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Trasplante a suelo de una plantula de ajo obtenida
por cultivo de apices in vitro.

[ debate social que se ha abierto en torno a las plantas transgénicas,

con amplia difusion en los medios de comunicacion, lleva en muchas

ocasiones y de forma errénea a considerar que la transformacion gené-
tica es la iinica biotecnologia aplicable en agricultura. La biotecnologia es
mucho mds amplia y se usa actualmente en numerosas aplicaciones.

En el caso de los citricos, dos importantes lineas de investigacion biotecno-
logica en las que se estd trabajando en el Instituto Valenciano de Investiga-
ciones Agrarias (IVIA) son las dirigidas a la mejora genética para la obten-
cion de nuevas variedades y patrones y, por otro lado, a la obtencion de plan-

tas libres de patogenos

MEJORA GENETICA

La mejora genética cldsica tiene
grandes limitaciones en los citricos
debido a diversos factores. La gran
mayoria de especies y variedades son
poliembriénicas debido a la apomixis
o embrionia nucelar, que impide en
muchos casos el desarrollo del
embrién sexual. Esto dificulta enor-
memente en la practica el uso de
variedades poliembridnicas como
parentales femeninos. Ademas,
muchas variedades de importancia
econdomica, como las navels o satsu-
mas, presentan esterilidad total o par-
cial del polen y/o de los megasporo-
citos femeninos, lo que también
impide su utilizacién en programas
de hibridacion.

La mayoria de las especies de citri-
cos tienen una elevada heterocigosis,
lo que causa una gran segregacion de
caracteres en la descendencia. Ello
obliga a estudiar un alto nimero de
hibridos para seleccionar aquellos
que tienen los caracteres deseados.
Este proceso se complica con el largo
periodo juvenil de los citricos, que
requiere el cultivo de las plantas
durante varios afios antes de poder
iniciar su seleccién y evaluacién, ya
que no existen métodos de evalua-
cién precoz de la descendencia. Un
problema adicional es el escaso
conocimiento sobre los mecanismos
genéticos que controlan los principa-
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les caracteres agrondmicos y la

forma de heredabilidad de los mis-
mos.

Debido a estos problemas, la reali-

zacion de programas de mejora cla-

sica similares a los existentes en
otras especies obligaria a evaluar
durante muchos afios una gran canti-
dad de hectdreas de arboles indivi-
duales que en la préctica es irreali-
zable. Esta es la causa de que las
variedades y patrones comerciales
de citricos que se han obtenido
mediante programas de mejora sean
muy escasos en el mundo, limitdn-
dose a alguna variedad de mandari-
no y a algun portainjerto.

El procedimiento de mejora que
mayores resultados ha proporcionado



Hibridos triploides obtenidos en la campafa 1999

es la seleccion clonal en campo, que
se basa en la tendencia de los citricos
a producir mutaciones espontdneas.
Un ejemplo tipico de este sistema son
las variedades comerciales de cle-
mentinas, satsumas y naranjos navel.
No obstante, este procedimiento tiene
el inconveniente de que las mutacio-
nes se producen al azar y en conse-
cuencia no pueden dirigirse. Otro
método que se ha usado con éxito en

Hibridos triploides de 4 afos de edad.
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en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.

el caso de los pomelos ha sido la irra-
diacién de semillas, que ha permitido
obtener las variedades rojas aspermas
mds comercializadas en la actualidad.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Los desarrollos espectaculares de
diversas técnicas de biotecnologia
que se han producido en los udltimos

b ey TAL
W e

afios estdn cambiando las perspecti-
vas de mejora genética d e las princi-
pales especies cultivadas. En el caso
concreto de los citricos la puesta a
punto de estas tecnologias es mucho
mds répida que en otras especies
lefiosas y ya se estdn iniciando pro-
gramas de mejora basados en las mis-
mas en varios paises, incluyendo
Espaia. Estas técnicas pueden permi-
tir resolver una parte importante de
los problemas de mejora cldsica y
abordar nuevos objetivos de mejora
impensables hasta ahora, incluyendo
aspectos importantes relacionados
con la sanidad.

Apice de fresa sobre
un bisturi construido a partir de
una esquina de hoja de afeitar.

A continuacién se realiza una breve
exposicion de las principales lineas de
investigacién que se estin llevando a
cabo sobre mejora genética de citricos
usando técnicas de biotecnologia.

OBTENCION DE VARIEDADES SIN
SEMILLAS.

Una condicién bésica que deben
tener las variedades de citricos dedi-
cadas al consumo en fresco es la
carencia de semillas. Las variedades
espaiiolas cultivadas en la actualidad
cumplen este requisito ya que son
autoincompatibles, tienen polen
inviable o presentan degeneracion de
los megasporocitos femeninos. Las
nuevas variedades tardias de manda-
rina que se estan implantando, como
Fortuna, Nova, Ellendale u Ortani-
que, tampoco producen semillas en
plantaciones aisladas, ya que son
autoincompatibles. Sin embargo,
pueden polinizarse entre ellas y con
las variedades de clementina previa-
mente existentes, lo que origina la



formacién de semillas en este con-
junto de variedades. Estos problemas
iniciales pueden agravarse en el futu-
ro dadas las tendencias actuales de
plantacion de mandarinas.

La obtencién de variedades triploi-
des, con 27 cromosomas en vez de
los 18 de las variedades normales
diploides, es el camino mds promiso-
rio para obtener nuevas variedades
sin semillas. Las plantas triploides
son generalmente estériles y en con-
secuencia no producen semillas, ni
siquiera por polinizacion cruzada. Un
ejemplo tipico de variedad triploide
es la lima Bears, de origen descono-
cido, que tiene una elevada produc-
cién de frutos de calidad sin semillas.
Las variedades triploides pueden

/ Cultivo de : i
de boniato al cabo'd
~semanas del

| obtenerse mediante los siguien-
& tes procedimientos:
» a) Cruzamientos entre parenta-
~ les, tetraploi des y diploides.
. Esta aproximacion estd limi-
tada porque la mayor parte de
las semillas procedentes de los
; - cruzamientos abortan antes de
f: alcanzar su madurez y por el
| escaso numero de parentales
tetraploides disponibles.

El problema del aborto de semillas
puede solucionarse actualmente
mediante el cultivo in vitro de los
embriones procedentes de las semi-
llas inmaduras. Mediante este proce-
dimiento pueden obtenerse sin exce-
sivos problemas hibridos triploides a
partir de los cruzamientos entre tetra-
ploides y diploides.

La obtencién de nuevos parentales
tetraploides puede abordarse actual-
mente mediante el cultivo de dvulos
en presencia de colchicina y median-
te fusion de protoplastos.

El cultivo de 6vulos in vitro proce-
dentes de frutos en desarrollo es una
técnica sencilla que permite obtener
embriones nucelares, que después de
la germinacién dan lugar a plantas
que pueden trasplantarse sin proble-
mas a suelo. Si los 6vulos se cultivan
en un medio en presencia de colchici-
na se puede inducir la duplicacién
cromosémica y un porcentaje varia-
ble de las plantas resultantes son
tetraploides.

La fusién de protoplastos es una
técnica que permite la obtencidén de
hibridos somadticos entre especies o
variedades distintas. La técnica con-
siste en aislar células procedentes de
distintos tejidos de ambos parentales,
la eliminacion de la pared celular y la
fusion en condiciones controladas in
vitro de los protoplastos resultantes
para dar lugar a unas células hibridas.
El cultivo de estas células permite la
obtencién de embriones y posterior-
mente plantas. Estos plantas incorpo-
ran los genes de ambos parentales y
consecuentemente son tetraploides.

Microinjerto de
albaricoquero

Hibrido triploide
obtenido por cul-
tivo de embriones
de semillas abor-
tadas en cruza-
mientos 2n x 2n.

Apice de ajo 3
semanas des-
pués de su culti-
vo in vitro.
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Microinjerto de
melocotonero.

Plantula obteni-
da por cultivo de
apices de bonia-
to en condicio-
nes de trasplan-
te a suelo.

Hibrido triploide
obtenido por cul-
tivo de embrio-
nes de semillas
abortadas en
cruzamientos 2n
X 4n.

Microinjerto de
ciruelo.

Forzado de
varetas in vitro
para su utiliza-
cion en el pro-
ceso de cua-
rentena.

Injerto prendi-
do en condicio-
nes de su tras-
plante a suelo.
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Cultivo en campo de ajo “Morado espaiiol” libre de virus obtenido por cultivo de apices in vitro.

b) Recuperacién de triploides espon-
téneos.

En citricos se ha descrito hace
tiempo que ocasionalmente se produ-
cen embriones triploides después de
la hibridacién de dos parentales
diploides. El origen de estos triploi-
des no esta claramente demostrado y
hasta hace poco tiempo esta observa-
cién no tenfa implicaciones practicas,
ya que las semillas triploides general-
mente abortan y no dan lugar a plan-
tas. Recientemente ha sido posible el
aislamiento y cultivo de embriones
de semillas abortadas, que después de
la germinacién dan lugar a plantas
triploides en porcentajes variables.
La utilizacién de técnicas de citome-
tria de flujo para la determinacién
cromosdmica de las plantas obteni-
das permitira la obtencién de un gran
nimero de hibridos triploides.

OBTENCION DE NUEVOS
PATRONES.

La fusién de protoplastos anterior-
mente mencionada tiene potencial-
mente grandes aplicaciones en la
mejora de patrones. Los hibridos
somdticos obtenidos mediante esta
técnica incorporan los genomas com-
pletos de los parentales, por lo que
tedricamente pueden expresar los
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genes dominantes de ambos. Ade-
mds, es posible obtener hibridos
somadticos entre distintas especies de
citricos o entre citricos y géneros

Apice de ajo sobre
un bisturi construido
con una esquina de
hoja de afeitar.

relacionados de la subfamilia Auran-
tioideae. Los hibridos tetraploides
pueden utilizarse directamente como
patrones después de la experimenta-
cién en campo, sin necesidad de pro-
cesos adicionales de mejora.

Particularmente en Florida estdn
llevando a cabo un programa de
mejora de patrones de gran enverga-
dura basado en esta técnica. Paralela-
mente se estdn abordando dos tipos
de estrategias:

a) Obtencion de hibridos somaticos
entre patrones conocidos.

El objetivo es incorporar en una
sola planta los caracteres deseados de
dos patrones distintos. Por ejemplo,
la fusién entre naranjo amargo y un
patrdn resistente a tristeza podria dar
lugar a un nuevo patrén tolerante a la
enfermedad con las excelentes carac-
teristicas agrondémicas del naranjo
amargo.

b) Obtencion de hibridos somaticos
entre citricos y géneros relacionados.

En la subfamilia de las Aurontioide-
ae existen géneros que presentan tole-
rancia a fisiopatias y enfermedades.
Hasta el momento no se habian podi-
do utilizar en la mejora de los citricos
debido a que son sexualmente incom-
patibles. Sin embargo actualmente es
posible la obtencién de hibridos
somdticos, lo que permite la utiliza-
cion de los genes de estos géneros
particularmente para la mejora de
patrones. De hecho ya existe un ele-
vado niimero de estos hibridos que se
estdn estudiando en condiciones de
campo.

TRANSFORMACION GENETICA
La transformaciéon de plantas
mediante la introduccién de genes
especificos por diversas técnicas de
ingenieria genética, supone uno de los
avances cientificos mas espectacula-
res de los dltimos afios, ya que abre
nuevas perspectivas para la mejora
genética. Mediante estas técnicas es
posible introducir en plantas no solo
genes procedentes de otras plantas,
sino genes procedentes de organismos
como bacterias, levaduras o virus.

Planta de naranjo dulce adulto Pineapple trans-



Germinacion de embriones procedentes de
semillas abortadas en hibridaciones 2n x 4n.

Germinacion de embriones procedentes de
semillas abortadas en hibridaciones 2n x 2n.

Estas tecnologias se estan utilizando
a gran escala para la mejora de plan-
tas, particularmente herbaceas, por
grandes compaiiias privadas, que ya
disponen de algunas variedades
comerciales obtenidas mediante estos
procedimientos.

La aplicacién de técnicas de trans-
formaciéon es mucho mas compleja
en especies lefiosas, entre las que se
encuentran los citricos. No obstante,
en el IVIA se han puesto reciente-
mente a punto técnicas eficientes de
transformacion de citricos que permi-
ten abordar de forma inmediata pro-
yectos especificos de mejora dirigi-
dos especialmente a la introduccién
de resistencia a estreses bidticos y
abidticos Como ejemplo de proyec-
tos que se han iniciado o que se ini-

Tipos de semillas obtenidas en hibridaciones 2n x 2n en citricos.

ciaron a corto plazo se pueden indicar
los siguientes:

a) Introduccién de genes del virus de
la tristeza que pueden permitir obte-
ner plantas tolerantes a la enferme-
dad.

b) Introduccién de genes de tomate
que producen una proteina que con-
fiere tolerancia a infecciones produ-
cidas por hongos. Este sistema podria
permitir obtener patrones de citricos
mas tolerantes a Phytophtora.

¢) Introduccién de genes de levadu-
ras que confieren tolerancia o salini-
dad en los mismos, para estudiar la
posibilidad de obtener plantas de
citricos que también sean tolerantes.

BIOTECNOLOGIA Y SANIDAD

En el campo concreto de la sanidad
de los cultivos, la transformacién
genética permite usar nuevas estrate-
gias para la obtencién de plantas
resistentes o tolerantes a plagas,
enfermedades y herbicidas. Ademads,
existen otras aplicaciones biotecnold-
gicas de importancia como son la
seleccién asistida por marcadores
moleculares, la fusién de proto-

plastos, el diagnéstico de patégenos,
la modificacidon de microorganismos
para control biolégico de enferme-
dades, la obtencién de bioinsectici-
das y la obtencién de plantas libres
de patégenos.

Semilla abortada de citricos procedente de hibri-
daciones 2n x 4n mostrando el embrion.

Algunas tecnologias han alcanzado
un desarrollo espectacular y se estan

Semilla abortada mostrando el embrion proce-
dente de hibridaciones 2n x 2n en citricos.
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Evolucion del cultivo de apices de fresa in vitro.

aplicando a gran escala. Este es el
caso del diagndstico de patégenos
mediante procedimientos serolégicos
o moleculares, que han supuesto una
verdadera revolucién en patologia
vegetal. Otro caso es la obtencién de
plantas libres de patégenos, con
amplia repercusiéon econdmica en
numerosos cultivos.

OBTENCION DE PLANTAS LIBRES
DE PATOGENOS POR CULTIVO DE
TEJIDOS IN VITRO.

Las enfermedades causadas por
virus y otros patégenos transmisibles
por injerto (viroides, fitoplasmas,
bacterias) causan graves dafios eco-
némicos y su control es esencial para
obtener una adecuada rentabilidad de
los cultivos. Para realizar este control

Cultivo de apices de ajo. Medio de multiplicacion
de bulbillos.
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es imprescindible iniciar las planta-
ciones con material sano, ademas de
adoptar medidas complementarias
para-paliar los dafios ocasionados por
los patégenos transmisibles por vec-
tores.

En las especies propagadas por
semilla la obtencién de plantas sanas
es muy sencilla, ya que la mayoria de
los patégenos no se transmiten por
semillas y los que lo hacen es con
incidencia relativamente baja. En
cambio la obtencién de plantas sanas
de especies que se propagan vegetati-
vamente es mucho mas complicada.
Estas especies son normalmente muy
heterocigéticas, por lo que la propa-
gacién por semillas no mantiene las
caracteristicas especificas de la varie-
dad o clon Ademads, los virus y patd-
genos similares se transmiten con
alta eficiencia en el proceso de pro-
pagacién vegetativa, por lo que en
numerosas ocasiones todas las plan-
tas disponibles de un clon estdn
infectadas. Por ello es necesario utili-
zar técnicas especificas para obtener
plantas sanas a partir de plantas
enfermas.

La termoterapia es el método clasi-
co para obtener plantas libres de
patégenos (NYLAN y GOHEEN,
1969). Consiste en cultivar las plan-
tas infectadas a temperaturas eleva-
das cercanas a los 40o<C durante peri-
odos comprendidos entre unas pocas
semanas y varios meses, con la fina-
lidad de inactivar los pat6genos en
yemas o pequeflos brotes que se pro-
pagan después del tratamiento. Las
altas temperaturas tienen influencia
directa en la inactivacion, replicacion
y movimiento de los ‘patégenos
(MINK et al., 1998). La técnica tiene
el inconveniente de que muchos
genotipos son sensibles al calor y
mueren durante el tratamiento y algu-
nos patégenos, particularmente los
viroides, son resistentes a las tem-
peraturas utilizadas. Un caso tipico
de estos inconvenientes lo represen-
tan los citricos, donde los viroides

estan amplisimamente difundidos y
la termoterapia es totalmente ineficaz
para su eliminacién (ROISTACHER,
1977). A pesar de estos inconvenien-
tes la técnica sigue usdndose a peque-
fla escala, fundamentalmente para
obtener plantas sanas en frutales
(MINK et al., 1998).

El cultivo de tejidos es la biotecno-
logia moderna que probablemente ha
tenido mayor impacto en la agricultu-
ra en los ultimos afios. Una de sus
aplicaciones mds importantes es la

Evolucion del cultivo de bulbillos de ajo obteni-
dos en la fase de multiplicacion

obtencién de plantas libres de patd-
genos. Las técnicas utilizadas se
basan en que los dpices caulinares
(meristemo apical mds 1-3 primor-
dios foliares con tamafio comprendi-
do entre 0’1 y 0'S mm) estdn normal-
mente libres de patégenos aunque el
resto de los tejidos de la planta estén
infectados y en que se pueden rege-
nerar plantas enteras a partir de estos
pequeflos dpices. La primera demos-
tracion de eliminacion de virus
mediante cultivo de dpices in vitro la
realizé el Dr. Morel en Francia en
1948 que obtuvo plantas de dalia
libres de virus a partir de plantas
infectadas.



Se desconocen las causas por las
que los apices caulinares permanecen
normalmente libres de patégenos
aunque hay distintas explicaciones e
hipétesis. Los patégenos se mueven a
larga distancia en las plantas a través
del sistema vascular de las mismas y
algunos de ellos estdn restringidos a
estos tejidos. En las células meriste-
maticas de los dpices caulinares no
hay diferenciaciones vasculares que
los conecten con el resto de la planta,
por lo que los patégenos no las pue-
den infectar a través del sistema con-
ductor. Sin embargo, los virus y
viroides también se mueven, aunque
mas lentamente, de célula a célula a
través de los plasmodesmos. En algu-
nos casos concretos se han encontra-
do virus en las células del domo
meristemdtico, pero en la mayoria de
las combinaciones huésped/patégeno
los édpices no llegan a infectarse. Se
han realizado diversas hipétesis para
explicar esta situacién, como la com-
petencia de las células meristemaéti-
cas con alta actividad con los virus
para la utilizacién de moléculas nece-
sarias para la replicacién o la dificul-
tad de funcionamiento de las protei-
nas de movimiento de los virus en las
c€lulas meristematicas.

CULTIVO DE APICES CAULINA-
RES IN VITRO.

Los dpices normalmente utilizados
para obtener plantas libres de patdge-
nos estan compuestos por el meriste-
mo apical y uno a tres primordios
foliares, con un tamafio comprendido
entre 0’1 y 0'5 mm desde la superfi-
cie de corte hasta el extremo del pri-
mordio foliar de mayor tamafio. Con
frecuencia en la literatura cientifica y
técnica se comete el error de denomi-
nar a la técnica "cultivo de meriste-
mos" in vitro. Sin embargo, son muy
pocos los casos en los que se ha con-
seguido regenerar plantas enteras a
partir del domo meristematico, que
suele tener unas dimensiones inferio-
res a 0'06 mm, su aislamiento es muy

Injerto
prendido al
cabo de dos
meses de
realizado el
injerto.

dificil y su viabilidad muy baja.

Otro error frecuente es confundir la
técnica con el cultivo de brotes termi-
nales de 0'5-1'5 cm que habitualmen-
te se utiliza para la micropropagacién
comercial. En este caso, si la planta
original esta infestada por patdgenos,
los brotes y todas las plantas produci-
das por micropropagacién también
estardn normalmente infectadas. Las
plantas micropropagadas in vitro s6lo
tienen garantia sanitaria si las plantas
madre utilizadas estdn sanas.

El aislamiento de 4pices de peque-
flo tamafio requiere una considerable
destreza manual y la utilizacién de
microscopios o instrumental de

Brote recupera-
do de planta de
naranjo transfor-

mada utilizando

como gen mar-
cador G.F.P.
(green fluores-
cent protein),
injertado sobre
un patron culti-
vado in vitro. El
color verde indi-
ca suceso de
transformacion

diseccion de calidad. Los medios de
cultivo utilizados dependen obvia-
mente de la especie e incluso el clon
utilizado. Generalmente estdn com-
puestos por sales minerales, vitami-
nas, sacarosa y bajas concentraciones
de auxinas y citoquininas.

Los medios se disefian para que
cada épice produzca un solo brote,
que normalmente hay que enraizar en
otro medio sin hormonas o con bajas
concentraciones de auxinas. Es muy
importante evitar la proliferacion de

iy 1+
“Recuperacion de
ibrotes transgénicos
ediante injerto en
YUn patrén cultivado
ot in vitro.

yemas, la formacién de brotes adven-
ticios y la produccién de callo duran-
te el cultivo. De esta forma se reduce
practicamente a cero la posibilidad
de que se produzcan variaciones
somaclonales que puedan alterar las
caracteristicas del clon que se preten-
de sanear. La técnica de cultivo de
dpices practicada de esta forma sélo
permite que se desarrolle in vitro el
meristemo apical previamente forma-
do in vivo y que es el tejido de la
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. Testigo negativo.

D. Fruto transformado.

Anélisis GUS de frutos de naranjo dulce Pineapple adulto transformado genéticamente.

planta que mantiene las caracteris-
ticas especificas de la misma.

La supervivencia de los dpices pre-
senta una gran variabilidad entre
especies e incluso entre clones de una
misma especie. En general tienen una
capacidad de regeneracién mucho
mas alta los de especies herbaceas
que los de arbustivas y lefiosas. Entre
las especies herbaceas. los dpices de
las dicotiledoneas se desarrollan
mucho mds ficilmente que los de
monocotiledéneas (bulbosas)

La técnica se usa rutinariamente
para obtener plantas sanas de diver-
sas especies de propagacion vegetati-
va (FACCIOLI Y MARAN({, 1998),
como patata y otras especies tubero-
sas cultivadas en Africa y Sudaméri-
ca (yuca, yam, boniato, etc.), fresa,
espérrago, pifia tropical, platanera,
ajo y diversas plantas ornamentales
(clavel, crisantemo. orquideas, pelar-
gonium, gladiolo, iris, dalia, jacinto,
etc.). En nuestro laboratorio se esta
utilizando actualmente esta técnica
en proyectos de obtencién de plantas
sanas de fresa, ajo y boniato.

Microinjerto de 4pices caulinares
in vitro.

En citricos y los més importantes
frutales de hueso y pepita no se ha
conseguido la regeneracion de plan-
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tas completas a partir de pequefios
apices caulinares cultivados in vitro.
Ademads, la termoterapia no permite
eliminar algunos patégenos termoes-
tables ampliamente difundidos y
algunos cultivares son sensibles a las
altas temperaturas. Como alternativa
para obtener plantas libres de patoge-
nos en estas especies se dispone de la
técnica de microinjerto de &pices
caulinares in vitro, que se puso a
punto inicialmente para citricos
(NAVARRO et al., 1975, NAVARRO,
1992) y posteriormente se adoptd a
otras especies frutales (NAVARRO,
1988)

La técnica consiste en injertar los
apices caulinares en portainjertos
obtenidos por germinacién de semi-
llas in vitro, aunque alternativamente
se pueden usar plantas micropropa-
gadas como patrones. Evidentemen-
te. los portainjertos usados. deben
estar sanos, por lo'que los arboles de
los que proceden ‘las semillas deben
estar al menos libres de los patogenos
que se transmiten por las mismas.

La aplicacion de la técnica requiere
una gran destreza manual, pero utili-
zada correctamente es muy eficiente.
Normalmente se obtienen porcenta-
jes de prendimiento superiores al
40% y las plantas se puedan trasplan-
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tar al invernadero a las 3-5 semanas
de realizar el injerto. Se ha aplicado
de forma muy extensiva para obtener
plantas sanas en citricos, especie en
la técnica se aplica de forma rutinaria
en los principales paises productores
y también se ha usado con éxito en
melocotonero, almendro, ciruelo.
albaricoquero, cerezo, pistacho. man-
zano, peral y vid.

Una variante de la técnica de
microinjerto (NAVARRO et al, 1984)
se utiliza legalmente en varios paises
como sistema de cuarentena in vitro
para importar sin riesgos fitosanita-
rios variedades de citricos.

El microinjerto ha sido efectivo
para eliminar todos los patégenos
con los que se ha ensayado, incluyen-
do los que no se pueden eliminar por
termoterapia. Ademds, las plantas
resultantes son genéticamente idénti-
cas a la planta madre original y no
presentan caracteres juveniles.

En nuestro laboratorio se utiliza la
técnica en un amplio programa para
el saneamiento de variedades locales
e importacién de variedades fordne-
as de citricos, que ha permitido esta-
blecer un banco de germoplasma
con mas de 400 genotipos libres de
patoégenos.

FACTORES QUE INFLUEN-
CIAN LA ELIMINACION DE
PATOGENOS

Es importante destacar que ningin
método de saneamiento garantiza la
eliminaciéon de patégenos en todas
las plantas obtenidas Por ello es
imprescindible aplicar métodos de
diagnostico especificos para compro-
bar que las plantas resultantes estan
realmente sanas.. En ‘este contexto
hay que resaltar que los términos que
habitualmente utilizamos como plan-
ta sana" "planta libre de virus" o
"planta libre de patégenos", son colo-
quiales, mya.que lo unico que puede
asegurarse es que "una planta estd
libre de los patégenos para los que se



han realizado pruebas especificas de
diagnéstico con resultados negati-
vos". Incluso esta afirmacion estd
condicionada por la fiabilidad de las
pruebas de diagnéstico utilizadas.

Hay varios factores que influyen en
la-obtencion de plantas sanas, por cul-
tivo o microinjerto de dpices caulina-
res in Vitro:

El tipo de patégeno es muy impor-
tante. Las bacterias enddgenas, fito-
plasmas y micoplasmas son muy faci-
les de eliminar, debido a que su gran
tamatfio relativo hace dificil que pue-

dan infectar las células de los dpices. _._' v .;l-éflpice

La eliminacién de virus y Virpildlgzé','- “in cian la
es mas dificil, pero existe una gran II"-.el'iminaci(’)n de
variabilidad en los resultados. Algu-

nos son muy féciles de eliminar y
practicamente el 100% de las plantas
obtenidas estdn sanas, pero otros son
muy dificiles y sélo se eliminan de un
pequefio porcentaje de las plantas
obtenidas. Probablemente estas dife-
rencias estdn relacionadas con la
mayor o menor facilidad de estos
patégenos de moverse de célula a
célula en los tejidos del huésped. Este

Apice recién injertado sobre un patrén de
citrange Troyer cultivado in vitro.

}-I’caﬂﬁs fuente de

factor es también
probablemente
responsable de
que un mismo
patégeno  sea
mas facil de eli-
minar en unos
clones que en
otros de wuna
misma especie.
Las condicio-
nes de cultivo de
las plantas infec-

ambién

patégenos. Las
condiciones
Optimas de culti-
vo que favorez-
can la formacién
de brotes vigoro-
sos favorecen la
eliminacién de
patégenos. La
temperatura de
cultivo de las
plantas es muy
importante. El
cultivo de las
plantas infecta-
das a temperaturas altas dificulta la
replicacion y movimiento de los
patégenos termosensibles, por lo que
se facilita su eliminacién. Tempera-
turas de 30-32¢<C durante 2-3 sema-
nas pueden ser suficientes para
incrementar de forma muy importan-
te la incidencia de eliminacién de
algunos patdgenos, e incluso trata-
mientos de termoterapia seguidos de
cultivo o microinjerto de dpices se
utilizan rutinariamente en algunos
programas.

El tamafio del dpice juega un papel
importante en la eliminacién de pat6-
genos. El aumento de tamaifio incre-
menta el porcentaje de regeneracion
y de prendimiento, pero reduce la

Regeneracion de brotes en segmentos internodales de naranjo previamente inocu-
lados con Agrobacterium.

proporciéon de plantas sanas obteni-
das. En consecuencia, es necesario en
cada caso adoptar una solucién de
compromiso que permita obtener
unos resultados aceptables en ambos
parametros El costo, el tiempo reque-
rido y la dificultad de las técnicas de
cultivo in vitro y de diagndstico de
patdgenos son los aspectos que deben
considerarse para la decision del
tamafio de apice a utilizar en los pro-
gramas rutinarios. Por ejemplo, para
el saneamiento de citricos por
microinjerto se recomienda la utiliza-
cién de un dpice compuesto por el
meristemo apical y tres primordios
foliares, con una longitud de 0'1 a 0'2
mm. Con este tamaiio se puede obte-
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ner alrededor de un 50% de prendi-
miento y mds del 90% de eliminacion
de patdgenos.

MANTENIMIENTO Y UTILIZA-
CION DE PLANTAS SANAS

Las plantas sanas obtenidas en los
programas de saneamiento constitu-
yen las cabezas de clon o plantas ini-
ciales para la propagacién comercial
en el contexto de los programas de
certificacion de especies de propaga-
cién vegetativa. A partir de una de
estas plantas pueden llegar a produ-
cirse elevadisimas cantidades de
plantas en los viveros, que pueden
suponer incluso varios millones. Por
ello deben estar sometidas a contro-
les continuos y rigurosos. Deben cul-
tivarse en invernaderos o en recintos
cubiertos con malla fina que impida
el paso de posibles insectos vectores
y analizarse periédicamente para
garantizar su estado sanitario. Ade-
mads, deben someterse a estudios para
asegurar que mantienen las caracte-
risticas iniciales del clon de partida.

Las plantas sanas deben propagarse
de acuerdo con las normas especifi-
cas de los programas de certificacion,
ya que es la Uinica forma de garantizar
al agricultor que las plantas produci-
das en los viveros mantienen el esta-
do sanitario y las caracteristicas
genéticas del material inicial.

Apice de boniato de 0,2 mm de longitud.
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I. Planta transformada

D. Testigo negativo

Andlisis GUS de flores procedentes de naranjo dulce adulto transformado genéticamente.

El establecimiento de programas de
certificaciéon es el factor limitante
para la produccién de plantas sanas
en los viveros. Estos programas con-
sisten en una serie de regulaciones y
controles que afectan a todas las eta-
pas de propagacion de plantas en los
viveros. Técnicamente son sencillos
de realizar, pero requieren medios
humanos y materiales especificos y
la coordinacién de distintos organis-
mos de la administracion con el sec-
tor de viveros, aspectos que son difi-
ciles de implantar en muchos casos.
Frecuentemente se da la paradoja de
que en centros de investigacidn exis-
ten plantas sanas, pero los viveros
producen plantas infectadas o como
minimo sin las suficientes garantias
sanitarias. En Espafia estos progra-
mas funcionan muy eficientemente
en algunas especies como los citri-
cos, donde los viveros han suminis-
trado a los agricultores unos 75
millones de plantones certificados
producidos a partir de plantas sanas
obtenidas por microinjerto.

CONCLUSION

Las tecnologias descritas ten-
dran sin duda un importante
impacto en la citricultura a
medio y largo plazo, ya que
permitiran obtener plantas de
mayor calidad y mas tolerantes
a plagas, enfermedades y con-
diciones ambientales adversas.
La investigacion de estas tecno-
logias es estratégica para Espa-
iia con el fin de evitar la depen-
dencia tecnolédgica de otros pai-
ses, lo que puede condicionar el
desarrollo de nuestra citricul-
tura. En el IVIA se estan abor-
dando de forma intensa inves-
tigaciones en este campo por
un amplio grupo interdiscipli-
nar de investigadores, lo que
garantiza por el momento el
desarrollo de una tecnologia
propia que contribuira sin
duda a la mejora de nuestra
citricultura, asi como la de
otros sectores productivos,
tanto lefiosos como horticolas.



