tnrH-psbA han sido reportados para
la caracterizacion molecular a nivel de especies, hibridos y variedades de diferentes especies
y géneros, como es el caso de Actinia que es un género particularmente dificil de trabajar
pero en el estudio realizado por Weihong et al., (2018), determinaron la eficiencia de este
grupo de marcadores cloroplasticos que fueron trabajados en combinacion, como €l es caso
de matk+rbcL que mostrd un nivel de caracterizacién a nivel intraespecifico, resultados
similares fueron reportados en los géneros Calamus (Yang et al., 2012), resultados similares
se observaron en cuanto la familia Actinidia (Weihong et al., 2018b), Apocynaceae (Cabelin
& Alejandro, 2016a), Camelia (Ho et al., 2023). Del mismo modo y a nivel de subespecie
tienen un alto grado discriminatorio en subespecies de Rye (Skuza et al., 2019) y de un modo
mas especifico a nivel de cultivares como es el caso de Ficus larica L. (Castro et al., 2015).
En citricos este grupo de marcadores ya ha sido reportado en estudios a nivel de especie lo
hicieron (Gori et al., 2019; Mahadani & Ghosh, 2014; Viglietti et al., 2019).

A pesar de que la mayoria de los trabajos para la caracterizacion de bancos de
germoplasma en nuestro pais han sido realizados con la implementacion de marcadores de
tipo SSR, aungue ha sido reportado la utilizacion de marcadores SSR en citricos (Luro et al.,
2023; Martinez et al., 2024; Munankarmi et al., 2023) pudiendo ser caracterizados a nivel de
cultivares de Citrus spp (Garcia — Lor, 2013) pero a pesar de eso presentan algunas
desventajas como lo son: el tiempo y los altos costos asociados con el proceso de disefio de
cada marcador y su estandarizacién y aunque este tipo de marcadores es susceptible a
mutaciones su nivel de respuesta no igual en todas las especies por lo que limita su uso al
trabajar con diferentes especies. Por otro lado, los marcadores del genoma cloroplastico, tiene
diversas ventajas al momento de realizar estudios de analisis filogenético. En primer lugar,
tienen un alto nimero de copias y un tamafio de secuenciacion completa relativamente
pequefio, lo que lo hace adecuado para analizar las relaciones evolutivas en plantas (McNeal
et al., 2006). Debido a su baja tasa de reemplazo y secuencia de ADN uniparental (Shaw et
al., 2005; Chen y Liu, 2008). En segundo lugar, los cloroplastos tienen una estructura con 100
a 130 genes, altamente conservados, lo que hace que estos genomas sean mas propicios para
la comparacion y el analisis de la evolucion y el parentesco entre especies (Wicke et al.,
2011).

Al identificar grupos genéticamente distintos (Fig. 5), se puede guiar la seleccion de
muestras para programas de conservacion ex situ (Rajpurohit & Jhang, 2015) o para
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programas de fitomejoramiento genética (Quiroz-Chavez et al., 2012), asegurando asi la

preservacion y el uso eficiente de la diversidad genética.

Tabla 4. Matriz de sustitucion de nucledtidos generada a partir de las secuencias utilizadas °

A T C G

A - 792 378 12.98
T 6.48 - 6.89 3.92
C 6.48 14.44 - 3.92

G 2148 792 3.78 -

La matriz de sustitucion de nucleétidos muestra las tasas de sustitucion entre pares de
nucleoétidos en secuencias del género Citrus. Los valores méas altos indican una mayor
probabilidad de sustitucion entre esos nucleodtidos especificos. Por ejemplo, la tasa mas alta
observada es entre G y A con 21.48, lo que sugiere que estas transiciones son mas comunes
en las secuencias analizadas. Las tasas mas bajas son entre Cy G y G y C, ambas con 3.78,

indicando que estas transversiones son menos probables.

En términos de diversidad genética, una alta tasa de sustitucién puede introducir
nuevas mutaciones y aumentar la diversidad genética, lo cual es crucial para la adaptacién y
supervivencia de una poblacion frente a cambios ambientales y enfermedades. Sin embargo,
en términos de estabilidad genética, un equilibrio adecuado en las tasas de sustitucion es
necesario (Parkinson et al., 2005). Tasas de sustitucion demasiado altas pueden generar
mutaciones perjudiciales o inestabilidad, mientras que tasas muy bajas pueden llevar a la
pérdida de alelos importantes y aumentar el riesgo de endogamia y por lo tanto disminuir la
variabilidad genética en la poblacion (Hazarika et al., 2014).

5 Cada entrada muestra la probabilidad de sustitucion de una base (fila) a otra base
(columna). Las tasas de diferentes sustituciones transicionales se muestran en negrita y las de
las sustituciones transversionales se muestran en cursiva. Las frecuencias de nucledtidos son
29.33% (A), 35.84% (T/U), 17.11% (C) y 17.72% (G). Este andlisis involucré 10 secuencias
de nucledtidos. Hubo un total de 1630 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis

evolutivos se realizaron en MEGAT1.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1- A partir de las muestras recolectadas de las accesiones del banco de germoplasma
se establecid una coleccion de ADN de las 6 accesiones almacenadas a -20°C. Con
el andlisis de calidad y cantidad de ADN con ayuda del Nanodrop se demostro la
fiabilidad del kit utilizado. El analisis demostrd la variabilidad entre las accesiones
de mandarinas del banco de germoplasma, para la determinacion se utiliz6 como
outgroup 4 especies del género Citrus: C. tangerina, C. paradisi, C. aurantium y C.
aurantifolia, permitiendo asi una mayor discriminacién de las accesiones de
mandarinas en el banco de germoplasma de la EETP.

2- El anélisis de las accesiones demostro que una de las accesiones se encontraba en el
banco identificada de manera erronea (ECU18384 cultivar: Chonera). De las
variedades de origen local como la cultivada en los cantones Patate y Caluma,
siendo ambas de interés econémico, no se tiene accesiones en el banco de
germoplasma de la EETP. El arbol filogenetico agrupa a C. tangerina y C.
reticulata en el mismo clado, y agrupa a las limas dulces y pomelos en otro grupo,
mostrando a los Tangores Citrus paradisi x Citrus reticulata con un mayor grado de
cercania a los Pomelos C. paradisi siendo esto acorde al origen de los Tangores al
ser un hibrido.

3- Finalmente, se observa en el arbol, las especies del género Citrus tienen un alto
grado de hibridacién algo que se relaciona con la relativamente baja tasa de
sustitucion de nucleotidos, como es el caso de las mandarinas Tangor que son un
hibrido entre y mandarina C. reticulata y pomelo C. paradisi. Ademas, el arbol
demostro que a pesar de las muestras provienen de colecciones de trabajo, se
conserva cierto grado de variacion que es un factor importante para el

mantenimiento de la especie como tal.
5.2 RECOMENDACIONES

1. A partir del trabajo realizado y la utilidad de los marcadores concatenados utilizados
se puede ampliar y trabajar con la totalidad de las accesiones del banco de
germoplasma de citricos. El banco de germoplasma de citricos de la EETP cuenta con

un total de 69 accesiones de citricos este trabajo sirve como un punto de partida
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emprender un trabajo de caracterizacion de todas las accesiones en el banco, para
identificar duplicados o identificaciones erroneas en cada una de las accesiones, como
ya se did el caso de la mandarina chonera, la cual se encontraba identificada de
manera erronea en el banco.

2. Se recomienda renovar el banco de germoplasma tomando en cuenta las variedades
locales, con el fin de preservacion y su posterior caracterizacion, asi como de
variedades comerciales comunes en otros paises, esto para nutrir la diversidad
genetica del banco y pensando en futuros trabajos de mejoramiento genético. Ademas,
de la caracterizacion de todo el banco, teniendo en consideracidn que las especies del

género Citrus tienen la capacidad de hibridarse para dar origen a nuevos hibridos de

interés comercial.
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ANEXQOS

ANEXO 1. Experienced Users Procedure Invitrogen™ PureLink™

Introduction This quick reference sheet is included for experienced users of the PureLink® Plant Total DNA

Purification Kit. If you are a first time user, refer to the details included in this manual.
Step Action

Preparing 1. For hard plant tissue, freeze the tissue in liquid nitrogen and grind the tissue to a powder.
Plant For soft, non-fibrous plant tissue, cut the tissue into small pieces. For lyophilized samples,
Lysate proceed to Step 2.

2. Add 250 pL Resuspension Buffer (R2) to 100 mg plant tissue. Prepare lysate by homogenizing
the soft tissue with a homogenizer/tissue grinder or vortexing the ground tissue/lyophilized
sample until the sample is completely resuspended.

3. Add 15 pL 20% SDS and 15 pL RNase A (20 mg/mL) to lysate.

4. Incubate the lysate at 55°C for 15 minutes to complete lysis.

5. Centrifuge the lysate at high speed for 5 minutes to remove insoluble materials.

6. Transfer supernatant to a sterile microcentrifuge tube and add 100 pL Precipitation Buffer
(N2) supplied with the kit to the clear lysate. Mix well and incubate on ice for 5 minutes.

7. Centrifuge at maximum speed in a microcentrifuge for 5 minutes at room temperature
to produce a clear lysate.

8. Transfer 250 uL clear lysate to a new, sterile microcentrifuge tube and add 375 pL Binding
Buffer (B4) with ethanol (page 12) to the lysate. Mix well.

9. Proceed to Purification Procedure (step 1, page 5).

Step Action
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Purification The purification procedure is designed for use with a microcentrifuge capable of centrifuging
Procedure >10,000 x g.

1. Addsample from Step 8, page 4 to a PureLink® Spin Cartridge in a collection tube.

2. Centrifuge the cartridge at 10,000 x g for 30 seconds at room temperature. Discard the
flow through and place the spin column into the Wash Tube supplied with the kit.

3. Wash the cartridge with 500 uL Wash Buffer (W4).

4. Centrifuge the cartridge at 10,000 x g for 30 seconds at room temperature. Discard the
flow through and place the column into the tube.

5. Wash the cartridge with 500 puL Wash Buffer (W5) with ethanol (page 12).

6. Centrifuge the column at 10,000 x g for 30 seconds at room temperature. Discard the
flow through and place the column into the tube.

7. Repeat Steps 5-6 one more time.

8. Centrifuge the column at maximum speed for 2 minutes at room temperature to
remove any residual Wash Buffer (W5). Discard the collection tube.

9.  Place the spin column in a sterile DNase-free 1.5-mL microcentrifuge tube.
10. Elute with 100 pL Elution Buffer (E1) or sterile, distilled water (pH >7.0).

11. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column at maximum speed
for 1 minute.

The elution tube contains the purified DNA.

12. To recover more DNA, perform a second elution step using 100 uL Elution Buffer.
Centrifuge the column at maximum speed for 1 minute at room temperature.

The elution tube contains the purified DNA. Remove and discard the column.

13. Store the purified DNA at —20°C or use DNA for the desired downstream application.

Anexo 2 Procedure for Purifying PCR Products Invitrogen™ PureLink™

1. Add 4 volumes of Binding Buffer (B2) to 1 volume of PCR reaction (50-100 pL). Mix
well.

2. Remove a PureLink® Clean-up Spin Column in a Wash Tube from the package.

3. Add sample in Binding Buffer from step 1, above, to the PureLink® Spin Column.

4. Centrifuge the PureLink® Spin Column at room temperature at 10,000 x g for 1 minute.
5. Discard the flow through and replace the PureLink® Spin Column into the Wash Tube.
6. Add 650 puL Wash Buffer with ethanol (page 7) to the PureLink® Spin Column.

7. Centrifuge the PureLink ® Spin Column at room temperature at 10,000 x g for 1 minute.
Discard the flow-through from the Wash Tube and replace the PureLink® Spin Column into
the tube.

8. Centrifuge the PureLink® Spin Column at maximum speed at room temperature for 2-3
minutes to remove any residual Wash Buffer. Discard the Wash Tube.

9. Place the PureLink® Spin Column in a clean 1.7-mL PureLink ® Elution Tube (supplied
with the kit).

10. Add 50 pL Elution Buffer (E1) or sterile, distilled water (pH >7.0) to the center of the
PureLink® Spin Column.
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11. Incubate the PureLink® Spin Column at room temperature for 1 minute.
12. Centrifuge the PureLink® Spin Column at maximum speed for 1 minute.

13. The elution tube contains the purified PCR product. Remove and discard the PureLink®
Spin Column. The recovered

elution volume is ~48 L.

The elution tube contains the purified PCR product. Store the purified DNA at 4°C for
immediate use or at -20°C for long-term storage
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