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INTRODUCCION

El género Citrus esta incluido en
la subfamilia Aurantioideae, que per-
tenece a la familia Rutaceae. Esta
familia, ampliamente distribuida por
los trépicos, esta formada por aproxi-
madamente 160 géneros y 1.800
especies. Existen estudios previos
que indican que el género Citrus
aparecié hace aproximadamente 7
millones de afios (Pfeil and Crips
2008) y que muchos de los cultivares
actuales proceden de cruces a partir
de cuatro especies ancestrales de
citricos: Citrus reticulata (mandari-
nos), Citrus maxima (pummelos),
Citrus medica (Cidros) y Citrus
micrantha (Nicolosi et al., 2000;
Barkley et al., 2006, Garcia-Lor et al.,
2012; Ollitrault et al., 2012; Garcia-
Lor et al., 2013). Si bien este aspec-
to relacionado con el origen ancestral
de los grandes grupos de citricos
parece bien establecido, siguen exis-
tiendo discrepancias importantes
sobre las relaciones filogenéticas de
las especies derivadas.

En estos ultimos anos, la compa-
racion de la secuencia del genoma
del cloroplasto de distintas especies
ha permitido trazar con mucha preci-
sion la relacion de parentesco mater-
no entre las mismas. Los cambios
que se producen en la secuencia de
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Resumen

El género Citrus constituye uno de los cultivos de frutales de mayor importancia
en el mundo. Sin embargo, el origen de las distintas especies de citricos cultivados
todavia no se ha establecido con certeza, a pesar de todos los estudios que se han
realizado hasta la fecha. En este trabajo se presenta un analisis filogenético de 34
genotipos de citricos a partir del genoma completo de su cloroplasto. Para realizar
este estudio filogenético se han empleado polimorfismos de tipo SNP (cambios de
una base), Indels (pequefas pérdidas o ganancias de bases) y deleciones de gran
tamafo (pérdidas de un gran numero de bases) en la secuencia del ADN. Este abor-
daje complementario, que aporta una gran solidez al estudio, demuestra que los prin-
cipales grupos de citricos cultivados en la actualidad proceden de cruces entre espe-
cies de mandarinas ancestrales salvajes, pummelos, cidros y micranthas y que estos
ancestros en algunos casos actuaron como parentales femeninos y en otros como
parentales masculinos. Los datos sugieren que todas las especies de citricos se ori-
ginaron a partir de un ancestro comun que diversificé hace 8 millones de afnos en el
sudeste asiatico probablemente mediante un fendmeno de especiacion alopatrica,
provocado por una o mas barreras geograficas. A partir de estas especies ancestra-
les y mediante cruzamientos interespecificos se generaron las especies tradiciona-
les que conocemos en la actualidad. Los cultivares mas modernos proceden a su
vez, o bien de hibridaciones de estas variedades tradicionales o bien de mutaciones
espontaneas posteriores. La mayoria de especies de citricos que se cultivan en la
actualidad proceden de cruces producidos entre 4 grupos de citricos ancestrales: los
cidros, las mandarinas silvestres, micrantha y los pummelos. Asi, tanto el naranjo
dulce como el naranjo amargo surgieron de sendos cruces entre especies de pum-
melos y mandarinas o bien entre sus hibridos. Mientras que la naranja amarga es un
cruce directo entre estos dos parentales, la naranja dulce surgié de una hibridacion
entre retrocruces de dos hibridos independientes de pummelo-mandarino. El pome-
lo, por otro lado, es hijo de un pummelo y un naranjo dulce. El limén es el fruto de un
naranjo amargo cruzado con un cidro. La lima Rangpur se obtuvo en un cruzamien-
to entre una mandarina con un cidro y la lima mejicana procede del cruce entre
micrantha y un cidro. Las mandarinas tradicionales se originaron por cruces entre
mandarinas ancestrales o0 mas antiguas o bien entre éstas y los naranjos dulces. Los
datos también indican que la mandarina Clementina se generdé por un cruce entre el
mandarino comun (C. deliciosa) y un naranjo dulce (C. sinensis).

los distintos cloroplastos no suelen
afectar a los genes, que son impres-
cindibles para el correcto funciona-
miento de la maquinaria cloroplasti-
ca, de forma que en las secuencias
génicas de los cloroplastos de las
plantas, el numero de genes asi
como su orden estan altamente con-
servados. Esta caracteristica permi-
te la comparacién entre las secuen-
cias y el establecimiento de relacio-
nes materno-filiales.

Los estudios previos disenados
para desentranar las relaciones filo-
genéticas de los citricos se han

basado en marcadores o secuencias
parciales del ADN mitocondrial y/o
cloroplastico (Pfeil and Crisp 2008;
Bayer et al., 2009; Penjor et al.,
2013) que ofrecen una visién bastan-
te limitada del genoma. Hoy en dia,
la publicacion de los genomas de
referencia nuclear (Xu et al., 2013;
Wu et al, 2014) y cloroplastico
(Bausher et al., 2006) de los citricos,
permite realizar estudios mucho mas
detallados y profundos sobre el ori-
gen, la domesticacion y las relacio-
nes filogenéticas del género Citrus.
En este articulo se muestran los
resultados de la comparacién entre
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Figura 2. Identidad de las especies, determinacion sexual de los parentales e hibridaciones interespecificas que dieron lugar a las especies de naranjo
dulce, naranjo amargo, pomelo y limon. La formacion del naranjo dulce probablemente implico mas de un retro-cruce adicional en dos hibridos interes-
pecificos independientes pummelo-mandarino. La especie ancestral de mandarino que intervino en estos cruces no ha sido identificada hasta la fecha y
puede que exista hoy dia como una especie silvestre en el sudeste asiatico.

Qe _d) g e A

T v
. . ; . Figura 3.
\ @ % Identidgd dg las especies,
determinacion sexual de los
MANDARINO X CIDRO MICRANTHA X CIDRO MANDARINO COMUN X NARANJO DUCLE parentales e hibridaciones
€. medica C. micrantha €. medica Cideiicios Cistmensis interespecificas que dieron lugar a

'.v las especies de lima Rangpur, lima
mejicana, a las variedades de
mandarinas tradicionales y a la propia
mandarina Clementina. La formacion

’O de mandarinas tradicionales
LIMA RANGPUR LIMA MEJICANA CLEMENTINA probablemente implicd uno o varios
\ C. limonia / \ C. aurantifolia / \ C clementing / retro-cruces adicionales de un primer
hibrido mandarino ancestral-pummelo
/ Q \ antes de la propia hibridacion con la
naranja dulce. La especie ancestral
de mandarino que intervino en estos
. . cruces iniciales no ha sido identificada
MANDARINO X NARANJO DULCE hasta la fecha y puede que exista hoy
dia como una especie silvestre en el
sudeste asiatico. La mandarina

Clementina es un hibrido directo del
mandarino comiun y de la naranja

90 00 00 09 60 00

C. deliciosa C. unshiu C. nobilis C. tangerina C. temple C. reticulata

el

MANDARINO MANDARINO MANDARINO MANDARINA MANDARINO  MAND.
COMUN SATSUMA KING DANCY TEMPLE PON




las secuencias de 34 genomas cloro-
plasticos representativos del género
Citrus y de otras especies afines. En
este trabajo, se han empleado varios
tipos de marcadores moleculares:
SNPs, Indels y variaciones estructu-
rales presentes en el genoma del
cloroplasto y que se han generado lo
largo de la evolucion del género
Citrus. Esta informacion ha permitido
construir la filogenia materna de las
especies de citricos mas importan-
tes.

Caracteristicas generales de los
grupos de citricos

A continuacion se describen some-
ramente las caracteristicas de las es-
pecies investigadas en este trabajo
y que implican a cidros, pummelos,
mandarinas, naranjos dulce y amar-
go, pomelos, lima mexicana, lima
Rangpur, micrantha, Fortunellas, las
especies australianas, Poncirus y
papedas.

Cidro (C. medica). El cidro es un
fruto de corteza gruesa, rugosa y de
color amarillo o verde. Los frutos se
utilizaron en medicina en el medievo
y actualmente el cidro se utiliza fun-
damentalmente por su corteza en la
fabricacion de confituras y licores.
Los gajos son muy acidos. Su origen
se sitla en el sudeste asiatico y se
introdujo en el mediterraneo hace
mas de 2000 afos.

Pummelo (C. maxima). Los frutos
de pummelos son los mas grandes
que existen en los citricos, presentan
muchas semillas y una corteza grue-
sa, esponjosa y lisa de color amarillo
0 verdoso. Los gajos son dulces o
acidos segun la variedad. Su origen
se situa en el sudeste asiatico.

Mandarinas. Es el grupo que
mayor diversidad presenta, aunque
el concepto popular de mandarina no
corresponde a ninguna agrupacion
boténica. El término mandarina, en
realidad, aglutina a los citricos de
pequeno tamafo que se pelan con

facilidad y presentan flavedo naranja.
Se cree que las mandarinas ances-
trales eran mandarinas de tamafo
muy pequeno, llenas de semillas y
probablemente muy &cidas, lo que
las hacia poco atractivas para el con-
sumo. Algunas mandarinas con poca
palatabilidad son actualmente usa-
das como portainjertos, tal es el caso
de la mandarina cleopatra (C. reshni)
o del mandarino sunki (C. sunki). Las
mandarinas tradicionalmente comes-
tibles son mandarinas de mayor
tamafo, menos acidas y mas sucu-
lentas, por lo que han sido consumi-
das con gran aceptacion como por
ejemplo, las mandarinas Ponkan e
Imperial (C. reticulata). Otras manda-
rinas tradicionales son el mandarino
comun (C. deliciosa) que tiene un
sabor y aroma inconfundibles, las
tangerinas como la mandarina Dancy
(C. tangerina), la mandarina Temple
(C. temple), el mandarino King
(C. nobilis) y las satsumas (C. unshiu).
Las mandarinas mas modernas pro-
ceden de cruces intraespecificos
entre variedades de mandarinas mas
tradicionales o bien de cruces inte-
respecificos con otras especies, prin-
cipalmente de naranja dulce. En este
grupo de variedades actuales se en-
cuentran, por ejemplo, las Clemen-
tinas (C. clementina) y la mandarina
Nadorcott (C. reticulata) entre otras.

Naranjo amargo (C. aurantium).
El fruto de naranjo amargo es redon-
do, con corteza de color naranja
cuando madura y pulpa amargo-
acida. Los frutos se usan en la ela-
boracion de mermeladas y licores.
También es usado como portainjerto,
aunque debido a la presencia del
virus de la tristeza, se restringe su
uso a variedades de limon.

Naranjo dulce (C. sinensis). En
este grupo se incluyen las varieda-
des de naranjas que se consumen
actualmente, entre las que se distin-
guen 4 subgrupos: las naranjas
navel, las blancas, las sanguinas y
las que tienen poca acidez o sucre-
nas. Por lo general las naranjas tie-

nen la corteza naranja al madurar y
su pulpa es primordialmente dulce,
su tamano es superior al de las man-
darinas e inferior al de los pomelos y
pummelos.

Lima mejicana (C. aurantifolia).
El fruto de lima mejicana es peque-
Ao, amarillo o verde, de pulpa acida y
muy aromatica. Los frutos se utilizan
tanto por su zumo como por su cas-
cara que es usada en reposteria.

Lima Rangpur (C. limonia). El
fruto de la lima Rangpur es pequeno,
de pulpa muy acida y presenta corte-
za y pulpa anaranjada. Se usa como
ornamental y como portainjertos.

Micrantha (C. micrantha). Estos
frutos son muy pequenos, estan lle-
nos de semillas y desarrollan una
corteza fina, verdosa y rugosa. Los
frutos son muy acidos, amargos y no
son comestibles, pero se usaron anti-
guamente en medicina. Se considera
como una de las especies antiguas
del género Citrus.

Kumquats (Fortunella sp.). Exis-
ten varias especies de kumquats que
se distinguen por la forma de sus fru-
tos que siempre son de tamafo
pequeno, pulpa muy acida, corteza y
pulpa anaranjada y presentan abun-
dantes semillas. Se usa como orna-
mental y como condimento en la alta
gastronomia.

Poncirus (Poncirus trifoliata). Solo
existe una unica especie dentro del
género Poncirus. Es el Unico citrico
caducifolio, sus hojas son compues-
tas y normalmente presentan tres
foliolos. Se usa como portainjerto al
igual que sus hibridos.

Severina (Severina buxifolia). Esta
especie, que se propaga por semilla,
presenta frutos no comestibles de
tamano inferior al de los kumquats.
Es la que mayor resistencia presenta
frente a las heladas, como el
Poncirus. Carece de interés econé-
mico en la actualidad.
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Especies de citricos australianas.
Se cree que el centro de origen de
estas especies se situa en el conti-
nente australiano, por lo que deben
de haber evolucionado relativamen-
te alejadas de las anteriores espe-
cies Entre ellas destacan Microcitrus
australasica, Microcitrus australis y
Eremocitrus glauca. Todas ellas son
resistentes a las condiciones de sequia
y son cultivadas en la actualidad para
usos gastrondmicos. Se denominan
caviar citrico por la forma en la que las
vesiculas de zumo presentes en su
pulpa se desgranan sin romperse,
recordando a las huevas del esturién.

Papeda (C. ichangesis). La pape-
da Ichang presenta frutos pequenos,
llenos de semillas y desarrollan una
corteza fina y anaranjada que se pela
con facilidad. Los frutos son muy &ci-
dos y amargos y no son comestibles.
No tiene importancia econdémica.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y extraccion de ADN

El ADN se extrajo de hojas jove-
nes como se describe en Terol et al.,
(2015) de 34 cultivares de citricos
procedentes de los bancos de ger-
moplasma de Palermo, Cércega y
del IVIA, asi como de viveros autori-
zados de citricos. Las 34 variedades
utilizadas en el presente estudio
estan detalladas en la Tabla 1.

Abordaje genoémico. Secuenciacion
y procesado de datos

El abordaje gendmico, la secuen-
ciacion de los genomas cloroplasti-
cos y el procesado de datos se reali-
z6 tal y como se describe en detalle
en Carbonell-Caballero et al., (2015).

RESULTADOS

El arbol filogenético obtenido me-
diante el analisis de los genomas del
cloroplasto de las principales especies
de citricos (Figura 1) muestra que el
género Citrus esta compuesto por tres
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Tabla 1. Identidad del cloroplasto inferida de la secuencia de ADN cloroplastica de distintas
variedades y especies de citricos y de especies relacionadas con los citricos. Se ha reali-
zado una traduccién libre al espaiol del nombre inglés de cultivares no presentes en nues-

tra citricultura.

Citrus sinensis
Citrus aurantium
Citrus limon

Citrus maxima
Citrus paradisi
Citrus maxima
Citrus maxima
Citrus maxima
Citrus aurantifolia
Citrus micrantha
Citrus reticulata
Citrus clementina
Citrus deliciosa
Citrus reticulata
Citrus unshiu
Citrus tangerina
Citrus nobilis
Citrus reticulata
Citrus reticulata
Citrus limonia
Citrus reshni
Citrus sunki

Citrus ichangesis
Citrus madurensis
Fortunella margarita
Poncirus trifoliata
Citrus medica
Citrus medica
Citrus medica
Citrus medica
Microcitrus australasica
Microcitrus australis
Eremocitrus glauca
Severinia buxifolia

Pomeroy

clados o ramas principales. En primer
lugar tenemos el clado que agrupa a
las especies de citricos australianas y
a los cidros, un segundo clado en el
que se ubican los pummelos y
micranthas y por ultimo un tercer clado
en el que se agrupan los mandarinos y
las papedas. El ancestro de todos los
citricos probablemente aparecié en el
sudeste asiatico hace aproximada-
mente 8 millones de afnos y se diversi-
fic6 durante el siguiente millén de
afios. En una segunda radiacion o
intensificacién de la diversidad ocurri-
da entre los 5,0 y 3,7 millones de afos
se separaron los cidros de las espe-
cies australianas, micrantha de los

Naranjo dulce
Naranjo amargo
Limén Eureka
Pummelo Chandler
Pomelo Marsh
Pummelo Dulce
Pummelo Guanxi
Pummelo Shatian
Lima Mejicana
Micrantha

Mandarino Mangshan
Mandarino Clementina
Mandarino comun
Mandarino Ponkan
Mandarino Satsuma
Mandarino Dancy
Mandarino King
Mandarino Nadorcott
Mandarino Huanglingmiao
Lima Rangpur
Mandarino Cleopatra
Mandario Sunki
Papeda Ichang
Calamondin

Kumquat Nagami

Cidro mano de buda

Cidro Mac Veu Montain
Cidro Humpang

Cidro de Cércega

Lima australiana alargada
Lima australiana redonda
Lima del desierto australiana
Naranjo boj chino

Pummelo
Pummelo
Pummelo
Pummelo
Pummelo
Pummelo
Pummelo
Pummelo
Micrantha
Micrantha
Mangshan
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Mandarino
Papeda
Fortunella
Fortunella
Poncirus
Cidro
Cidro
Cidro
Cidro
Microcitrus
Microcitrus
Eremocitrus
Severinia

pummelos y las papedas de los man-
darinos. Una ultima radiacién que co-
menzoé hace aproximadamente medio
millén de afos y que se extiende hasta
la actualidad diferencié al género
Fortunella, la naranja dulce y amarga,
los limones y las distintas clases de
mandarinas (Figura 1). En estas cir-
cunstancias, deberia tenerse en
cuenta que estas Ultimas estimacio-
nes, aquellas que afectan a las espe-
cies tradicionales y modernas cultiva-
das por el hombre, no son certeras
puesto que los cambios introducidos
en ellas no se deben al azar ni al
paso del tiempo, sino a la efectividad
de la propia domesticacion.




Por otro lado, los resultados des-
critos por Carbonell-Caballero et al.,
(2015) muestran que los genomas
del cloroplasto del género Citrus con-
tienen una “memoria” de la herencia
paterna ademas de la materna, lo
cual ha permitido construir y reforzar
los conocimientos sobre las relacio-
nes filogenéticas existentes dentro
de este género. De este modo pode-
mos conocer el origen de los princi-
pales grupos varietales de citricos
que se comercializan actualmente. El
origen de estos grupos son resulta-
dos de cruces entre distintas espe-
cies de citricos, principalmente cidros,
mandarinas, naranjo amargo, naranjo
dulce, pummelos, y micranthas.

Asi, del cruce entre un pummelo
(Citrus maxima) como parental feme-
nino y una mandarina ancestral se
originaron las naranjas amargas
(Citrus aurantium), que pueden con-
siderase, por tanto, hibridos directos
de estas especies. La naranja dulce
(Citrus sinensis) (Figura 2) surgio de
una hibridacién entre retrocruces de
dos hibridos iniciales e independien-
tes de pummelo-mandarino.

Por otro lado, el naranjo amargo
actuando como parental femenino
hibridé con un cidro (Citrus medica)
generando como resultado de este
cruce el limén (Citrus limon). El po-
melo, asimismo es el resultado de un
cruzamiento entre el parental mascu-
lino naranjo dulce (C. sinensis) y el
pummelo (C. maxima) (Figura 2).

Las mandarinas tradicionalmente
cultivadas y comestibles, al parecer
provienen de cruces entre naranjo
dulce y algunas mandarinas mas
antiguas. Algunas de estas mandari-
nas, probablemente, son el resultado
de mestizajes con diverso grado de
penetracion del genoma de pumme-
lo en el genoma de las mandarinas
ancestrales.

Los resultados también indican
que la hibridacién de las mandarinas
con cidros produjo la lima Rangpur

(C. limonia). Otra lima, la lima meji-
cana (C. aurantifolia) se obtuvo con
un cruce distinto al de la lima
Rangpur. En este caso, fue una
madre micrantha (C. micrantha) la
que se cruzoé con un cidro (C. medica)
(Figura 3). Por ultimo, las mandari-
nas clementinas se originaron por mu-
taciones espontaneas de Clementina
Fina, cuyo origen es un cruce entre el
mandarino comun (C. deliciosa) como
parental femenino y el naranjo dulce
(C. sinensis) como parental masculi-
no (Figura 3).

CONCLUSIONES

La mayoria de especies de citri-
cos que se cultivan en la actualidad
tienen un origen hibrido. Estas espe-
cies proceden de cruces producidos
entre 4 grupos de citricos ancestra-
les: los cidros, las mandarinas silves-
tres, micrantha y los pummelos. Asi,
tanto el naranjo dulce como el naran-
jo amargo surgieron de sendos cru-
ces entre las propias especies de
pummelos y mandarinas o bien entre
sus hibridos. Mientras que la naranja
amarga es un cruce directo entre
estos dos parentales, la naranja
dulce surgié de una ultima hibrida-
cion entre retrocruces de dos hibri-
dos iniciales e independientes de
pummelo-mandarino. El pomelo, por
otro lado, es hijo de un pummelo y un
naranjo dulce. El limén es el fruto de
un naranjo amargo cruzado con un
cidro. La lima Rangpur se obtuvo en
un cruzamiento entre una mandarina
con un cidro y la lima mejicana pro-
cede del cruce entre micrantha y un
cidro. Las mandarinas tradicionales
se originaron por cruces entre man-
darinas ancestrales o mas antiguas o
bien entre éstas y los naranjos dul-
ces. Por tanto, se puede asumir que
en general las mandarinas son el
resultado de mestizajes, con diverso
grado de penetracion o de introgre-
sion del genoma de pummelo en el
genoma de las mandarinas. Los datos
también indican que la mandarina Cle-
mentina se generod por un cruce entre
el mandarino comun (C. deliciosa)y

un naranjo dulce (C. sinensis).
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