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Microinjerto de apices caulinares
de citricos in vitro

Luis Navarro, José Jusrez (Departamento de Proteccién Vegetal y Biotecnologia, Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA), Moncada, Valencia).

SNTRODUCCION

Las enfermedades transmisihies por injerto de los citricos producidas por virus, viroides, algunas bacterias, micoplasmas y fitoplasmas pro-
ducen dafios econdmicos muy impartantes en 1a mayoria de las zonas productoras. En general causan declinamientos, pérdida de vigor y vi-
da comercial corta de los drboles, disminucién de 1a produceion, baja calidad de ia fruta, restringen el uso de mﬁahos'pairunes y en varios ta-
sos causan la muere de los 4rboles. En consecuencia, pueden convertirse en los factores limitanies mas imporiantes de la praduscidn. El con-
trol de esias enfermedades s6lo puede hacerse con medidas preventivas, en las que es imprescindible usar piantas sanas en las nuevas plan-
taciones.

En muchas ocasiones no es posible encontrar drboles sanes de una determinada variedad, por lo que es necesario recurrir a fa utilizacidn de
técnicas que permitan la ebiencidn de plantas sanas a partir de plantas enfermas. En el pasado existian dos iécnicas para conseguir este ob-
jetive: la embrionia nucelar y la termoterapia. :

La técnica de Ia embrionia nucelar se basa en el hecho de que la mayoria de fos patigenos de citricos no se transmiten por semilfa. Ade-
m4s, las variedades de citricos poliembridnicas o apomicticas producen semillas en las que ademis del embrién sexual, se forman embrio-
nes nucelares asexuales. Los embriones nucelares son genéticamente idénticos a la planta que produce las semillas, ya gque se originan en
un tejide somatico como es ia nucela. Por ello, fas plantas ohtenidas por germinacidn de los embriones nuceiares no estan infectadas por
los patdgenos gue afectan a la planta madre y son genéticamente idénticas a la misma. Esta técnica tiene limitaciones muy imporianies de-
hido a que no puede aplicarse a las variedades monoembtinicas, como las clementinas y otros mandarings, y a que las piantas obtenidas
tienen caracteres juveniles. Las planias juveniles tienen muchas espinas y no florecen durante los primeros afios de vida. Para muchos ge-
notipos es necesario esperar un minimo de 15 afios para que los caracteres juveniles disminuyan y las plantas puedan usarse comercial-
mente.

Otro método usade en ! pasado para obtener plantas sanas es fa lermoterapia. Consiste en tratar fas plantas infectadas a elevadas tempe-
raturas (38-40°C) durante varias semanas. En esias condiciones es posible inactivar algunos patdgenos sin matar la plania. Sin embargo,
este procedimiento es ineficaz para eliminar patégenos resistentes a altas temperaturas, como los viroides, que estdn muy extendidos en fa
mayoria de las zonas citricolas.

En estas circunstancias era imprescindible disponer de un método que permitiese obtener plantas libres de lodos jos patdgenos que afectan
a los citricos y sin caracteres juveniles. Las investigaciones para consaguir este objetivo se basaron en el hecho de que las zonas meriste-
maticas de los apices caulinares de [as plantas suelen estar libres de patégenos aunque el resto de las eélulas de la pianta esién infectadas
y en que las técnicas de cultive de tejidos in vitro permiten a regeneracion de plantas enteras a partir de los dpices.

Los intentos de regenerar plantas directamente mediante cullivo in vitro de pequefios dpices caulinares de citricos fracasaron. Sin embarge,
fue posible la obtencidn de plantas sanas mediante el injerto de dpices caulinares en patrones cultivados jn vilro. A esia técnica se la deno-
miné microinjerto de dpices caulinares /n vilrg (NAVARRD ¥ col. 1975, Navarro, 1988, 1992). En este articulo se dascribe con detalie esta téc-
nica y se discuten sus principalas aplicaciones.

Técnica de microinjerto de © gluye las siguientes etapas: preparecidn del patrén, . Preparacin del patrdn

épices gaulinares in vitro o praparacion del Apice, injerto, cultivo fn vilrode fas - Los patrongs sé ohtienen medianie germinacion de
© plantas injertadas y transplante a macetas en in- :  semilias in vifro. Las semilias se pelan eliminando

La técnica estandar descrita por Navarro y col. i vernaderg. ¢ los dos tequmentos (Figura 1a), se esterilizan en

(1975} se usa en [a mayorfa de los laboratorios re- superficie y se slembran en tbos de ensayo que

lacionados con la mejora sanitaria ds ciiricos. In- © contienen un medio de cultive compugsto por las
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Figura 2. Representacién diagramatica del procedimiento de cuareniena i vifrg.

sales minerales de Murashige y Skoog y agar al 1%.
Los cultivos se incuban en la oscuridad a una tem-
peratura de 27°C (Figura 1b).

La adad def patron tieng una influgncia impor-
tante en el procedimiento. Los porcentajes de pren-
dimiento més altos usando citrange Troyer como
pairdn s& obtuvieron con plantulas de dos sema-
nas de edad. Cuando se usaron plantulas més jd-
venes {1 semana), la mayor parte de fos Apices se
cubyieron rapidaments por &l callo producide en fas
zonas de corte del patrdn, mientras que muchos
dpices injertados en patronss mas viejos (3y 4 se-
manas} & Secaron y murieron.

La edad &s realments un simple indicador del
dasarroltc de [as planiulas, que, también esta in-
fluenciado por &l tamafio de los embriones, fa tem-
peratura de germinacion, el lote de semilias y e pe-
rfodo de almacenamiento de fas mismas. La altura
y &l didmetro dei tallo son més apropiados para de-
terminar el estado optimo de los patrones para mi-
croinjerto. Rutinariaments en el faboratorio usamos
nidntulas de citrange Troyer de 3-5 om de ailura,
con un didmetro de 1'6-18 mm en &l punto ds in-
jerto.

Ei citrange Troyer es el pairn més utilizado
para microinjerto. Su compartamiento se ha esty-
diado sxtensamente y tiene la ventaja adicional dé
sus hojas trifoliadas, que sirver como indicador
morfolégico para identificar los brotes adventicios
que produgs con frecuencia el patrdn. Sin embar-
go, cualquier patrdn que sea compalible por injer-
to con la variedad puede ser usado para el mi-

groinjerto, aungue pueden obtenerse distintos por-
centajes de prendimiento.

El patron se saca dal fubo de ensayo en con-
dicionas asépticas y se dscapita dejando aproxi-

: . madaments 15 crn del tallo. Se corta et exiremo de

ta rafz, dajando aproximadaments 4-6 cm de a mis-
may se eliminan los cotiledones (Figura 1c). Elin~
jerto puede hacerse en varias posiciones, pero se
recomienda colocar el dpice caulinar en el interior
de una incisian tipo T-invertida (Figura 1i). Esta se
realiza mediante un corte veriical de 1 mm que sg
inicia en el punto de decapitacidn y un corte hori-
zontal de 1-2 mm. Los cortes se realizan a fravés
del cortex v os tados de fa incisién se levantan li-
geramente para exponer la médula,

Preparacion del dpice

Los dpices caulinares pueden aislarse de bro-
tes vegetativos en crecimignto activo de plan-
las cuitivadas en campo o Invernadero o de va-
retas cultivas in vitro. Los drboles da campa
son 14 fuenfe mas directa de brotes, pero estén
condicionadas por la estacicnalidad de la bro-
tacion v porque el porcentaje de eliminacidn
de patogenos es mds bajo que con otras fuen-
fes. Las plantas de invernadero tignen Ja ven-
taja de que los brotes pueden inducirse en cual-
quisr época del afio. Ademas, la brotacion pus-
de realizarse 2 tamperaturas calidas {32°C), lo
que mejorz |3 eficiencia de eliminacion de pa-
t4genos. Esta fuente se ha usado de forma ru-
tinaria durante muchos afios en nuesiro labo-
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ratorio. Las variedades infectadas se propagan
sobre un patr6n vigoroso v se cultivan en ma-
cetas en invernadero a 18-25°C. Cuando se va
a procedsr a fa realizacidn del microinjerto, fas
plantas se defolian toaimenie de forma manual
v s& oolocan en una cdmara de cultivo a tem-
peratura constante de 32°C. En 8-12 dias se
producen brotes (Figura 1d) que se usan co-
mo fuente de dpices para el microinjerto.
Varetas cultivadas in vifro a temperatura cons-
tante de 32°C YExpuestas durante 16 horas al
dfa a una iluminacién de 80 mEm 2571 con
un medio de cultivo que contiene las sales mi-
nerales de Murashigs y Skoog selidificadas
con 1'2% de agar, son tzmbién una excelentz
fuente de dpices para microinjerto. Las varatas
producen brotes sn 8-16 dfas {Figura 1e} que
se usan para el alslamiento de dpices. Esta
fuente se usa rutinariaments en el laboratoric
para la introduccidn de variedades a través de
Iz Estacion de Cuarentena de Ciiricos {Nava-
RRO ¥ col. 1984, 1891} y se usa cada vez con
mds frecuencia para ef saneamiento de geno-
tipos focales, ya que es més répida que 2 pro-
pagacién de piantas en invernadero e incluso
proporciona porcentajes de procedimientc més
glevados (Navarao v col., 2002).

Injerto

Se usan brotes con una longitud maxima de
3 cm para svitar el estado de abscisidn. Se
eliminan las hoias de mayor tamafio, s& cor-
tan a un tamafio de 1 cm aproximadamente
{Figura 1f) y se esterilizan en superficie con
una soluci6n suave de hipociorito sodice. Los
primordios foliares de mayor tamafic del bro-
te se eliminan con ayuda de un micrascopia
y de instrumentos de microdissccitn y se als-
|a el Apice caulinar compussto por el metis-
temo apical y tres primordios foliares, con un
tamafic comprendido entre 1 y 0°2 mm con
la ayuda de un microbisturf (Figuras 1g y h).
Este dpice no tiene conexiones vasculares con
el resto de la planta (Figura 1g) v esto expli-
ca en gran medida porqué |2 tcnica es capaz
de eliminar los patdgenas. El dpice se coloca
en el Interior de la incisidn del patrén, con
a superficie da corte en contacto con et cor-
tex expuesto por el corie horizontal de 12 in-
¢isidn (Figura 11)

E! ndmero de injerios prendidos aumenta con
gl tamafio del &pice, pero disminuye el ndme-
ro de plantas sanas obienido. Por ello es ne-
cesario elegir un tamafia de pice que propor-



cione un porcentaje de prendimiento acepta-

biz y ef mayor grado posible de eliminacion de
patdgenos. Hay que tener en cuenta que [0S
trabajos de diagndstico de patdgenas son imds
Car0$ y necesitan mas tiempo que los de fa téc-
nica de microinjerto. En nuestro laboratorio
usamos rutinariamente apices compliestos por
el meristeno apical y res primordios foliares.
El tamafio medido desde la supsrficis de cor-
te hasta el extremo del primordio foliar de ma-
yor tamafio varfa enire 01y 0'2 mm, depen-
diendo de la especie de citricos.

CGultive in vifro de las plantas injerta-
das

(a5 plantas injeriadas se cultivan en un medio
fiquido compuesto por las sales minerales de
Murashige y Skoog, vitaminas v sacarosa al
7'5%. EI medio se distribuye en alfcuctas de
25 mien tubos de ensayo de 25 x 150 mm, Se
coloca una piataforma de papel de filtro, per-
forada en &l cantro para insertar a ralz del pa-
trén {Figura 1]). Los cultivos se mantienen a
termperatura constante de 27°C expuestos du-
rante 16 horas al dia a una iluminacitn de 40-
50 uEm's™,

La adicion de reguladores de crecimiento {au-
xinas y citoguininas) en el medio de cultivo o
la aplicacion de los mismos en ef punte de in-
jerte no incrementa los porcentajes de prendi-
mienio. Lz sacarosa en cambio tiens un pa-
pel fundamental ya que afecta tanto a la incl-
dencia de prendimiento como al crecimiento
de Ias plantas injertadas. Los resultados dpti-
MOS € censiguen con una concentracion dat
7'5%, que es de tas mas altas descritas para
cultivo de tejidos vegstales.

Los estudios histoldgicos muestran que tres
dias después de realizar el injerto ya hay de-
sarrollo de callo tanto en el patrén como en
el dpice y que a los cinco dias se observa que
el callo se ha desarrollado totalmente en la li-
nea unidn (Figura 1k). A los siete dias se ob-
serva el inicic de la diferenciacicn vascular en
el callo de unidn y a los once dias se observa
una conexién vaseular completa.

El crecimiento de pequefias hojas procedentes
tel pice puede observarse microscdpicamente
a tas 3-4 semanas después def inerto (Figu-
ra 1) y en 2-3 semanas adicionaies os injer-
tos prendidos tienen de dos a cuatre hojas ex-
pandidas y pusden transplantarse a suelo (Fi-
gura 1m).

ja revolucion citricola

Figuya 3. Diferentes fipas de microinjerto /n vilro nara sropagacidn de ganotinas de élite.

Esta procedimiento se ha usado rutinariamen-
te en los 0ltimas 30 afios en el Programa de
Mejora Sanitzria de Variedades de Agrios (ver
articulo en este nimero de ia revista} con nu-
merosas variedades de al menos 43 especies
del género Citrus y con especies de los gé-
neros Fortunelia y Poncirus, Bl porcentaje ge-
neral de prendimiento se sitlia en forne a 40%,
con pequenas difersncias entre especies y fuen-
tes de 4pices. La dnica excepcidn son los li-
MOnerns, £on 16s que se obtiene un porcenta-
ie de prendimiento en torno al 20%.

Traspiante a suelo

La variedad injertada debe tener al menos dos
hojas expandidas antes de st fraspiante a sue-
0. Fste estado se alcanza normaimente a las
4-6 semanas después del injerto (Figura 1m).
Las plantas microinjertadas se frasplantan a
macetas que contiengn un sustraio esteriliza-
do por vapor y adecuado para el cultivo de ci-
tricos. Las macetas se introducen en botsas de
polietilena que se clerran v se cotocan en una
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Figura 4. Embrienes ancrmales predusidos ea experimentos de fusién de protoplasios
{a,b ¥ o} v planta iniariada in vitro {4} que produjo una planta viable.

zona sombreada del invernadero a 18-25°C. Al
cabo de 8-10 dias se abren las bolsas y des-
pués de otros 8-10 dfas lzs macetas se sacan
de 1as bolsas y se cultivan en condiciones nor-
males de invernadaro. Otro sistema de tras-
plante consiste en reinjertar 1a parte aérea de
[a planta microinjertada (tallo del patrdn y ho-
ias de varfedad) sobre un pafrén vigoroso cul-
tivado en invernaderg. Con ambos procedi-
mientos obtenemos habitualments mas def
95% de supervivencia en el frasplante, aungue
el crecimiento es mas rapido con el reinjerto.
Las plantas obtenidas par microinjero ne fs-
nen caracteras juveniles si los dpices se aislan
de plantas adultas. Normalmente florecen v pro-
ducen frutos en 1-2 afios desde sl injerto (Fi-
gura 1n). Entre diferentes iaboratarios en el
mundo se han obtenido miles de plantas por
microinjerto y todos los datos disponibles in-
dizan que durante el proceso no se produce
ninguna alteracion genética por mutaciones de
la variedad.



Aplicaciones del microinjerto
de dpices caulinares in vifro

Ohtencidn de plantas libres de patdgencs

La aplicacion mas importante de 1a técnica del mi-
croinjerto es la obtencion de planias sanas a par-
tir de plantas enfermas. Ha sido efective para la eli-
minacién de todos los patdgenos de cifricos con
los que ha side ensayada, que son los causantes
de las siguientes enfermeadades: cachexia, cancro-
sis, exocortis, huanglombing (ex greening), impie-
tratura, infectious variegation. crinckly leaf, leaf
Dlotch, psorosis Ay B, ringspot, stubborn, tatier fe-
af, tristeza, vein enation y vellow vein (Navarro,
1892). Se incluyen enfermedades causadas por vi-
rus, viroides, micoplasmas, bacterias de floemay

agentes transmisibles de naturalsza desconocida.

Los factores mds importantes que afectan a la
eliminacion de patégenas por microinjerio sen el
tipo de patfgeno, el tamafio del dpice v [a tempe-
rafura de crecimiento de 1as plantas que se usan co-
mo fuente de dpices. Algunos patdgenos son muy
facites de eliminar y practicamente el 100% de 1as
plantas obtanidas por microtnjerto estan libras de
las mismas, En este grupo s incluye los viroides
(pxacortis, cachexia), infectious variegation, crinkly
Ieaf, stubborn, huanglonbing, {risteza suave y vein
enation. Otros patdgenos como 1as razas severas
de tristeza v el yeliow vein son faciles de eliminar y
se eliminan en &l 80% de las plantas microinjer-
tadas. Finalmente, otras enfermedades como con-
cave qum, cristacortis, dweet mottle, leaf bioteh,
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impietratura, psorosis, ringspot y fatter leaf son di-
ficiles de eliminar v normalments menos de! 25%
de 1as plantas microiniertadas estdn fibres de estas
enfermedades. Fstos dafos se abtuvisron cuando
los dpices se aislaren de plantas de campo o plan-
fas cultivadas en invernadero a 18-25°C.

La incidencia de obiencidn de plantas libres de
las enfermedades dificiles de eliminar se incremen-
tz drasticamente cuando [as plantas infectadas se cul-
fivan & temperaiuras mas altas durante el periodo da
brotacidn. Como se ha indicado en &f apartado 2.2 en
el procedimisnto rutinario de microinjerta los dpices
se afslan de plantas que brotan en un incubador &
32°C o de varetas cuitivadas /7 wifroa la misma tem-
neratura. Con este procedimiente mas del 90% de I3
plantas micrainjertadas estdn normalmente libres de
fas enfermedades dificiles de eliminar. La dnica ex-
cepeion es el citrus leaf blotch virus que se elimina
en menos del 50% de las plantas micrainjsrtadas.

El tamafio del dpice también tiene ura in-
fluencia importantz en la incidencia de plantas sa-
nas obtenidas. Se ha demostrado que el aumen-
to del tamafio del dpics incrementa fuertements el
porcentaje de orendimiento, pero disminuye en fa
misma proparcion la incidencia de plantas sanas
obtenidas. La frecuencia relativamente baja de
plantas sanas obtenidas per microinjerto en algu-
nos laboraiorios s probablements debida a la uti-
Hzacidn de dpices de mayor tamafio para asegu-
rarse un glevado prendimignto. Como se ha in-
dicado en el apartado 2.2, un 4pice compuesto por
el meristemo apical y tres primordios foliares, con
un famafio de 9'7-0'2 mm, da un buen porcenta-
je de prendimiento v slevadas 1asas de efimina-
cidn de patdgenos.

Todos estos datos indican que la aplicacion de
I técnica del microinjerto no garantiza que las plan-
tas obtenidas estén sanas. Esta situacidn es comdn
atodas las técnicas de sangamiento y por ello es
necesario aplicar métodos adecuados de diagnds-
tico de patdgencs para garantizar que las plantas
obienidas estan sanas.

La #écnica del microinjerto es 1a mejor técnica
dispanible para la obiencién de plantas sanas de
cfiricos, ya que permite obtener plantas libres de
patdgenos que no se pueden eliminar por termote-
rapiay 1as plantas resuftantes no tienen caracte-
res juveniles. Porello se utiliza en la actualidad fo-
dos [ns paises cifricolas que tienen programas de
saneamiento. En Espafia se realiza el programa mas
extenso basado en microinferto. Los detalles y si-
tuacion actual del mismo se expone &n otro articu-
10 en esta revista,



ya revolucion citricola

Pracedimiento de cuarenfena. - - -

El intercambio de material vegetal de cftrieos
entre distintos paises es con frecuencia dese-
able con objetivas clentificos y comerciales.
Sin embargo, la importaciér incontrolada de
varetas tiene el riesgo de infroducir nuevas pla-
gas y enfermedades que en alguncs casos pue-
den tener efecios catastréficos o causar dafios
econdmicos muy importantes. Este rfesgo se
puede minimizar mediante la importacion a fra-
vés de estaciones de cuarentena, que tienen
como obijetivo 1a importacién de varisdades
con controles especificos para evitar la infro-
duccion de piagas y enfermedades que puede
Hevar el material importado.

El método clésico de cuarentena consiste en pro-
pagar f matarial importade en invernaderos lo-
calizados en zonas muy alejadas de las planta-
ciones comerciales. Las planias propagadas se
someten a observaciones y diagndstico especi-
fico de patégenos. Cuando &l material astd in-
factado se destruye o se somete & un proceso
de saneamiento. Este sistema requisre ia exis-
tancia de estaciones de cuarentena can todas
las instalaciones necesarias y la disponibilidad
de personal espacializado en entemologia, vi-

rologia, micologia v bacteriologfa. Ef procedi- >
miento s6 usa en paises con larga tradicignen | Figura 8. Regsneracién de plantas ransgdnicas. a) hrole transgéniso que coniiens 8l gen

. . marcador gfp que producs ena groteing qus amiis fuorasceneia verde cuands se ohsarva
c%uarentena que d|lsponen.t?e estaciones centra- con tuz azyl; b) beofs ransgénics microiniesiade an ciirange Troyer no rensformado; ¢)
|izadas, con amplia datacicn de personal espe- irutas de naranjo dulee da una planta sin transformar {2iviba) v de una nlania transformada
clalizado y que se usan simulidneamente para

Figura 7. Regenaracisa de slanizs deo clemsenting prosedenies de axpevimentos ds variagién
somacionai. a; enlrentdo de planias aduiias de clemantino de Nules zullivado in vitr )
planta obisnida por micreiniario a partlr de 1as peguefas yemnas produsidas por fos enirs-
nudos; ) svaluazion sn camuo ds las varianias somasionalss poienscialas.

portadora del gen marcatior widd, sus nroduce una proteing gue se tifle de solor azul, re-
importar variedades de varios cuitivos. Sin em-

generada per miersinjerio {abaia).
bargo, es largo, muy caro y dificil de establecer
simplemente para un cultive, gunaue sea de fa
importancia dg los citricos.
La uiilizacion de la biotecnoiogia nos ha per-
mitido nuevamenie resolver este problema. Se
ha pueste a punto un procedimiento de cua-
rentana basado en técnicas de cultive de teji-
dos /fvitro que es muy eficaz para la importa-
Cidn da varfadades de citricos sin riesgos fito-
sanitarios {Figura 2} (Navargo y col., 1984, Na-
WaRRO 1992).
Las varetas que se importan se desinfectan y
se cultivan jm vitro a 32°C en una cdmara de
cultivo para inducir [a brotacidn de las yemas
(Figura 1&). Los brotes producidos se desin-
fectan nuevamente y se proceds al afslamien-
to de fos 4pices caulinares que se micrinjer-
tan in vitro. Todo &f material vegetal sobrante
se destruye en las disfintas fases (Figura 2 y
[0 Gnico que realmente se importa es un pe-
quefic Apice cauliner que normalmente esfd 1i-

bre de plagas y enfermedades. El procesa in-
cluye diferenies controles (Figura 2) que mi-
nimizan las posfhilidades de escape de orga-
nismes nocivos que pudiera Hevar el material
importado, Ademads, el procedimiento es muy
rapido y se completa en unes 18 meses, in-
cluyendo el tismpo necesario para la realiza-
cién de los procedimientos de diagndstico de
patogenos de las plantas microinjerfadas.

Este procedimiento de cuitivo de tejidos tiene
varias ventajas respecto al sisiema cle cuaran-
tena tradicional. Las plagas y enfermecadas que
pudiera contener el materfal importado se li-
minani en las primeras fases de !a introduccian,
10 que acelera el proceso v o Nace mas seguro.
Los tubos de ensayo son los sustitutos de fos
invernaderos aislados que se usan en las esta-
ciones de cuarentena tradicionales v pusden lo-
calizarse en centros de investigacion de citricos
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donde existen todas las Infraestructuras y los
especialistas en |as distintas disciplinas nece-
sarias. En muchos e estos centros de investi-
gacidn se usa nitinariaments el microinjerto pa-
ra &l sangamiento de variedades locates, por
lo Gue es relativamente sencillo estatrecer es-
tacionas de cuarantena que se basan en esta #c-
nica. El procedimiento se recomienda por FAQ
para el intercambio de germoplasma de cftricos
y ha sido legalmente aceptado en varios paises,
incluyendo la Unién Europea. En Espafia se uti-
liza desde 1984 v ha permitico la intraduccidn
de mas de 260 genotipos de citricos sin ningdn
problema.

Aplicaciones en investigacidn

Ademds de su utitidad en investigaciones $o-
bre patdgenos fransmisibles por injerto, ef mi-
croinjerto s& esta convirtiendo en una técnica




ds gran utilidad para la propagacion y regene-
racion de genotipos de elite en distintas are-
as de investigasin, Para este propdsito se uti-
fizan &pices mucho mas grandes de hasta 1cm
ds longitud utilizando distintos fipos de inci-
siones (Figura 3) con 1as que se obtienen por-
centajes de prendimiento cercanos al 100%. A
continuacion s describen algunas de estas
aplicaciones.

Regeneracidn de hibrides somaticos
En los experimenios de fusion de protoplastos
se obtienen con frecuencia embricnes anor-
maies. Estos incluyen embriones con cotile-
dones fasciados, embriones que iras la germi-
nacién solo producen tafios o plantas sin una
adecuada conaxidn vascular entre tallo y rafz,
proliferacion anormal de brotes efg (Figura 4}
{Ouwvanes-FusTer, 1988). Estos embriones no
producen planias que puedan trasplantarse 2
sueln, por lo que se reduce la eficiencia de ab-
tancidn de hibride somaticos y se pierden ge-
notipos potencialmente valiosos. Este probie-
ma se resuelve de forma rutinaria injeriando in
vitra 105 brotes producides por la germinacicn
de los embriones anormales para producir plan-
tas que se establecen en ef invernadero con al-
ia eficacia (Figura 4).

Regeneracién de plantas a partir de api-
ces irradiados

El método de irradiacién se utiliza en progra-
mas de mejora de citricos con el fin de reducir
el nimero ds semillas que producen genoti-
pos de alta calidad, como es gl ¢aso de [as
mandarinas. Sin embarge, en muchos casos
se producen quimeras inestables que revierten
a la variedad originat después de varios ciclos
de propagacién. En experimentos reaiizades
para producir clementinas sin semillas, se ais-
jaron dpices asépticamente, se ¢olocaron ver-
ticalmenie en un medio con agar en placas Pe-
tri y posteriormente se irradiaren. Ef métoda se
baso en la hipdtesis de que 1as células ex-
puestas del meristemo podrian mutar produ-
ciendo plantas estables. Después de la irra-
diacion se obtuvieron plentas mediante la téc-
nica de microinjerto, que se trasplantaron a
suelo y postericrmente se evaluaron (Figura
5). Mediante esta metodolegia se han obleni-
do muiantes aparentemente estabies y con far-
tilidad reducida, entre los cuales se ha selsc-
cionado una nueva variedad denominada Nu-

a revolucion cit

lessin, que se ha protegide y estd en fase da
evaluacion adicional en viveros de citricos
(Asis y col., 2002).

Regeneracidn de plantas haploides

Las plantas haploldes tienen una gran canti-
dad de aplicaciones interesantes en genética y
genémica de cftricos. Esle tipo de plantas s¢
puede cbtener mediante partenogénesis i si-
fu despugs de la polinizacion con polen irra-
diade, Este tipo de polinizacitn produce se-
millas abortadas, que en algunos casos con-
tienen ambriones haploides, que cultivados /n
vitro producen en la mayoria de 10s casos una
profifaracion anormalmente compacta que no
permite 12 regeneracion de plantas. Sin em-
bargo, el injerto /i vitro de algunos de estos
iejidos con apariencia de brote nos permitio fa
regeneracidn de varias plantas haploidss de
zlementina de Nules que se estabiecieron sa-
lisfactoriamente en condiciongs de invernade-
re, en donde inchyso han flerecido (Figura 8).

Obtencitn de planias fetraploites es-
lables de genotipos manoembrionicos
Las plantas tetraploides de genotipos mono-
embridnicos pueden ser muy importantss para
su utilizacidn como parentales femenings en
prograrmas de mejora genética dirigidos 4 | ob-
tencién de hibridos triploides de mandarinos.
Sin embargo, este tipo de genotipos no se pro-
ducen espontaneamente en la naturaleza v, por
tanto, nc estdn dispenibles para la mejora. Te-
dricamente se pueden obtener madiante el tra-
tamiento de yemas con colchicina, psro nor-
maimente |23 plantas obtenidas scn quimeras
Inestabies sin valor para la mejora. En nuesiro
laboratorio hemos ensayado fa produccién de
plantas tetrapioides mediante el tratamiznto de
gpices con una solucién de colchicing y pos-
terior regenaracion ce plantas con la téenica de
microinjerto o afiadiendo una gota de una so-
iucitn de colchicing sobre un dpice dos sema-
nas después de haber side injgrtado i vitro.
El objetivo fue Iz induccion de la duplicacién
cromosOrmica en las células expuestas del me-
risierno. Mediante estzs técnicas hemos obie-
nido piantas tetraploides estables de clementi-
na de Nules y Marisol que son las més amptia-
mente ufilizacas en la aciuatidad como paren-
tales femeninos &n nuestro programa de obien-
¢ién de tripioides (ver articulo sobre triploides
en este nimero de la ravista),
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Regeneracidn de plantas en experi-
mentas de variacidn somaclonal de ma-
terial adulto

La variaciGn somaclonai es una via interesante .
para.la mejora de fos ¢itricos que £std siendo
utilizada con este propdsito en varios labora-
torios. El grupo de clementinas es un busn
candidato para estudios de variacién soma-
clonal, ya gue son genéticamenie ingsiables
y con frecuencia producen mufacicnes en el
campo. Nosotros hemos tratade de oblener
variantes somaclonales a través del proceso
ds organogenesis adventicia a partir de teji-
dos de entrenudos de material adulto, pero
estos solo producen yemas muy paquefias
que no pueden ser enraizadas para produci
plantas (Figura 7). Sin émbargo, el injerto in
viiro de este tipo de yemas nos ha permitido
obiener mds de 450 plantas gue actualmen-
te $& encuentran en evaluacion en campo (Fi-
gura 7).

Regeneracidn de plantas transgénicas
1Una de las mayores limitacienes de fa trasfor-
macidn genética era la dificultad de obtener
planias a partir de brotes transgenicos {Pefa ef
al. 2002). La eficlenciz de enraizamiento de los
brotes fransgénicos de muchos genetipos es
muy baja y el enraizamiento de brotes de ma-
terial adulto es casi slempra imposible. La uti-
lizacidn de fa técnica de microinjerto para [a
regeneracion de plantas a partir de brotes fras-
formada se ha convertido en un procedimien-
to rutinario en la mayorfa de los laboratorios,
permitiende de este mode un importante in-
cremento de la eficacia de los protocolos de
trasformacion genética (Figura 8).

Conclusiones

. téenica de microinjerto estd teniendo un gran
impacto en a citricuitura de todo &l mundo. Varias
snfermedades transmisibles por injerto estdn de-
sapareciendo de las plantaciones de citricos de mu-
chos paises v también hay una disminucidn de los
riesgos de introduccidn de plagas o enfermedades
exdticas con el infercambio de genalipos; ademés,
se han reducido lag limifaciones de uso de algunos
patranes ¢omo consecugncia de la infeccidn de la
variedad. Ademds, se ha producido un incremen-
to en la produccitn y calidad de los frutos como
consecusncia del control de las enfermedagdes tras-
misibles por injerto.



ga revolucién citricola

Por otra parte, Ia téenica de microinjerto esta  © plantas gue no se pueden obiener par oiros medios, 3_ La técnica de! microinjerto de apicas caulinares
do cada vez mds utitizada como un instrumen-  © Incluyendo trasformacidn genética, hibridacion se- | fn viltroes probablemente ef desarrollo clentifico de
ndamentai en diferentes reas de Investigacion, :  mdtica, regeneracicn de piantas haplcides y fefra- . los ltimos cincuenta afios que ha tenido un mayor
ragenarar genotipos de elite o para producir  © ploides y variacion scmaclonal. i impasto socioscondimico en 1 clviculiura mundial,
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