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Resumen

Se utilizaron 19 marcadores microsatélites para caracterizar 34 accesiones de naranja Citrus sinensis
L. Osbeck del Banco de Germoplasma de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria 
(Corpoica)-Palmira.  Seis marcadores fueron polimórfi cos, los de mayor heterocigosidad fueron CCSM-
19 (0.4097) y CCSM-3 (0.3254).  Se diferenciaron 33 accesiones y al 85% de similitud, con el índice
de Nei-Li y el método de agrupamiento UPGMA, se conformaron cuatro grupos.  En el primero se
situaron dos accesiones blancas (Lerma y Valencia Olinda 2), en el segundo la mayoría de las blancas 
(Indian River, Valencia Olinda, Wialua, Lima Dulce, Pera del Río, St. Michael, Enterprise, Cafetera No. 
1) junto con García Valencia y Navel (Lane Late, Valle Washington, New Hall) y dos sanguinas (Rudy 
Blood, Moro Blood), en el tercero accesiones blancas (Joppa, Salerma, Cuban Queen, Rico, Galicia,
Star Calyx, Valencia Cutter, Valencia Frost, Valencia Campbell y Valencia Variegado) y una sola 
accesión sanguina (Morocco Blood).  En el  cuarto grupo se situaron dos accesiones blancas, (Jaffa y 
Valencia 1-D-E).  Finalmente, la variedad Sanguinella no hizo parte de grupos.  Con los marcadores 
microsatélites no se encontró relación entre los grupos genéticos, formación y las características 
morfológicas del grupo.

Palabras clave: Citrus sinensis, marcadores microsatélites, naranjas comunes, navel y sanguinas.

Abstract

To characterize 34 orange accessions Citrus sinensis L. Osbeck from the Germplasm bank Corpoica-s
Palmira, 19 microsatellite markers were used. Six markers were polymorphic; the highest heterozygosity 
was obtained by CCSM-19 (0.4097) and CCSM-3 (0.3254). Thirty-three accessions were differentiated; 
with 85% of similarity, Nei-Li´s index and the UPGMA clustering method were formed fi ve groups.
In the fi rst one, two accessions were white (Lerma and Valencia Olinda 2), in the second one most of 
the white (Indian River, Valencia Olinda, Wialua, Lima Dulce, Pera del Río, St. Michael, Enterprise,
Cafetera No. 1), García Valencia and Navel (Lane Late, Valle Washington, New Hall) and two blood 
(Rudy Blood, Moro Blood), in the third white (Joppa, Salerma, Cuban Queen , Rico, Galicia, Star Calyx,
Valencia Cutter, Valencia Frost, Valencia Campbell and Valencia Variegado), and one accession of the 
blood (Morocco Blood). In the fourth group were two white accessions, Jaffa variety and Valencia 1-D-
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E. Finally Sanguinella variety not formed any group. Relation between the genetic groups, formation 
and morphological characteristics of the group was not found with the microsatellite markers.

Key words: Citrus sinensis, microsatellite markers, common, pigmented and navel oranges.

Introducción

El género Citrus  (2n = 18) es nativo del 
sudeste de Asia y del archipiélago Indo-Ma-
layo (Avilán et al., 1989).  En este género se
encuentran, la mandarina Citrus reticulata,
la naranja C. sinensis, el limón C. medica y a
el pomelo C. maxima, los cuales son los an-
cestros de las especies comerciales.  De los
cultivos subtropicales los cítricos son los más 
comunes.  Existe variación entre las especies
de Citrus y cultivares como resultado de mu-s
tación, hibridación ínterespecífi ca e interge-
nérica; y un ciclo vegetativo largo (Avilán et 
al., 1989).

Los cítricos son producidos en zonas 
subtropicales y tropicales, sus frutas son 
consumidas por millones de personas en el 
mundo, la naranja C. sinensis L. Osbeck ess
la especie más representativa y reconocible 
de este grupo.  La naranja dulce se originó en
el sureste asiático y el híbrido característico 
parece provenir del cruce entre mandarina C.
reticulata y pomelo a C. grandis L. Osbeck (Da-s
vies y Albrigo, 1992; Nicolosi et al., 2000).

La caracterización de los bancos de ger-
moplasma en naranjas no ha sido exitosa
debido a características de biología reproduc-
tiva:  alta fertilidad interespecífi ca, reproduc-
ción apomíctica y poliembrionía, una larga 
fase juvenil y la escasez de marcadores de
ADN polimórfi cos (Bretó et al., 2001; Coraz-
za-Nunes et al., 2002).  Algunos marcadores
moleculares han sido usados para construir
mapas de ligamiento (Cai et al., 1994; Kijas
et al., 1995), identifi car genotipos, (Motohashi 
et al., 1992; Albanese et al., 1992), distinguir 
híbridos a partir de plántulas nucelares (Bas-
tianel et al., 1998), explorar las relaciones 
fi logenéticas (Luro et al., 1992; Herrero et al., 
1996) y evaluar colecciones de germoplasma 
de Citrus (Machado et al., 1996;s Coletta Filho
et al., 1998).

Las repeticiones de secuencias simples o 
microsatélites (SSR) son intervalos de ADN
con unidades penta, tetra, tri, di o mononu-

cleotídicas repetidas en tándem (1-6 pares
de bases,) (Crouch et al., 1998; Powell et al., 
1996), dispuestas en todo el genoma de la 
mayoría de las especies eucarióticas (Zhao 
y Kochert, 1993). Los estudios genéticos con 
marcadores microsatélites se han incremen-
tado rápidamente porque son altamente poli-
mórfi cos y se pueden usar como marcadores
codominantes (Gupta et al., 1996; Zane et 
al., 2002).

Los SSRs son marcadores útiles en el 
mejoramiento y la valoración de la diversidad, 
la identifi cación de cultivares y la conserva-
ción de germoplasma (Rivera et al., 1999).  
La primera aplicación de estos marcadores 
en plantas fue la identifi cación de la uva y 
la soya (Powell et al., 1996).  Se consideran 
marcadores ideales para el mapeo genético
y físico del genoma, discriminación de geno-
tipos, estudios de genética de poblaciones, 
caracterización de líneas endocriadas, estu-
dios de diversidad (Rosetto et al., 1999), fl ujo 
de genes, sistemas de cruzamientos (Chase
et al., 1996) y análisis de paternidad (Streiff 
et al., 1999). 

En Citrus, los microsatélites se han  em-
pleado para estudios fi logenéticos (Fang y 
Roose, 1997; Pang et al., 2003), estudios de 
variabilidad genética interespecífi ca, intraes-
pecífi ca e intrapoblacional (Kijas et al., 1995; 
Corazza-Nunes et al., 2002; Koehler-Santos 
et al., 2003, Thomas et al., 1998), identifi ca-
ción de plantas zigóticas (Ruiz et al., 2000;
Cristofani et al., 2001; Oliveira et al., 2002)
y construcción e integración de mapas de li-
gamiento (Kijas et al., 1997; Cristofani et al.,
2003), pero es difícil identifi car variabilidad 
intraespecífi ca en algunas especies de Citrus.  
La caracterización de marcadores microsaté-
lites se ha publicado en C. limon (Golein et al., n
2005), C. sinensis (Ahmad et al., 2003; Novellis
et al., 2006), C. limonia xa Poncirus trifoliata s
(Kijas et al., 1997) y C. reticulata (Koehler-a
Santos et al., 2003).

El objetivo de la presente investigación 
fue caracterizar mediante marcadores mi-
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crosatélites accesiones de naranja C. sinensis
L. Osbeck del Banco de Germoplasma de
Corpoica-Palmira.

Materiales y métodos

Material vegetal 
Para el estudio se seleccionaron 34 materiales 
de naranja C. sinensis L. Osbeck de las 264
accesiones del Banco de Germoplasma de
Corpoica-Palmira (Cuadro 1).  La caracteri-
zación molecular se realizó  en la Universidad 
Nacional de Colombia, sede Palmira.  El  ADN
se extrajo de hojas jóvenes y se aisló según el
protocolo de Dellaporta et al (1983), visuali-
zándolo en geles de agarosa al 0.8% teñidos 
con bromuro de etidio, utilizando como re-

ferencia diluciones de ADN de fago lambda 
(Sigma, St Louis, MO, USA).  Para evaluar 
los cebadores microsatélites seleccionados, 
el ADN se llevó a una concentración fi nal de 
10 ng/μl.

Para las reacciones de amplifi cación se
utilizaron 19 cebadores polimórfi cos (Koehler-
Santos et al., 2003; Golein et al., 2005; 
Novelli et al., 2006).  En el Cuadro 2 se pre-
sentan las secuencias y las temperaturas de 
alineamiento de cada uno de los cebadores 
evaluados.  Las reacciones de amplifi cación 
de PCR se hicieron en un termociclador PTC
100 Programmable Termal Controller (MJ. 
Research, Inc) con un volumen  de mezcla 
25 μl (Cuadro 3).

Cuadro 1. Materiales de naranja Citrus sinensis L. Osbeck del Banco de Germoplasma de Corpoica- Palmira utilizados para la s
caracterización molecular con microsatélites.

Nombre Sitio de recolección Tipo de material
Jaffa U. California-Riverside Introducido
Valencia 1-D-E U. California-Riverside Introducido
Valencia Cutter Indio-California Introducido
Galicia Finca Galicia-Palmira Variedad agricultor
Indian River U. California-Riverside Introducido
Joppa U. California-Riverside Introducido
Salerma El Bolo-Palmira Variedad agricultor
Cuban Queen U. California-Riverside Introducido
Valencia Olinda Indio-California Introducido
Sanguinella Cartagena-Colombia Introducido
Morocco Blood California Introducido
Star Calyx C.I.T. Ospina-Antioquia Introducido
Valencia Frost Indio-California Introducido
Weldon C.I.T. Ospina- Antioquia Introducido
Du Roi C.I.T. Ospina- Antioquia Introducido
Rico U. Pto. Rico-Mayagüez Introducido
Valencia Campbell Indio-California Introducido
Valencia Variegado U. Pto. Rico-Mayagüez Introducido
Wialua C.I.T. Ospina-Antioquia Introducido
Ruby Blood U. California-Riverside Introducido
Lerma Finca Lerma-El Bolo-Palmira Variedad agricultor
Lane Late U. California-Riverside Introducido
Pera del Río Río de Janeiro-Brasil Introducido
Valle Washington Granja Palmira-Palmira Introducido
Valencia Olinda 2 IVIA-Valencia-España Introducido
Lima dulce San Joaquín-Palmira Variedad agricultor
St. Michael C.I.T. Ospina-Antioquia Introducido
García Valencia Finca García-Chodular-Palmira Variedad agricultor
Mediterranean U. California-Riverside Introducido
Newhall IVIA-Valencia-España Introducido
Enterprise Desconocido Introducido
Cafetera N°1 Zona Cafetera Variedad agricultor
Moro Blood U. California-Riverside Introducido
ICA-Parson Desconocido Variedad mejorada

CARACTERIZACIÓN MEDIANTE MICROSATÉLITES DE 34 ACCESIONES DE NARANJA CITRUS SINENSIS L. OSBECK 
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Cuadro 2. Cebadores, temperaturas de hibridación y tiempos utilizados en la evaluación de 
la diversidad genética de 34 accesiones de naranja Citrus sinensis L. Osbeck dels
Banco de Germoplasma de Corpoica- Palmira.

Cebador Secuencia Temperatura
(°C)

Tiempo 
(seg.)

CCSM1 F-CAGCTCCAAGAAACCCTA3 53 30

R-GCCAATATATCATGCAGGTA

CCSM3 F-GCAATGCACCTTGTCATTAG 56 30

R-CATCACAGGCACTTATGCAG

CCSM4 F-TTCTCCTCATCTTCGACTCC 56 60

R-CCGATCTTACGACGTATCAA

CCSM6 F-ATCTGTGTGAGGACTGAA 51 30

R-CCTCTATTAATGTGCCTG

CCSM9 F-GACTGGATTAGAGTTCTCTG 53 30

R-ATGGATGTGTTATCTCACTC

CCSM12 F-GATTGAATCTTCTGTAGCTC 53 30

R-ATCATCATCTAGTGTCACTG

CCSM13 F-CTAGAGCCGAATTCACC 53 30

R-AACAGCTACCAAGACACC

CCSM14 F-AGTGATGAAGCTAATGAGG 53 60

 R-CCTTCTCTCTTCTCTGT

CCSM19  F-GGACACTGTGACGGCTAA 56 30

 R-AGCTACCAAGACACCACC

CCSM17  F-ACATGGACAGGACAACTAAG 55 30

 R-GTTATGATACGTCTGTGTCC

CCSM18  F-AACAGTTGATGAAGAGGAAG 53 30

 R-GTGATTGCTGGTGTCGTT

CCSM147  F-AGACTCACGTAACCTACTTC 54 30

 R-GCTATGTTATGATACGTCTG

AMB1  F-TCGGCGTTCTCTCTCTCTCT 59 30

 R-TACTTGGACGTCGGGGACTA

AMB2  F-ACGCATTTGACTGCTCTGTG 57 30

 R-AATTTCAGAGGTGCCGTGAG

AMB3  F-AACACACACACTCGCCTCAC 59 60

 R-CAGCCAAATGTGGAGAGACC

AMB5  F-CCCTGCACAAAAACTCACAC 56 30

 R-TGGGGGTGTTGAATGGTAAT

AMB7  F-GCATGGAAGCTCTCTCCAAA 57 30

 R-TTCACACACGTGCTCGTACA

AMB8  F-TGAACATATTTGCCCTTGGA 55 30

 R-TTGTTTTGTGTGCTTGTGAGG

AMB10  F-TACTGTGGGGAAGGGATCTG 59 30

 R-GACTCCTTCCAGCACTTTGC
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El programa para la PCR consistió en 94
ºC por 4 min, 32 ciclos de 94ºC por 1 min,
55 ºC  por 30 seg, 72 ºC por 1 min y una 
extensión fi nal de 72 ºC por 4 min (Cuadro 
2).  Los productos de amplifi cación se sepa-
raron mediante electroforesis utilizando una 
cámara de secuenciación (OWL Sequi-Gen 
Sequencing Cell) en geles de poliacrilamida 
(4%, acrilamida:bisacrilamida, 29:1), en con-
diciones desnaturalizantes (urea 5M).  Cada 
muestra (25 μl) se mezcló con 5 μl de buffer 
denaturante (95% Formamida, 0.025% Azul
de Bromofenol, 0.025% Xylene cyanol).  Se
cargaron 5 μl de la mezcla, los cuales fue-
ron  previamente desnaturalizados a 95°C 
durante 5 min y se corrió el gel a 120 Watts, 
1600V, durante 30 min.  La tinción posterior 

de los geles fue con nitrato de plata (Ruiz et 
al., 2000).

Para analizar la información, se generó 
una matriz binaria de ausencia (0) y presen-
cia (1).  La similitud genética entre los indivi-
duos se calculó utilizando el coefi ciente de Nei 
y Li (1979).  El análisis clúster se realizó por
el método UPGMA y se generó un dendrogra-
ma utilizando el paquete estadístico NTSYS 
(Numerical Taxonomy System for personal 
Computer, versión 2.02 PC).  Para evaluar 
la diversidad genética se estimó la hetero-
cigosidad insesgada y el porcentaje de loci 
polimórfi cos utilizando el paquete estadístico 
TFPGA (Tools For Population Genetic Analy-
sis), versión 1.3 (Miller, 1997); se determinó 
‘f’ estadístico insesgado con un intervalo de
confi anza del 95%.

Resultados y discusión

El dendrograma diferenció las 34 accesiones 
en cinco grupos con 85% de similitud y mos-
tró estrecha relación entre ellas.  Al 85% de 
similaridad, el grupo 1 quedó conformado por 
dos accesiones, blancas o comunes (Lerma, y
Valencia Olinda 2), las cuales de acuerdo con 
sus características morfológicas pertenecen a 
las naranjas blancas o comunes (Figura 1).

Cuadro 3. Mezcla para la amplifi cación de ADN de los 
34 materiales de naranja Citrus sinensis L. 
Osbeck.

Cóctel Volumen (μl)
Buffer Taq (1X) 2.5
DNTPs (0.2 mM) 4.0
Cebador F (2 mM)
Cebador R (2 mM)            

0.2
0.2

MgCl2 (1.5 mM) 2.5
ADN (10 ng) 5.0
Tap Polimerasa (0.5 U) 0.2
H2O 10.4
Total 25

CARACTERIZACIÓN MEDIANTE MICROSATÉLITES DE 34 ACCESIONES DE NARANJA CITRUS SINENSIS L. OSBECK 

Figura 1. Dendrograma de 

la estructura ge-

nética de 34 acce-

siones de naranja 

Citrus sinensis L. 

Osbeck, basado 

en el Coefi ciente 

de Nei-Li, usando 

marcadores Mi-

crosatélites.
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En el grupo 2 se situaron naranjas
blancas (Indian River, Valencia Olinda, Wia-
lua, Lima Dulce, Pera del Río, St. Michael, 
Enterprise, Cafetera N°1), una accesión Va-VV
lencia blanca (García Valencia), tres navel
(Lane Late, Valle Washington, New Hall) y 
dos accesiones sanguinas (Ruby Blood, Moro
Blood). 

El grupo 3 se encuentra formado por di-
ferentes accesiones blancas (Joppa, Salerma, 
Cuban Queen, Rico, Galicia y Star Calyx, 
entre etc., Valencia blancas, como la Valencia VV
Cutter, Valencia Frost, Valencia Campbell y 
la Valencia Variegado) y una sanguina (Mo-
rocco Blood).  El  grupo 4 lo constituyeron 
dos accesiones blancas (Jaffa y la Valencia 
1-D-E).

La variedad Sanguinella no formó nin-
gún grupo, esto puede ser debido a las ca-
racterísticas propias de esta accesión, como
presencia de antocianinas en la pulpa y a 
veces en la epidermis.  Son ricas en beta-
carotenos y pueden ser interesantes para la 
industria ya que su sabor se asemeja al de las 
cerezas o frambuesas.  En estudios realizados 
con microsatélites aleatorios amplifi cados al 
azar RAMs este material tampoco se agrupó 
con los otros materiales evaluados, formando
un grupo al 70% de similitud (Morillo et al., 
n.p.).

Posiblemente, los agrupamientos obedez-
can a las características de las naranjas blan-
cas como frutos medianos a largos, oblongos 
a esféricos y amplio rango de adaptación, 
entre otras, así como las formas en las que 
éstas fueron originadas (mutación, poliniza-
ción cruzamiento, poliembrionía, propagación 
vegetativa, origen somático o nucelar), lo 
cual puede contribuir a que dichas especies 
compartan algunas características comunes.
Además, se evidencia el continuo intercam-
bio de material genético o fl ujo de genes que
puede existir en las poblaciones naturales,
lo cual se evidencia posteriormente con la 
aparición de patrones de bandas comunes 
entre estas accesiones. 

Las naranjas Valencia consideradas como 
un grupo importante dentro de los cítricos, se
caracterizan porque sus frutos son medianos 
a largos, oblongos a esféricos, abundante jugo 
y de buen sabor, pero generalmente ácido, son 
excelentes para el procesamiento.  Debido a 

su alto requerimiento de calor y su relativa-
mente alto contenido de ácido de los frutos
exhiben el más amplio rango de adaptación 
que cualquier otra variedad de importancia 
comercial.  Por lo cual deben ser tenidas en 
cuenta en programas que busquen mejores 
genotipos dentro de esta especie.

En general, los agrupamientos no mos-
traron una marcada diferenciación en cuanto 
a la clasifi cación de las naranjas en blancas, 
navel y sanguinas, como sí ocurrió con el
estudio con los marcadores microsatélites
aleatorios (RAMs) (Morillo et al., n.p.).

Resultados TFPGA

Con 6 de los 19 cebadores microsatélites se 
detectaron 39 fragmentos amplifi cados po-
limórfi cos, variando entre 5 y 8 fragmentos 
por cebador, con pesos moleculares compren-
didos entre 100 a 300 pares de bases.  Los 
marcadores AMB8, AMB10, CCSM14, CCSM9, 
AMB5 y CCM-12 produjeron entre 2 y 6 alelos 
homocigotos para las 34 accesiones de naran-
ja.  El marcador CCSM4 se descartó porque
no produjo patrón de amplifi cación.

Mediante el análisis de diversidad gené-
tica se obtuvo un valor de heterocigosidad
media esperada de He = 0.22 con 49% de los 
loci polimórfi cos (Cuadro 4), valor  más bajo 
al obtenido en la evaluación de los microsa-
télites RAMs (He = 0.25) (Morillo et al., n.p.).  
El nivel intermedio de diversidad genética
puede estar asociado con el bajo número 
de individuos evaluados, así como por las
características inherentes de la especie o la
multiplicación a partir de pocos individuos 
introducidos.

El valor de DST de 0.12 sigue revelando 
un nivel intermedio de diversidad genética, lo 
que puede deberse al hecho de que los mate-
riales están muy estrechamente relacionados 
como se había identifi cado anteriormente en
el dendrograma, en donde la mayoría de las 
accesiones se agrupan a valores de similitud
muy altos.

Es reconocida la estrecha base genéti-
ca de las naranjas dulces y el hecho que la 
mayoría de los caracteres morfológicos se 
originaron a través de mutaciones y la propa-
gación vegetativa (Herrero et al., 1996; Bretó 
et al., 2001), conduciendo así a la homoge-
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neidad entre los materiales y a la pérdida de 
variabilidad genética.  Esto explica la poca 
variabilidad encontrada entre los materiales 
evaluados.

Orford et al. (1995) reportaron difi cultad
en la obtención de marcadores para la carac-
terización de naranjas dulces, no logrando 
identifi car diferencias entre los cultivares 
de este tipo de naranjas usando marcadores
minisatélites; resultados similares también
se obtuvieron con isoenzimas (Novelli et al.,
2000) y marcadores RAPD (Targon et al., 
2000).  Fang y Roose (1997) sólo detectaron
cuatro marcadores ISSR capaces de diferen-
ciar los cultivares evaluados, sugiriendo así 
que la mayoría de los cultivares probablemen-
te se originaron a partir de un solo ancestro 
por mutación.

Sin embargo, la variabilidad genética 
en Citrus puede ser el resultado de muchos s
factores, tales como la hibridación, mutación
y tipo de reproducción (apomíctica).  La baja
diversidad intraespecífi ca en naranja dulce 
contrasta con la alta variabilidad de período,
color y tamaño de los frutos (Herrero et al., 
1996).  Debido a estos factores y a la falta de 
marcadores moleculares capaces de identifi -
car diferencias entre cultivares, los estudios 
se basan en características morfológicas del
fruto (Fang y Roose, 1997).

Este artículo es el primero en presentar
una evaluación de marcadores microsatélites 
para las accesiones de naranja C. sinensis
L. del Banco de Germoplasma de Corpoica,
Colombia.  Seis marcadores microsatélites
polimórfi cos específi cos fueron capaces de 
identifi car diferencias entre los materiales 
evaluados y seguramente podrían ser útiles 

en la evaluación de la diversidad genética de 
otro tipo de naranjas.

En el Cuadro 4 se puede observar el ni-
vel de polimorfi smo de los loci microsatélites
evaluados en 34 accesiones de naranja.

  Los marcadores que permitieron de-
tectar diferencias entre las accesiones de 
naranja evaluadas fueron:  CCSM-3, AMB-7, 
CCSM-13 y CCSM19.  Los valores de hete-
rocigosidad estuvieron comprendidos entre 
0.056 y 0.409 y los loci polimórfi cos entre 14
y 88%.  El marcador CCSM-19 fue el que ob-
tuvo el mayor valor de heterocigosidad media
observada He = 0.3227 con un 75% de los loci 
polimórfi cos.  Este es un buen marcador que 
puede ser considerado seguro para evaluar 
la diversidad genética de otros genotipos de 
naranja u otras especies relacionadas.

En las evaluaciones realizadas por mar-
cador, los valores del coefi ciente de diferen-
ciación genética (Fst) fl uctuaron entre 0.088 
para el marcador CCSM-6 y 0.313 para el 
CCSM-19, confi rmando las observaciones
anteriores donde el grado de diferencia-
ción genética encontrado es intermedio, y 
confi rmando aún más la gran uniformidad
que existe entre los materiales evaluados 
(Cuadro 4).

En el trabajo de Novelli et al (2006) el 
marcador CCSM13, que también fue evaluado
en este estudio, mostró dos alelos de 320 a 
380 pares de bases, respectivamente, para la 
mayoría de los cultivares de naranja dulce C. 
sinensis evaluados, con excepción de algunos s
cultivares los cuales mostraron patrones de 
bandas homocigotos 320/320 pb.  El valor 
de PIC (Polimorphism Information Content)
fue de 0.373 con una He (heterocigosidad 

Cuadro 4. Heterocigosidad, porcentaje de loci polimórfi cos, coefi ciente de diferenciación 
genética y desviación estándar de los marcadores microsatélites evaluados
en 34 accesiones de naranja Citrus sinensis L. Osbeck.

Cebador He Loci
Polimórfi cos

(%)

DST SD

CCSM-3 0.325 71.43 0.150 0.048
AMB-7 0.256 60.00 0.237 0.199
CCSM-13 0.256 60.00 0.296 0.296
CCSM-19 0.409 87.50 0.313 0.047
CCSM-147 0.056 16.67 0.144 0.250
CCSM-6 0.071 14.28 0.088 0.051
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esperada) = 0.501 y una Ho (heterocigosidad 
observada) = 0.902.  En este estudio el mar-
cador estuvo entre los  más polimórfi cos con
una heterocigosidad promedio esperada de 
0.2556 y un porcentaje de loci polimórfi cos del 
60%, aproximadamente, lo cual demuestra 
que es un buen marcador al discriminar di-
ferentes materiales de naranjas provenientes
de distintas localidades.

Novelli et al. (2006) en la evaluación del 
marcador CCSM147 observaron dos alelos
(100 y 120 pb), para los cultivares LIM, LIT, 
LIV, MIM y BGI, que fueron homocigotos 
100/100 pb.  Este marcador fue el que ob-
tuvo el valor más bajo de PIC=0.371, He =
0.499 y Ho = 0.878.  En este estudio este 
marcador también mostró niveles bajos de 
polimorfi smo con una He = 0.0561 y 17% de
loci polimórfi cos.

En el trabajo de Golein et al (2005) sobre 
el  aislamiento y caracterización de loci mi-
crosatélites en limón C. limon, el marcador 
AMB-7 presentó una heterocigosidad media 
de 0.677, en este estudio el valor de hete-
rocigosidad encontrado fue de 0.26.  Este
nivel más bajo de heterocigosidad puede 
deberse al tipo de materiales evaluados, la 
propagación clonal, entre otros factores que
han favorecido la homogeneidad de estas 
especies.

La mayoría de los cultivares de naranja 
dulce evaluados fueron homocigotos para casi 
todos los loci microsatélites analizados, como
lo muestra el valor de la He media que fue de 
0.167 y la cantidad de variabilidad genética 
explicada por los marcadores microsatélites 
que fue baja.

Debido a la alta similitud de la secuencia 
de ADN en diferentes cultivares de naranja 
dulce es necesario buscar alternativas que
incrementen su variabilidad genética, ya sea 
por mutación o hibridación inter o intraes-
pecífi ca.

Los estudios anteriores ponen de mani-
fi esto que el entendimiento de la taxonomía, 
relaciones fi logenéticas y variabilidad genéti-
ca en Citrus es crítica para la determinación 
de las relaciones genéticas, caracterización 
de germoplasma, control de la erosión ge-
nética, diseño de estrategias de muestreo
o colecciones ‘core’, establecimiento de pro-

gramas de mejoramiento y el registro de
nuevas variedades (Herrero et al., 1996).  Sin 
embargo, estudios previos con marcadores
moleculares demuestran que estos son una
herramienta poderosa para la elucidación de 
la diversidad genética, la determinación del
parentesco y las relaciones fi logenéticas en-
tre varias especies de cítricos, exceptuando
aquellas accesiones producidas por mutacio-
nes espontáneas y frecuentemente difíciles
de distinguir.  Los marcadores como los SSR 
son altamente informativos, codominantes y 
tienen una gran frecuencia de mutación por
lo cual constituyen un buen sistema para la
determinación de las relaciones fi logenéticos 
entre taxas estrechamente relacionadas, así
como para determinar el grado de diferen-
ciación genética o de polimorfi smo dentro de
las colecciones de germoplasma.

Conclusiones

• Los marcadores microsatélites utilizados
permitieron diferenciar 33 de las 34 acce-
siones de naranja evaluadas.

• Se encontró un nivel intermedio de diver-
sidad genética.

• No se observó relación entre los grupos
genéticos y las características morfológicas 
que describen las variedades.

• El marcador microsatélite más polimórfi -
co fue CCSM-19 con una heterocigosidad 
media observada de 0.3227 y 75% de loci 
polimórfi cos.
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