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CLAVE DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS.

VTC = virus de |la tristeza de los citricos
RIAC = Red Interamericana de Citricos
mdd = millones de dolares

ton = toneladas

ha = hectarea

nm = nanometro

DNA = acido desoxiribonucléico

RNA = acido ribonucléico

°C = grados celsius

Bt = Bacillus thuringiensis

Ib.in? = libras por pulgada cuadrada
BA = bencilaminopurina

AIB = acido indolbutirico

ANA = acido naftalenacético

B5 = vitaminas del medio Gamborg
mg.l" = miligramos por litro

cm = centimetro

M.S. = medio Murashige-Skoog



. RESUMEN

En el presente trabajo se desarrolld la metodologia para la regeneracién in vitro
de naranjo agrio (C. aurantium Linn.), a partir de la organogénesis directa

Se utilizd como fuente de indculo los hipocotilos etiolados provenientes de
plantulas germinadas in vitro, a partir de semillas obtenidas de un mismo arbol, de la
coleccion de variedades del Centro Experimental Citricola Francisco Villa de Guémez
Tam.

El experimento para la regeneracion de brotes consistié de 36 tratamientos y 5
repeticiones en un disefio experimental completamente al azar. Los inéculos disectados
se colacaron en los tratamientos con el medio basal de Murashige-Skoog, suplementado
con 30 gr.I" de sacarosa, las vitaminas del medio B5, pH 5.7 y 7.5gr/L de agar. Los
reguladores de crecimiento utilizados fueron BA y AIB, y las concentraciones estudiadas
en mg.I" fueron: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 y 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 respectivamente. El
experimento se realizé en camara bioclimatica a 27 + 2°C, con un fotoperiodo de 3000
lux de 16:8 h (luz:oscuridad). El parAmefro a evaluar fué el nimero de brotes por
explante. El analisis de varianza de las medias de brotacidn entre tratamientos indicé que
existe significancia a una probabilidad del 99%, la prueba de Tukey indico que al menos
existen 3 grupos distintos estadisticamente, siendo el mejor tratamiento el #17 (0.8 mg.I”
BA:0.2 mg.I" AIB) con una media de 10.2 brotes.

Para la regeneracion de raiz se realizaron 2 experimentos, consistiendo c/u de 36
tratamientos combinados con 3 repeticiones en un diseiio experimental completamente
al azar. Los reguladores de crecimiento utilizados fueron ANA y AIB y las
concentraciones estudiadas en mg.l" fueron: 0,0.2, 0.4, 0.6, 0.8, y 1.0 respectivamente,
en el medio basal MS suplementado con 30 gr.I" de sacarosa, las vitaminas del medio
B5, pH 5.7 y 7.5 gr de agar. El parametro evaluado fué la formacion de raiz con raicillas
secundarias en el indculo. Ambos experimentos se mantuvieron en camara bioclimatica
a 27°C + 2°C con un fotoperiodo (3000 lux) de 16:8 h (luz:oscuridad). El experimento que
utilizé como fuente de indculo los brotes regenerados del hipocotilo, mostraron diferencia
significativa al 95% de probabilidad cuando fué analizado con {a prueba de Q de Cochran
con Q=6, p<0.05, siendo el mejor tratamiento el numero 24 (1.0 mg.l-1 ANA:0.6 mg.I-1
AlIB), mientras que en el experimento que utilizé hipocotilos etiolados como fuente de
inéculo, ningan tratamiento mostré formacioén de raiz.



INTRODUCCION

A nivel mundial la citricultura ha experimentado en las Udltimas dos
décadas, importantes aumentos en la produccion e industrializacion de
citricos. Se considera uno de los mayores sectores agroalimentarios del
mundo. Su importancia para los paises en desarrollo la subraya el hecho de

que estos efectian mas de |a mitad de las exportaciones mundiales totales.

Nuestro pais ocupa el sexto lugar mundial en produccion,
proporcionando fruta para consumo local y para exportacion, representando
una importante actividad econdémica que genera fuentes de empleo y

entrada de divisas.

Sin embargo, las enfermedades de los citricos causadas por virus,
viroides, micoplasmas y otros patégenos que ocasionan una disminucién en
el vigor, productividad y longevidad de la planta, representan una grave
limitante para la citricultura mexicana, produciendo graves pérdidas

econdmicas.

Tradicionalmente, el naranjo agrio {Cifrus aurantium Linn.) ha sido

considerado como uno de los mejores portainjertos de cultivares
comerciales de citricos, debido principalmente a su adaptacién a distintas
condiciones edafoclimaticas, tolerancia a algunas enfermedades importantes
y porque da a la fruta un buen tamano y calidad para su comercializacién

e industrializacion.



La principal desventaja que presenta este portainjerto es su
susceptibilidad al virus de la tristeza de los citricos (VTC).

La ftristeza de los citricos es considerada una de las
enfermedades virales de mayor importancia en el cultivo de los citricos,
especialmente cuando se ha utilizado el naranjo agrio como portainjerto. En
México, casi la totalidad de las plantaciones de los citricos se encuentran

injertadas sobre este portainjerto.

El movimiento gradual mostrado por el principal vector del VTC,

Toxoptera citricidus, desde Sudamérica hacia el norte del continente, Ia falta

de programas extensivos en nuestro pais para la utilizaciéon alterna de
portainjertos tolerantes, asi como, de programas de investigacién orientados
a conseguir soluciones para el control de la enfermedad, indica, que la
presencia del VTC en México puede ser un grave problema si no se aplican

estrategias técnico-cientificas para su prevencion y control.

Actualmente la biotecnologia vegetal, " mediante técnicas de
mejoramiento genético in vitro, ha permitido la produccién de vegetales con
mejor vigor genético y resistencia a plagas y enfermedades. El éxito de las
recientes tecnologias para la manipulacion genética de vegetales por
transferencia directa e indirecta de ADN permite tener una alternativa en la
solucién de problemas de la cifricultura moderna a mediano plazo, en

especial la obtencion de citricos con tolerancia al virus de la tristeza.

- El uso de sistemas in vifro como alternativa' a las técnicas de



propagacion, saneamiento y fitomejoramiento convencional ha tenido gran
impacto en cultivos tropicales, principalmente por las ventajas de la
manipulacion del ‘material vegetativo bajo condiciones controladas en

espacios reducidos y por lograr las metas en mas corto tiempo.

En citricos, mediante estas técnicas se ha tenido éxito en la obtencion
de plantas nucelares derivadas de la embriogenesis somatica a partir del
cultivo de évulos; en la obtencion de cultivares libres de enfermedades
mediante el cultivo de meristemaos; en la seleccion in vitro de variedades
tolerantes a la salinidad, asi como, en el aislamiento y fusiéon de protoplastos
para la obtencion de hibridos.

'

La utilizacion de las técnicas de manipulacion genética, mantiene como
requisito indispensable contar con una apropiada técnica de cultivo de
tejidos, que permita la regeneracion del material vegetativo utilizado como
fuente de explante y que a la vez mantenga su estabilidad genética. Por lo
que, bajo la hipétesis de que la utilizacién de reguladores de crecimiento en
el medio de cultivo conducira a la regeneracién in vitro del indéculo de C.

aurantium L. se plantearon los objetivos de este trabajo.



LITERATURA REVISADA

Origen de los citricos.

El cultivo de los agrios se confunde con la historia de las antiguas
civilizaciones que los cultivaron primero por sus perfumes y mas tarde por
sus frutos. Es con el esplendor de las civilizaciones china e hindd cuando
el cultivo inicia su propagacion, durante el primer milenio antes de nuestra
era, por todos los paises del sur-este asiatico, sur de Japdén y archipiélago
de Malasia (Praloran 1977).

En los albores del afio 1400 d.c., después de los viajes de Marco Polo
a China, los portugueses introdujeron el naranjo en el Mediterraneo. Es a
partir de esta cuenca que los navegantes arabes los propagaron por las
costas orientales de Africa hasta Mozambique. Cristobal Colén en su
segundo viaje en 1493 los introdujo a Haiti de donde llegd a México por
Veracruz en 1518 y después a Estados Unidos; Florida 1565, en Carolina
del Sur y Georgia en 1577, en Arizona desde 1701 en California en 1767 y
finalmente en Texas hacia 1890. En Perli se establecieron en 1609, en
Australia en 1788 y finalmente [os navegantes anglo-holandeses los

introdujeron en la provincia del Cabo, en Africa del Sur (Loussert, 1990).

Distribucion de los citricos.

Los citricos son ampliamente cultivados en todo el mundo desde el

ecuador hasta los 41 grados de latitud norte y sur. El centro de su origen es

4



incierto, sin embargo, recientes analisis genéticos sugieren que los
diferentes cultivares de citrico clasificados, son aparentemente resultado de
la hibridacién natural entre 3 especies verdaderas de Eucitrus: el cidro
(Citrus medica); 1a mandarina (C. reficulata) y el pomelo (C. grandis) (Bar-
Joseph, et.al. 1989).

Familia de las Rutaceas.

i.a familia de las Rutaceas, a la que pertenecen los agrios comprende,
entre otros, los tres géneros siguientes: Poncirus, Fortunella, Citrus.
El género Poncirus esta formado por una sola especie: e/ Poncirus trifoliata.
Esta especie es esencialmente utilizada en citricultutra como portainjerios;
sus frutos no son comestibles.
El género Fortunella comprende seis especies de entre las que solamente
dos son objeto de cultivo; se trata de Forfunella japonica y Fortunelfa
margarita. Los frutos producidos por las especies del género Fortunella son
conocidos para su consumo con €l nombre de kumquqats y sirven para la
fabricacion de confituras.
El género Cifrus constituye, con sus 145 especies el género mas importante.
En él se encuentran las principales especies cultivadas, que son: Naranjas
(C. sinensis), Mandarinas (C. reficulata), Clementinas (C. clementina),
Limones (C. limon), Pomelos (C. paradisi), Cidros (C. medica), Naranja
amarga (C. aurantium), Satsuma (C. unhsiu) similar a la mandarina, Limas
(C. aurantifolia) (Loussert, 1990).



Estado actual de la citricultura.

La produccion mundial de citricos ha experimentado en los Gltimos
veinte afos un importante aumento, pasando de 45 millones de ton. a
principios de los afnos 70, alos 75.2 millones de ton. en la campana agricola
de 1993-1994. En este mismo periodo, México obtuvo una producciéon de
3.65 millones de ton., ocupando el sexto lugar global. (RIAC-FAQ, 1995),
mientras, la industrializacién de frutas (zumos) en los Ultimos 15 arios ha
crecido desde 1000 mdd E.U.A. hasta la estimacidon de1992 de 5200 mdd
E.U.A. (Kortbech-Oisen, 1993).

La superficie nacional plantada de citricos (aprox. 360,700 ha.) ha
observado un incremento del 50% en el periodo de 1980-1988, aumentando
en el noreste un 4.3%, la peninsula de Yucatan 167.6%, la costa del pacifico
20.9% y el noroeste 44.9 % (Lépez, 1994).

Destacan por su importancia en superficie cultivada los estados de
Veracruz, Nuevo Le6n, Tamaulipas, Colima, Yucatan, Campeche, Sinaloa,
Sonora y San Luis Potosi. La naranja es la de mayor importancia por
superficie cultivada 257,600 ha. con un voliUmen de produccion de 2,800,000
ton/arnio, siguiendole el limdn, toronja y mandarina con 90,300 ha. de sup. y
844,000 ton/ano; 6,600 ha. de sup. y 100,00 ton/afio; 6,200 ha. de sup. y

90,000 ton/ano respectivamente (Gutieérrez, 1994).

Las areas de produccidon en Tamaulipas (aprox. 35,420 ha.) se

encuentran distribuidas principalmente en los municipios de la zona centro

6



del estado, contando la mayoria de la superficie cuitivada con plantaciones
de naranja valencia. Las plantaciones se encuentran injertadas casi en su

totalidad sobre patrdn de naranjo agrio (Cifrus aurantium Linn.). No obstante

las ventajas agrondémicas que representa el empleo de este portainjerto, es

extremadamente susceptible al virus de la tristeza de los citricos (VTC)
(S.D.A.F.P., 1994).

4

EL Portainjerto naranjo agrio ( Citrus aurantium Linn.)

Los citricos fueron cultivados por alrededor de 2 milenios en su propio
sistema radical, hasta que en el siglo XIX una epidémica pudricion de la raiz

causada por Phytophtora sp. destruyo los arboles de naranjo dulce y forzé

al uso del naranjo agrio (C. aurantium Linn.) como portainjerto por su

tolerancia a esta enfermedad (Bar-Joseph, ef.al. 1989).

El uso de portainjertos tiene una gran importancia en la citricultura, ya
que al formar parte del arbol y constituir de hecho su sistema radical, realiza
todas las funciones inherentes a ese érgano.

Aunque el cultivar determina las caracteristicas horticolas fundamentales, el
portainjerto influye notablemente sobre el comportamiento del arbol, su

productividad y patologia (Gomez, et. al. 1996).

El naranjo agrio (C. aurantium), es uno de los portainjertos mas
importantes a nivel mundial en zonas donde la tristeza de los citricos no
existe. Induce vigor moderado con buena productividad y frutos de gran

calidad. No »olo da al fruto un alto contenido de azGcar y niveles de acidez,

7



sino que permite su mantenimiento durante periodos mas largos que otros
portainjertos sin que se produzca pérdida de sus condiciones comerciales.
El tamano del fruto es bueno como también lo es el contenido en acido
ascorbico. Es mas tolerante a la salinidad, sequia y gomosis y tiene buen
comportamiento sobre suelos calizos, sin embargo, no tiene buena

productividad en suelos arenosos. Junto con e! Poncirus trifoliata y el

Swingle citrumelo, induce al cultivar la mejor resistencia al frio. Tiene baja

insidencia al Blight y no se ve afectado por exocortis y xiloporosis, sin

embargo, es susceptible a nematodos (Saunt, 1991).

Los factores mas importantes sobre los que influye el patrén se muestran en

los cuadros F-K incluidos en el apéndice.

Clasificacion Taxonomica de C. aurantium Linn. (Agusti y Almela, 1991).

Division.......cceeevcveeeenn. Espermatofitas
Subdivisién................. Angiospermas
Clase.......cooeceiiiinineen, Dicotiledéneas
Subclase............ccce. Archiclamideas
Orden.......c.ooevvemeenanes Geraniales
Suborden 1................ Geraninas
Familia.........ccceeeeeeeenn. Rutaceas
Subfamilia.................. Aurantioideas
Tribu (2)..ceeeeereeeees Citreas
Subtribu (8)................ Citrinas
GENErO...ccoviveeeeereeennn. Citrus
Especie........coccorvemneene. aurantium



Caracteristicas botanicas del genero Citrus

Los arboles del genero Cifrus son de tamario medio forma globosa y
ramas regulares los brotes son flexibles con entrenudos de 5-7 cm de
longitud hmitados por una hoja de cada extremo y en cuya axila se localizan
varias yemas y una espina mas o menos grande y consistente segun la
especie y variedad Las hojas son lanceoladas de tamario medio con su
base ancha y convexa (excepto en la mandarina Satsuma que es concava)
con peciolo alado y articuiado en su union al brote y al imbo Las flores
hermafroditas se localizan aisladas en racimos o sobre brotes con hojas del
mismo ano la presencia de estas estructuras junto con las exclusivamente
vegetativas ha permitido su clasificacion en 5 tipos de brotes segun el
numero de flores y hojas que presentan caliz con 5 sepalos corola con §
petalos blancos y entre 20 y 25 estambres soldados, con polen no siempre
fertil y en ocasiones autoincompatible ovano subgloboso con 8-12 loculos
estlo delgado alto claramente delimitado y estigma globoso y pegajoso
Fruto en hespendio globoso, oval o ligeramente ovoide de piel delgada
superficie fina y cerosa y de color anaranjado (mandannas y naranjas) o
amarnllo (lmones y pomelos) de tamano pequefio (mandarinas) a grande
(pomelos) y con notables diferencias en su acidez y contenido de azucares

vitaminas efc segun la especie y vanedad (Agusti y Almela 1991)

Problematica de C aurantium Linn

El naranjo agno (C auranfium Linn ) es extremadamente sensible al

virus de la tnsteza de los citricos (VTC) cuando se le injerta como copa



cualquier cultivar de naranjo, pomelo o mandarino, debido a que estas
especies multiplican el virus en su copa, produciendo la muerie de la planta

a corto o largo plazo, por lo que es solo recomendable para usarse en

combinacion con limoneros (Palacios, 1978 ).
El VTC y su impacto en la citricultura.

La Tristeza de los citricos es el nombre en Portugués dado a un

declinamiento gradual de los arboles de naranjo dulce (Citrus sinesis L.

Osbeck), toronjas (C. paradisi Macf.) y mandarinas (C. reticulata Blanco)
injertadas sobre naranjo agrio (C. auranfium L.), Moreira, citado por
Gonzalez y Rocha (1984).

Esta enfermedad es de distribucion mundial y se considera la afeccion
viral mas destructiva que se conoce en el caso de los citricos. En afos
recientes se ha incrementado notablemente el reporte de arboles infectados
por VTC en Centro América y las Islas del Caribe, asi como, la presencia de
razas severas del virus en algunas localidades. Lo anterior, aunado al
establecimiento de su vector mas eficiente, el afido (pulgén) café de los
citricos, en la mayoria de las Islas del Caribe, crea una preocupante

situacion para el futuro de la citricultura de los paises de esa area geografica
(Ochoa, 1994).

El patégeno es un virus fexible y filamentoso de peso molecular de 6.5
x10° daltons y 20 kilobases, mide aproximadamente 11x2,000 nm y ejtj

constituido por una molécula de RNA de simple cadena. Pertenece al grupo
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de los closterovirus (Bar-doseph, 1989)

El virus esta limitado al floema y es transmitido por afidos de una
manera semipersistente, infectando la mayoria de las especies, variedades
e hibndos intergenéricos e interespecificos de los citricos (Ochoa-Corona,
1989)

La primer epidemia seria que causO el declinamiento de un gran
numero de plantaciones de naranja dulce injertada en C. aurantium fue
registrada en 1930 en Argentina, considerandose entonces como una
enfermedad de la raiz. En 1937, la enfermedad aparecié en Brasil donde
adoptd el nombre de tristeza. En Africa, en The Gold Coast (hoy Ghana),
aparecié como una muerte regresiva ("dieback™) en plantaciones de limas
agrias en 1938 y al siguiente afno se manifestd como una pérdida rapida
("quick-decline") en California (Bar-Joseph, 1989).

Se ha estimado que la tristeza causé la muerte de varias decenas de
millones de arboles injertados en naranjo agrio, entre los afios de 1930-1980
en varios paises de América del Sur, Estados Unidos (California y Florida),
israel y Espana. En la década de 1980-1990 causd la muerte a mas de 6

millones de arboles en Venezuela, Colombia y Peru (Lastra, et. al. 1991).

Solo en Venezuela como ejemplo, el virus fué detectado en 1960 y en
1980 cuando se presentd el primer brote epifitotico por tristeza, 4 anos
después de haberse detectado el establecimiento del insecto vector, causo

el colapso de 'a citricultura nacional con la destruccion de 33,000 ha de
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plantas injertadas en naranjo agrio, sumandose a ello la carencia de material
de propagacion libre de virus, la proliferacion de viveros sin control
fitosanitario y diseminandose razas severas de VTC, exocortis, cachexia a
través de plantas de vivero. Tal cronologia constituye un punto de reflexiéon
para enfrentar las tomas de decision con agilidad y profesionalismo cuando

se presenten circunstancias similares (Ochoa-Corona, 1994).

Sintomatologia del VTC en arboles sobre naranjo agrio.

La enfermedad afecta los vasos conductores del floema de la planta
taponeandolos y necrosandolos, impidiendo asi el paso de nutrimentos a la
raiz por lo cual el arbol muere por inanicién, esto provoca sintomas de
marchitez en el follaje, epinastia y clorosis de hojas nuevas y maduras,
reduccion del crecimiento del arbol, carencia de brotes nuevos y bajos
rendimientos en la produccion hasta presentarse la marchitez y el colapso

total del arbol, Walce (1978) citado por Gonzalez y Rocha (1984).

Los sintomas de tristeza en arboles afectados se pueden presentar en
arboles injertados sobre naranjo agrio y aquellos producidos por razas
virulentas severas en cultivares injertados sobre patrones tolerantes (Lee y

Rocha, 1992).

Un sintoma especifico de tristeza es el efecto de "panal”, que son
pequerios orificios apinados, no visibles a simple vista, pero que pueden
distinguirse muy faciimente con un lente de aumento. Se produce en la

corteza interior de las cepas de naranjo agrio, debajo de la union de la yema
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(Pratt, 1984).

En condiciones de campo se pueden distinguir tres tipos de

comportamiento en arboles infectadas por tristeza:

1.- Colapso rapido: Los arboles aparentemente sanos comienzan a
mostrar en sus hojas un marchitamiento similar al de falta de agua a pesar
de disponer en abundancia en el suelo. Estos arboles mueren en una o dos
semanas quedando totalmente secos con hojas y frutos colgando de la
rama.

2.- Decaimiento lento.- L.os arboles afectados cambian de color verde
intenso del follaje a un verde claro seguido de un amarillamiento general.
Se produce una defoliacion importante y una muerte progresiva de raicillas.
El arbol pierde vigor y las escasas brotaciones se presentan en ramas
gruesas, por lo que el voliumen de la copa se reduce progresivamente. Los
frutos producidos son de tamafio pequefio y amarillean prematuramente,
aunqgue la coloracion final en la madurez es mas palida que en la normal.

3.- Arboles sin decaimiento.- En ocasiones se observan arboles
infectados que no muestran sintomas de la enfermedad en el follaje y frutos,
estos arboles tienen con frecuencia un tamano inferior, a tos arboles sanos
y presentan hinchazén del tronco de la variedad y de punteaduras de la
corteza del patrén de naranjo agrio a la linea del injerto. No obstante pueden
encontrarse arboles infectados con aspecto y desarrollo normal. Las causas
de esta ausencia de sintomas son desconocidas y pueden ser debidas a la
presencia de razas de virus muy debiles o a condiciones ambientales que

dificulten la expresion de sintomas (Moreno et al., 1983).
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Propagacion.

El pulgdn café de los citricos (Toxoptera citricidus Kirkaldi), ademas de

ser una plaga importante, es el principal vector del virus de la tristeza,
incluyendo las razas agresivas, que ocasionan el picado del tallo vy

amarillamiento de las plantas, (Roistacher y Bar Joseph, 1987).

Su transmision en el campo se efectia ademas por injerto de material

infectado y mecanicamente aunque en muy baja probabilidad (1.1.C.F.,1892).

El vector ha mostrado un desplazamiento gradual desde Sudameérica
hacia el norte, encontrandose ya presente en areas citricolas de Ameérica
Central y del Caribe {Lee y Rocha 1992).

El grado de eficiencia en la diseminacion varia con las especies de
pulgones, razas del virus y plantas hospederas. También se ha demostrado
que el virus puede ser transmitido por (Cuscufa sp), la cual es una planta

parasita de los arboles de citrico (Moreno et al., 1983).

Otras especies de afidos que pueden transmitir el virus aunque con
una eficiencia de transmision mas baja son el pulgon verde de los citricos

(Aphis citricola Vander Goot.) y el pulgdn negro de los citricos (Toxopfera

aurantii Fonsc.). El virus también puede ser transmitido por (Aphis spirecola

Patch), (Aphis caraccivora Kock), (Myzus persicae Sulz) y (Dactinotus jaceae

L.), aunque en menor escala (Klotz, 1973).
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Antecedentes del VTC en México.

En México en 1984, se monitorearon los 6 bancos de germoplasma de
citricos y fueron detectados dos materiales genéticos infectados con VTC
en el estado de Tamaulipas (Gonzalez y Vela, 1984). Recientemente se ha
detectado el VTC en muestras de viveros procedentes de Tlapacoyan y
Martinez de la Torre Veracruz, lo cual indica una alta posibilidad de que
focos adicionales de infeccion puedan estar presentes en otras areas
citricolas del pais, al utilizar plantas procedentes de esos viveros (Lépez
1994).

Alternativas de control.

Las medidas del control para la tristeza de los citricos se pueden
clasificar en directas e indirectas. Las directas consisten en evitar la entrada
de la enfermedad en una area o pais libre de la misma (cuarentena) ¢
suprimir los arboles infectados para evitar o frenar su difusion (emradicacién).
Los métodos indirectos consisten en convivir con la tristeza evitando los
danos producidos mediante el uso de patrones tolerantes, utilizando
cultivares saneados, la proteccion cruzada y el fitomejoramiento (Moreno et
al.,, 1983).

Saneamiento de cultivares.

La necesidad de contar con material vegetativo de citricos certificado,

libre de enfermedades es basico para el establecimiento de plantaciones y
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replantaciones de citricos. La presencia de virus, viroides, micoplasmas y
otros patdégenos en el material propagativo deteriora la sobrevivencia del
arbol y la produccién de fruta.

Las enfermedades producidas son un factor importante en la
productividad de cualquier cultivar. La disminucion del vigor, rendimiento y
calidad de la produccion es el resultado comparativo con la productividad de
cultivares sanos. Afortunadamente mediante la termoterapia se ha obtenido
una alternativa exitosa de saneamiento de cultivares infectados (Roistacher,
1977).

Con el propésito de obtener plantas libres de enfermedades de origen
viral mediante el cultivo in vitro, se ha desarrollado la técnica de microinjerto
de apices de cultivares de citrico de importancia comercial. Para realizar la
técnica de microinjerto es necesario disponer de portainjertos logrados por
germinacion aséptica y de una fuente de brotes del cultivar a sanear.
Tedricamente cualquier patron que sea compatible con la variedad que
sobre él se injerte puede ser usado para el microinjerto, sin embargo,
atendiendo a que es mas facil distinguir en la identificacién de los rebrotes
del patron y ser eliminados, se han utilizado los patrones trifoliados. El
proceso consiste en aislar los apices caulinares en condiciones asépticas y
con el auxilio de un estereomicroscopio se coloca en la superficie del corte
transversal practicado al decapitar el portainjerto.

Se ha demostrado que aunque se logra mayor prendimiento del
microinjerto con el empleo de apices caulinares mayores, existe una relacion
inversa entre el tamafo de éstos y el porcentaje de plantas sanas obtenidas
(Navarro ef al., 1975). .
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Las principales virosis de los citricos como fristeza, exocortis,
cachexia, stubborn, infection variegation y vein enation pueden ser
eliminadas en un 100% a través del microinjerto. Son dificiles de eliminar
con esta técnica fatfer leaf, dweet mottle, psorosis, goma concava,
cristacortis e impietratura. Sin embargo, si se aumenta la temperatura a la
que se desarrollan los brotes hasta 32° C, se elevan considerablemente los

porcentajes de plantas sanas obtenidas por esta via (Mas, 1995).

Uso de patrones tolerantes.

La utilizacion de portainjertos tolerantes como medida de combate a
la tristeza de los citricos es necesaria, pero no suficiente en paises en los
que existen razas virulentas de la tristeza capaces de causar darios directos
en las variedades injertadas sobre los patrones tolerantes (Moreno ef al.,

1983).

El posible uso de portainjertos tolerantes como alternativa al naranjo
agrio implica evaluar su comportamiento en distintas zonas agroclimaticas,
proceso que lieva por lo menos 10 ainos de duracion.

Desafortunadamente todos los patrones tolerantes a tristeza son
severamente afectados por el Citrus Bligth. La incidencia y severidad de esta
enfermedad en el campo depende de la predominancia de patrones
susceptibles. En Florida donde todavia existen plantaciones sobre naranjo
agrio, aun en presencia de tristeza, se ha observado que la ocurrencia y los
danos causados por Cifrus Bligth, son menores en arboles injertados en este
portainjerto (CAEGET, 1992).



En Venezuela, no obstante el empleo de portainjertos distintos al
naranjo agrio para permitir el resurgimiento de la citricultura después del
primer brote epifitdtico del VTC, el problema no ha sido solucionado
completamente debido al surgimiento de razas de VTC del tipo picado del
tallo, las cuales causan debilitamiento y baja produccion de arboles
injertados sobre patrones tolerantes. Por otra parte, el cambio de patrones
sin tomar precauciones de utilizar material de propagacidon saneado, ha
propiciado que enfermedades viroidales, tal como la exocortis y cachexia,
micoplasmas, asi como, problemas relacionados con pudriciones radiculares

por Phytophthora spp, hayan comenzado a manifestarse debido a la

tolerancia ofrecida por el naranjo agrio, el cual oculta su presencia. Lo
anterior complica el panorama para aquellas especies susceptibles al VTC

aun injertadas sobre portainjertos tolerantes (Ochoa-Corona ef al., 1894).

Proteccién cruzada.

Otra de las medidas que ha mostrado cierta efectividad para el
combate de la tristeza es la proteccidon de las diferentes variedades de
citricos con cepas benignas del VTC (proteccién cruzada). Esta medida de
control se ha practicado en Brasil, donde ha tenido una gran aceptacion por
parte de los productores de citricos, (Costa y Muller, citados por Gonzalez
y Vela, 1984).

En Venezuela, la incculacion de VTC en 4 cultivares de citrico: lima
mexicana, limon Eureka, naranjo agrio y toronja Marsh, donde las cepas

fueron tanto débiles como severas, se observo que después de 18 meses,
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las inoculadas con razas severas algunas murieron y otras presehtaron
declinamiento severc, mientras que las inoculadas con razas debiles
mostraron un crecimiento similar al testigo, aun dando positiva la prueba con
‘el anticuerpo monoclonal, indicando los resultados la coexistencia del VTC

con las especies citricas susceptibles (Ochoa ef al. 1995).
Fitomejoramiento in vitro

La Biotecnologia a través de técnicas especificas tales como el cultivo
de tejidos, células y odrganos, la fusidn de protoplastos, la del ADN
recombinante y otras, representan una atractiva estrategia al proporcionar
un alto grado de oportunidades en la solucién de problemas de la agricultura
moderna (FAQO, 1989).

El desarrollo de cultivos transgénicos ha tenido notorio avance en la
ultima década; solo en los Estados Unidos, el Departamento de Agricultura
(USDA) desde 1987 a |la fecha ha aprobado alrededor de 850 aplicaciones
y notificaciones autorizando cerca de 2000 campos de prueba para plantas

transgénicas (Mellon y Rissler, 1995).

Los principales aspectos manejados en el mejoramiento de vegetales
por ingenieria genética son en orden de importancia: tolerancia a herbicidas,
mejora de la calidad, resistencia a virus, resistencia a insectos, genes
marcadores, resistencia a hongos, resistencia a bacterias, efc.

La resistencia mediada por la proteina de cubierta viral, describe

resistencia a infeccion viral y/o desarrollo de enfermedades en plantas -
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transgénicas que expresan un gen que codifica para la proteina de cubierta
viral.

Los requisitos para lograr este propdsito son conocer la estructura y
secuencia viral, la capacidad de aislamiento del gen viral y la capacidad de
construir un gen quimérico que, cuando se introduzca en el tejido vegetal se
exprese a suficiente nivel, gue permita conferir resistencia a la enfermedad
(Chet, 1994).

Un ejemplo claro demostrativo de proteccion mditiple via ingenieria
genética, lo muestra el reporte de produccion de plantas transgénicas de

tabaco, donde, plantas transformadas con Agrobacferium fumefaciens A12

con el vector de expresién recombinante pE14, conteniendo el gen que
codifica para la proteina de cubierta del virus mosaico de la calabaza (CMV-
CP) y un gene modificado que codifica para la produccion de la delta-

endotoxina de Bacillus thuringiensis, expresaron el CMV-CP y la toxina de

Bt cuando se alimentaron a larvas de Manduca sexta con el material

fransformado (Xiao-You ef al., 1994).

Las mas exitosas técnicas de ftransferencia de genes para
dicotileddneas hasta ahora han sido dificiimente aplicables a cereales de
importancia agricola, esto debido a la limitada susceptibilidad a infeccion por
A. tumefaciens. Otra dificultad importante es la regeneracion de plantas

fértiles provenientes de protoplastos (Potrykus, 1990).

Sin embargo, mediante la biolistica, una técnica directa de

transformacién, se ha logrado recientemente obtener plantas transgénicas
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de maiz, arroz, sorgo, soya, patatas y tabaco, entre otras (Cao, et al.,.1990;
Hagio, ef al., 1991; Mc Cabe, ef al., 1988; Genga, et al., 1991; Arago, éf al.,
1992; Prakash y Vaaradarajan, 1992; Kanevski, et al., 1992).

La utilizacion de las técnicas de manipulacidn genética mantiene como
requisito indispensable contar con una apropiada técnica de cultivo de
tejidos que permita la regeneracion del material vegetativo utilizado como
fuente de explante y que mantenga su estabilidad genética (Sorvari ef al.,
1993).

Cultivo de tejidos.

La regeneracion de plantas in vifro a partir de células somaticas ha
despertado un interés extensivo entre los mejoradores de plantas y bidlogos

moleculares (Sorvari 1993).

Durante las ultimas décadas, las técnicas para cultivar células, tejidos
y érganos vegetales in vitro ha tenido un enorme desarrollo que permite
aplicarlas a practicamente todas las especies. Estas técnicas han dado lugar
a un gran avance en el conocimiento basico de la biologia de las plantas
(Hussey 1984).

Los cultivos in vitro ofrecen las siguientes ventajas experimentales por
cuanto es posible: a) variar de manera controlada las condiciones fisicas y
quimicas para observar respuestas a nivel bioquimico y fisiolégico; b)

obtener clones genéticamente homogéeneos de una cierta caracteristica; ¢) -
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=n el tubo de ensaye cada célula aislada es un organismo experimental vy,
a diferencia de las células animales cultivadas in vitro, las células somaticas
de las plantas pueden volver a diferenciarse e iniciar un desarrollo
organizado, que dara como resultado, la formacién de nuevos individuos
completos y fértiles; esta capacidad de organogénesis o embriogénesis
somatica significa que las células vegetales, en el tubo de ensaye, pueden
ser manipuladas genéticamente de manera semejante a los
microorganismos y obtener resultados en plantas completas; d) Se pueden
manipular millones de células y analizar un gran numero de condiciones
experimentales en un espacio relativamente reducido y en un tiempo mucho
menor que el que se requeriria si los experimentos se llevaran a cabo con

plantas completas en un invernadero o campo de experimentaciéon (Kochba,
1977, Robert, 1984).

Las técnicas de cultivo de tejidos también pueden ser utilizadas para
obtener hibridos entre especies incompatibles a través de las técnicas de
cultivo de embriones, cultivo de 6vulo, o la hibridizaciéon somatica (Torres,
1988). De manera que e} cultivo aséptico se ha convertido en un
procedimiento ampliamente utilizado y de rutina para el "rescate" de los
embriones que no crecen ni se convierten en plantulas. En un sentido
estricto, el material no se multiplica clonalmente, pero si se esta
multiplicando el germoplasma que de otra forma se perderia.

Existen diversos métodos 6 procedimientos que se pueden utilizar para
la multiplicacion masiva de especies de interés; a partir de inécuios de
brotes apicales o yemas axilares, por la formacion de brotes adventicios o

por embrivgénesis somatica a partir de callo o callo semiorganizado obtenido

22



a partir de diversos tipos de inéculos (Krikorian; Sagawa y Kunisaki, citados
por Ambriz, 1995).

1

La funcion de los reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro.

El descubrimiento de Skoog y Miller quienes sefalaron que la
iniciacion de raiz y brote es basicamente regulada por la interaccion entre
dos substancias hormonales (auxina y citocinina) constituye el principio por
el cual ha sido posible la aplicacion del cultive de tejidos en numerosas

especies (Murashige, 1974).

Una alta relacion de citocinina:auxina estimula la formacion de yemas
cuando estos compuestos son adicionados al medio de cultivo; una alta
concentracion relativa de auxina favorece la iniciacién de raices, al mismao
tiempo que reprime la formacién de brote, por lo que el tipo de morfogénesis
que ocurre en una planta a través del cultivo de tejidos depende
considerablemente de la relacién citocinina-auxina endbégena presente en el

medio (Murashige, y Torres citados por Ambriz, 1995).
Cultivo de tejidos en citricos.

La extensa aplicacion practica actual de las técnicas de cultivo de
tejidos, ha involucrado ampliamente el aspecto de micropropagacion de
especies ornamentales, se han adaptado estas técnicas en ornamentales
herbaceas con relativa facilidad pero sin embargo, se requieren mas

esfuerzos para aplicar con éxito las técnicas in vitro a especies lefiosas.
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La mayoria de las especies frutales han sido propagadas tradicionalmente
utilizando técnicas vegetativas, pero el impacto potencial de la aplicacion del
cultivo de tejidos en frutales se refleja en la necesidad de propagacion de
cultivares y lineas de portainjertos élite, en la eliminacion de virus y
patégenos de los tejidos, en la conservacidon de germoplasma y en la
produccion de haploides para programas de mejoramiento principalmente
(Torres, 1989).

Los cultivares de citricos han sido propagados generalmente mediante
el injerto de yemas de un cultivar sobre un portainjerto predeterminado. Este
método de propagacion presenta la desventaja de propagar enfermedades

sistémicas causadas principalmente por virus y micoplasmas (Button, 1977).

Sin embargo, debido a que raramente las enfermedades causadas por
virus son transmitidas por semilla, la obtencién de plantas libres de virus ha
sido estudiada en conseguir el brote nucelar de semillas poliembridnicas,
aunque existen problemas cuando los clones de citricos son

monoembriénicos o bien no presentan semilla (Button y Kochba, 1977).

El cultivo de tejidos vegetales aplicado a citricos ha sido estudiado por
distintos investigadores, enfocados principalmente en la micropropagacion,
en la obtencién de plantas libres de virus y en la espera de encontrar
hibridos y algunas variaciones genéticas importantes.

El mas notable éxito en el cultivo de células, tejidos y organos de
citricos, para la obtencidn de plantas sanas, ha sido con variedades en las

cuales naturalmente se presenta poliembrionia. Probablemente el mas
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grande obstaculo para desarrollar sistemas /n vifro para la regeneracion de

citricos es la ausencia de juvenilidad en arboles adultos (Bonga, 1982).

Micropropagacion de citricos.
l
La propagacion de portainjertos de citrico son desarrollados
comercialmente mediante la germinacioh de semillas producto de
polinizacién abierta. Dependiendo del cultivar, pueden producir de1% a 40%
de plantulas de origen cigoético, manifestandose marcadas diferencias en su
uniformidad clonal no deseables. También algunos cultivares producen poca
o ninguna semilla, limitando su propagacion. Mediante técnicas de cultivo de
tejidos se ha obtenido homogeneidad y una media de niumero de brotes de
2, 3 y 7.3, dtilizando como fuente de explante segmentos internodales de

plantulas de naranjo agrio (C. aurantium L), Citrange carrizo (C. sinensis (L.)

Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) y mandarina cleopatra (C. reshni Hort. ex

Tanaké) respectivamente (Moore, 1986).

Con esos mismos cultivares, pero utilizando brotes apicales
procedentes de plantas nucelares solo existid ploriferacion de brotes en
citrange carrizo con una media de brotacién de 3.0 al utilizarse BA en

concentraciéon de 3 mg/l (Kitto y Young, 1981).

En la micropropagacion de los portainjertos citremén 1452 (Poncirus
trifoliata (L.) Raf. x C. fimon (L.) Burm.), asi com¢ de la variedad Flying
dragon de Poncirus ftrifoliata (L.); el primero con caracteristicas favorables

para el naranjo valencia (C. sinensis (L.) Osb.) y ademas ser resistente a la
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gomosis y al blight y el segundo, por el especial interés de su marcada
tendencia a producir arboles enanos, muy adecuados para plantaciones de
alta densidad, se obtuvo una media de brotacion de 3.2 y 6.7
respectivamente, cuando se utilizaron como explante segmentos nodales de
plantulas de 10-12 cm. de altura (Mas ef al. 1992; 1993).

Embriogénesis somatica en citricos.

Es conocido que, con escasas excepciones de informes en los que se
plantea la transmisidon de psorosis, las virosis no se transmiten a las semillas
de los frutos de un arbol enfermo, por lo que las plantas que se logran al

sembrar dichas semillas estaran libres de enfermedades (Mas, 1995).

Por este motivo, es exitosa la utilizacion de la nucela como fuente de
explante en la obtencidn de plantas sanas, via la técnica de regeneracién
por embriogénesis directa, ademas se mantiene considerablemente el
potencial morfogenético en muchas especies de plantas y por lo tanto la
capacidad de producir embriones adventicios, sin embargo, el tejido
regenerado presenta caracteristicas de juvenilidad (Rangan et al., 1968;
1969; Rangaswamy, 1982).

Para ayudar a una correcta seleccion de los brotes nucelares, se han
desarrollado métodos bioquimicos y moleculares que permiten distinguirios,

de los de origen cigdtico (Mas, 1995).

Con éste mismo proposito, la embriogénesis somatica también ha sido
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exitosa mediante el cultivo de vulos fertilizados y sin fertilizar y protoplastos
(Bitters, et al., 1970; Deidda, 1973; Navarro y Juarez, 1977; Kobayashi et al.,
1982; Starrantino y Russo, 1980; Navarro, et al, 1985; Jing-Tian, et al.,
1990; Tusa et al., 1890). sin embargo, en todos los casos las plantas
nucelares de citrico presentan juvenilidad, por lo que éstas no pueden ser
utilizadas en la propagacion comercial a corto plazo, aunque son a futuro,

una altemativa como fuente de material sano (Navarro ef al.,, 1979).

Justificacion.

La susceptibilidad al VTC vy el interés por conservar la utilizacion del
naranjo agrio (C. auranfium Linn)) como portainjerto de cultivares
comerciales de citrico, debido a sus buenas caracteristicas agronomicas,
nos lleva a la tarea de buscar con métodos biotecnolégicos, una linea de
este portainjerto con tolerancia al virus de la tristeza, mediante la
recombinacion genética del gene que cadifica para la proteina de cubierta
del VTC con el genoma de C. aurantium, para lo cual, se requiere de una
técnica de cultivo de tejidos que nos conduzca a la regeneracion in vitro

apropiada del explante susceptible de ser transformado genéticamente.
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HIPOTESIS.

La aplicacion exogena de un sistema balanceado de reguladores de
crecimiento al medio de culitivo, conducira a la regeneracion in vitro de Citrus
aurantium Linn., cuando se utilice como indculo, segmentos de hipocotilo de

plantulas germinadas asépticamente.

OBJETIVO GENERAL.

El objetivo del presente estudio fué desarrollar un protocolo de cultivo

de tejidos para la regeneracion in vifro de Citrus aurantium Linn., que

permita la utilizacion de técnicas de transferencia de genes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
a) Determinar la combinaciéon optima de los reguladores de crecimiento
(citocinina;auxina) para la proliferacion de brotes adventicios de C. aurantium

L. a partir de explantes de hipocaotilo.

b) Determinar la dosis dptima de reguladores de crecimiento (auxinas) que

promueva |a regeneracion de raices en los inoculos de C. aurantium L.
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MATERIALES Y METODOS.

Localizacidon del experimento.

El experimento se llevd a cabo en la Unidad de Biotecnologia de la
Facultad de Agronomia de ia Universidad Autdnoma de Tamaulipas, en

Ciudad Victoria, Tamaulipas.

Material vegetativo.

Semillas de Naranjo agrio (C. aurantium Linn.) provenientes del banco
de germoplasma "Francisco Villa" de Giémez Tamaulipas, fueron utilizadas

en este experimento.

Germinacion aséptica.

Semiilas de C. aurantium seleccionadas arbitrariamente por su mayor
densidad fueron desprovistas del primer tegumento, después de ser tratadas
con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 15 minutos.
Posteriormente se desinfectaron superficialmente con etanol al 70% por 10
minutos. y posteriormente con una solucidn de hipaclorito de sodio al 1% por

15 minutos.

En campana de flujo laminar se enjuagaron abundantemente (3x) con

agua destilada esterilizada antes de la siembra aséptica.
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El medio de cultivo utilizado para la germinacion consistié de las sales
del M.S. (Murashige and Skoog., 1962), (apéndice) adicionado'con 3% de
sacarosa y las vitaminas del medio B5 de Gamborg (apéndice). El medio fué
solidificado con agar al 0.75% y ajustado el pH a 5.7 antes de esterilizar en

el autoclave a 15 Ib. in? por 20 minutos.

Para la germinacion aséptica (Fig. A) se colocaron 2 semillas por tubo

de cultivo de 18x150 conteniendo 15 ml. de medio basal M.S. sdlido.

Se mantuvieron en camara bioclimatica a 30 +2 °C en completa

oscuridad hasta que las plantulas tuvieron una altura de 5 cm.
Regeneracion de brotes.

Como medida preventiva para eliminar las posibles varaciones
geneéticas del tejido resultante del cultivo in vitro, se selecciond la técnica de

organogenesis directa para la regeneracion de brotes.

Se realizaron ensayos previos para la seleccion de la fuente de
explante debido a la diferencia en la respuesta del tejido de acuerdo a su

posicion en el hipocotilo (Fig. B).
Se disectaron los indculos bajo condiciones asépticas en campana de

flujo laminar y se colocaron en cajas magenta con medio MS suplementado

con |os tratamientos.
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El experimento para la regeneracion de brotes consistio de 36
tratamientos con 5 repeticiones en un disefio expermental completamente
al azar Los reguladores de crecimiento estudiados fueron Benciladenina
(BA) y Acido indolbutinco (AIB) Los tratamientos estudiados (apendice)
fueron generados por la combinacion de seis concentraciones de cada
regulador de crecimiento Las concentraciones utilizadas para Benciladenina
y acido Indolbutinco fueron en mgl' 0 02,04 06 08 10y0 01 02
03 04y 05 respectivamente

El parametro evaluado fue el numero de brotes por explante que
mostraron al menos 2 hojas desplegadas Se excluyeron del analisis
estadistico los tratamientos que mostraron tejido de callo, los cuales no son

deseables en estudios de transferencia de genes

Los cultivos se mantuvieron en camara bioclimatica a 27+ 2°C (Fig C)

con un fotoperiodo de luz fluorescente (3000 lux) de 16 8 h luz oscundad

Regeneracion de raiz

Para los tratamientos de nzogenesis se consideraron dos fuentes de

explante
a) Hipocotilos etiolados

Los explantes fueron segmentados despues de completar las plantulas

una altura de 5 cm y se colocaron en cajas magenta con los tratamientos
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en medio basal M S

b) Brotes regenerados del hipocotilo con al menos 2 hojas desplegadas

A los brotes se les disecto parte del tallo que estaba en contacto con
el medio de cultivo o que presentaba formacion de callo y se colocaron en

cajas de magenta con los tratamientos en medio basal M S

Los 2 experimentos para la regeneracion de raiz consistieron de 36
tratamientos combinados (apendice) y 3 repeticiones en un disefo
expernmental completamente al azar Los reguladores de crecimiento
estudiados fueron acido naftalenacetico (ANA) y acido indolbutinco (AIB) las
concentraciones estudiadas en mg!’ fueron 0 02 04 06 08 10 para
cada uno El medio basal fue adicionado de las vitaminas del medio B5S de
Gambog 3% de sacarosa ajustado el pH a 5 7 y solidificado con agar al

0 75% Se esterhizo el medio a 15 Ibin? por 20 min
Ambos experimentos se mantuvieron en camara bioclimatica a 27°C
+ 2°C con un fotoperiodo (3000 lux) de 16 8 h luz oscundad proporcionado

por lamparas fluorescentes de luz blanca por 2 meses

El parametro evaluado fue el enraizamiento /n vifro considerando los

tratamientos que presentaron formacion de raices secundarias

32



RESULTADOS Y DISCUSION.
Regeneracion de brotes.

Los inéculos se comportaron de la misma manera durante la primera
semana de cultivo en los tratamientos. Después de 15 dias, algunos
explantes de C. aurantium L., observaron la presencia de primordios
meristematicos en la superficie del corte transversal (Fig. D). Las
observaciones de las medias de brotacion se evaluaron a los 30 dias de
cultivo, considerndose solo los brotes que mostraron al menos 2 hojas

desplegadas.

Los resultados comparativos de los 36 tratamientos nos indican que
existen varios tratamientos (cuadro E) que responden a la organogénesis
directa y que no presentan formacion de tejido de callo acomparnando o
cubriendo los brotes. El analisis de varianza de acuerdo al disefio utilizado,
de los experimentos sin la presencia de tejido de callo, nos muestra
significancia a un nivel del 95% de probabilidad, por lo tanto la hipétesis H,
se rechaza, concluyendo que al menos un fratamiento se comporté

estadisticamente diferente.

Para determinar los mejores tratamientos se recurrié a la prugba de
Tukey. Esta indicé que existen 5 grupos distintos estadisticamente y que el
mejor tratamiento lo fué el n°. 17 (0.8 mg.l" BA : 0.2 mgI" AIB) con una

media de 8.0 brotes (apéndice).
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Los tratamientos que indujeron la presencia de callo (Fig. E), fueron
excluidos del andlisis de datos (aunque algunos presentaban alto niGmero de
brotes), debido a la probabilidad de variacién genotipica por la
desdiferenciacion, por lo que no son recomendables estos tejidos para su
utilizacion en estudios de transformaciéon genética de acuerdo con Sorvari

et al. (1993).

Los explantes que mostraron |la presencia de brotes sin formacién de
callo después de 30 dias de cultivo, fueron transferidos a medio MS al 50%
para su elongacion (fig. F). Los brotes desarrollados fueron

morfologicamente normales.

Regeneracion de raiz.

Ambas fuentes de explante consideradas para la rizogénesis (Fig. G),
fueron mantenidas en camara bioclimatica bajo un fotoperiodo de 16:8 h.

luz:oscuridad de lamparas fluorescentes (3000 lux) a 27+2°C.

Durante las 2 primeras semanas de cultivo, algunos explantes de brote

sometidos a los tratamientos, presentaron formacion de raiz.

Las observaciones se efectuaron a las 8 semanas y solo se
consideraron aquellos tratamientos que mostraban la formacion de raiz

principal con raices secundarias (Fig. H).

El resultado comparativo de los 36 tratamientos de rizogénesis, cuando
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se utilizd como fuente de inoculo brotes regenerados del hipocotilo, nos
muestra que existen 5 tratamientos que inducen la formaciéon de raiz con
raices secundarias, utilizandose estos para el andlisis estadistico. Debido a
que ésta es una variable cualitativa dicotdnica, que su distribucién no es
normal y al naimero de repeticiones, se analizaron los tratamientos utilizando
la prueba de Q de Cochran. La comparacion entre tratamientos con esta
prueba, mostré diferencia significativa a p<0.05 con un valor calculado de

Q=6, por lo que la hipdtesis nula se rechaza debido a que Q>5.99.

En cuanto a los tallos etiolados, sometidos a los mismos tratamientos,
no existio diferencia significativa ya que ninguno presentd formacién de raiz
(Fig. 1), aunque algunos presentaron formaciéon de callo, callo con brote &

solo brote en la superficie del corte transversal.

Por lo anterior, los resultados de la regeneracion in vitro de Citrus
aurantium Linn. del presente trabajo, nos proporcionan ampliamente la
posibilidad de utilizar los hipocotilos eticlados como fuente de inéculo para
transformar genéticamente material de citricos, principalmente por la gran
reactividad del tejido para regenerar brotes adventicios multiples en la
superficie del corte transversal, lo que permite aumentar la probabilidad de
regenerar brotes transformados, superando los resultados obtenidos por
Kaneyoshi et. al. (1994) quien solo obtuvo una media de formacion de brotes
de 6.7 cuando utilizé comao fuente de inéculo segmentos de epicotilo de

Poncirus trifoliata Raf., en estudios de transformacion genética.

El proceso de organogénesis directa sin desdiferenciacion de tejido,
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nos permiten suponer que |a estabilidad genética del material regenerado se
mantiene inalterada, cumpliendo asi con 10s requisitos fundamentales
marcados para pretocolos de transformacién genética de acuerdo con lo
mencionado por Sorvari, ef al. (1993), esto permite utilizar esta metodologia
en investigaciones subsecuentes en [a busqueda de materal transformado

de citricos de importancia comercial.

Es significativo también, contar con un nivel hormonal para el
enraizamiento in vitro de explantes de citrico, debido a la dificultad reportada
por Murashige (1974) para el enraizamiento de frutales y forestales, asi
como Barlass y Skene (1982), mencionan, que muy bajos porcentajes de
enraizamiento eran logrados en citrico, requiriendose de altos niveles
exogenos de auxinas. Es también importante notar que existio diferencia
entre las fuentes de explante para la rizogénesis, ya que mientras la
utilizacion de brotes regenerados la facilita; con tejidos etiolados, se ve
inhibida, esto debido aparentemente por la accidon enddgena de auxinas del
tejido ya formado. Se confirma también que las dosis mas altas de auxinas

influyen en el enraizamiento

El enraizamiento logrado en este experimento, permite la regeneracion
completa de explantes de citrico provenientes del hipocotilo de plantulas de
C. aurantium L., con lo cual se tiene la oportunidad de realizar futuras
investigaciones en la busqueda de variabilidad genética en citricos, en
especial, la resistencia a plagas y enfermedades, ademas, estos resultados
permitiran la investigacion de citricos en otras areas del conocimiento como

la Fisiologia, Bioguimica, Nutricidn, etc., facilitandose el manejo del material
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vegetativo bajo condiciones controladas en laboratorio.

Perspectivas de fitomejoramiento in vitro de citricos.

En corto plazo, la utilizacion de técnicas de transformacion (tecnologia

ya validada con biolistica), con el plasmido de Bacillus thuringiensis , que
codifica para la delta endo-toxina de actividad insecticida para el control de
lepidopteros, podra proporcionar a variedades de citrico tolerar el ataque de
la larva del minador de la hoja, disminuyendo con ello |la aplicaciéon
extensiva de pesticidas en futuras plantaciones, permitiendo esto disminuir
gastos de produccion, no dafar insectos benéficos y mantener un mejor

equilibrio ecologico.

La utilizacidn en un madiano plazo del gene de la capa protéica del
virus de la tristeza de los citricos en estudios de transformacion,
representara una alternativa para seguir utilizando el mejor portainjerto (C.
aurantium L.), el cual pese a sus ventajas agronémicas, es ampliamente
susceptible a la infeccidn VTC, razdén por la cual ha sido prohibida su
utilizaciéon en nuestro pais por la direccion de Sanidad Vegetal de la
S.A.R.H. (NOM. 001-S.A R.H |-93) publicada en el diario oficial del 2 de junio
de 1993.
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CONCLUSIONES

1.- La aplicacion balanceada de reguladores de crecimiento BA-AIB da
como resultado la regeneracion in vifro de brotes adventicios multiples de

Citrus auranfium Linn. en la superficie del corte transversal de los indculos

utilizados.

2.- La aplicacion balanceada de las auxinas ANA-AIB da como
resultado el enraizamiento in vitro de C. aurantium L., cuando es utilizado

como fuente de indculo brotes de 2 meses de cultivo.
3.- El enraizamiento in vitro de C. aurantium L., esta influenciado por

la fuente de inéculo ya que cuando se utilizé como fuente los hipocotilos

etiolados, éstos no respondieron a los propositos del tratamiento.

38



245048

Fig. A. Germinaci6n aséptica de C. aurantium L. B).Seleccion de la fuente de in6culo. C).Cultivo en

15 dias de cultivo. E).Maltiples

camara bioclimatica. D).Primordios meristematicos después de
otes en medio basal M.S. al 50%.

primordios con presencia de tejido de callo. F).Elongacién de br




Fig. G).Brotes de 2 meses
de cultivo e hipocotilos
etiolados como fuente de
indculo para la rizogénesis.

Fig. H).Formacion de raiz
a 8 semanas de cultivo,
de explantes provenientes
de brotes de 2 meses

de cultivo.

Fig. I).Explantes provenientes
de hipocotilos etiolados

no mostraron formacion

de raiz después de

8 semanas de cultivo.
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Compuesto Concentracion
NH,NO, . 1650
KNO, 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
Kl 0.83
H,BO, 6.20
MnS0,.4H,0 22.30
ZnS0,.7H,0 8.60
Na,Mo0,.2H,0O 0.25
CuSO0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Na,.EDTA ‘ 37.30
FeSO,.7H,0 27.80

Cuadro A).- Composicién de las sales inorganicas del medio basico
Murashige-Skoog (1962) usado en mg.I".

Compuesto Concentracion
Acido nicotinico 0.1
Clorhidrato de tiamina 1.0
Clorhidrato de piridoxina 0.1
Glicina 0.2
Mio-inositol 10.0

Cuadro B).- Composicidn del complejo B5 de Gamborg usado como
complemento del medio MS.
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Cuadro C).- Combinacion de tratamientos BA-AIB aplicados al medio
basico M.S. para la regeneracion de brotes adventicios de C. aurantium en
mg.I"

AB||

ANA

Cuadro D).- Combinacién de tratamientos de ANA-AIB aplicados al
medio de cultivo M.S. para le regeneracion de raiz en C. aurantium en mg.l".
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TRATAMIENTO CONC. BA:AIB  (mg.I") MEDIA DE N° BROTES
17 08:02 a 8.00
21 0.4:03 ab 6.66
12 10:01 ab 5.16
15 04:0.2 ab 5.00
22 0.6:03 ab 4.66
16 06:0.2 abc 4.33
18 1.0:0.2 bc 3.16
T 00:00 ¢ 0.50

Cuadro E).- El andlisis de varianza de las medias de brotacién entre
tratamientos para la regeneracién de brotes mostré diferencia significativa a
p<0.05. La prueba de Tukey indicé que al menos existen 5 grupos diferentes
estaditicamente, siendo considerado el mejor el nimero 17.
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Cuadro F).- Tolerancia a enfermedades de algunos patrones con naranja y toronja.

PATRON TRISTEZA EXOCORTIS PSOROSIS XILOPOROSIS GOMOSIS
TROYER 1 4 5 5 5
CARRIZO 1 4 5 5 5
SWINGLE 1 1 1 1 1
TRIFOLIATA 1 3 5 5 2
CLEQPATRA 2 1 1 1 5
RANGPUR 2 5 5 3 4
VOLKAMERIANA 2 2 1 6 5
RUGOSO 2 2 2 2 3
AGRIO 3 1 5 1 1

uente: GET, 1 997_.___

1.-Satisfactoria.
4 -Insatisfactoria

2. -Muy satisfactoria  3.-Muy insatisfactoria

S.-Aceptable

6.-Insuficiente informacion.

Cuadro G).- Tolerancia a salinidad y tipo de suelo de algunos patrones con naranjay

toronja.
PATRON CLORUROS BORO CALCIO MAL ARENOSO LIMOSO ARCILLOS.
DRENAJE
TROYER 4 1 4 4 ] 6 6
CARRIZO 4 1 4 4 € 6 6
SWINGLE 5 5 4 4 6 6 6
TRIFOLIAT. 3 1 3 2 6 6 6
CLEOPAT. 2 5 5 4 4 5
AMBLICAR, 1 6 5 5 6 6 6
VOLKAM, 6 6 1 4 6 6 6
RUGOSO 5 5 2 4 2 4
AGRIOQ 5 5 1 1 5 1

1.-Gatisfactoria
4_4nsatisfactoria

Fuente: CAEGET f 1952

2.-Muy eatisfactoria
5.-Aceptable

3.-Muy satisfactoria

6.-nsuficiente informacién,

49



Cuadro H).- Tolerancia a salinidad y tipo de suelo de algunos patrones con limas y

limones.
PATRON | CLORUROS BORO CALCIO MAL ARENOSO LIMOSO ARCILLOS
DRENAJE
TROYER 4 4 4 4 4 1 1
CARRIZQ 4 4 4 4 4 1 1
SVANGLE 6 5 1 4 5 1 5
TRIFOLIAT. 3 4 3 1 4 1 1
CLEQPAT. 2 5 5 4 4 1 5
VOLKAM. & 8 6 4 6 6 6
RUGOSO 5 5 2 4 2 1 4
RANGPUR 2 1 5 4 1 1 5
AGRIO 6 5 1 5 5 1 1
uenta: GET, 1 .
1.- Satisfactoria 2.-Muy satisfactoria  3,-Muy insatisfactoria 4 -nsatisfactoria 5.-Aceptable  6.-Insuficiente
informacion.
Cuadro l).- Efecto del patron sobre el arbol de naranja y toronja,
PATRON FRUTO CALIDAD TAMARNO VIGOR TAMANO RESISTENCIA A
HELADAS
TROYER 5 5 1 1 1
CARRIZO 5 5 1 1 1
SWINGLE 4475 5 5 1 1 1
TRIFOLIATA 1 5 4 1 2
CLEOPATRA 1 4 5 1 5
AMBLICARPA 5 5 1 6 1
VOLKAMERIANA 2 6 2 2 4
RUGOSO 3 1 2 2 4
AGRIO 2 1 1 1 5
Fuente: CAEGET, 1992

1.-Satisfactoria 2.-Muy
4. -Insatisfactoria 5.-Aceptable

eatisfactoria 3.-Muy insatisfactoria
6.-Insuficiente infarmacién.
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Cuadro J).- Efecto del patrén sobre el arbol de lima y limén.

-

PATRON FRUTQ TAMANO VIGOR TAMANO RESISTENCIA A
CALIDAD HELADAS
TROYER 5 5 5 5 5
CARRIZO ] 5 S 5 &
SWINGLE 4475 1 6 1 5 1
TRIFOLIATA 1 4 4 3 5
CLEOPATRA <] 5 5 5 -]
RANGPUR 1 1 2 2 1
VOLKAMERIANA 3 6 2 2 &
RUGOSO 2 2 2 2 6
AGRIO 2 5 ] 6 5

Fuente: CAEGET, 1992,
1.-Satisfactoria  2.-Muy satisfactoria  3.-Muy insatisfactoria
4 -nsatisfactoria 5.-Aceptable B.-insuficiente informacién.

Cuadro K).- Efecto del pairén en la produccién de naranja valencia en General Teran.

PATRON ton./ha.* kg/ha.* atternancia en la
produccién™*

CITRANGE SAVAGE 15.4 99.0 leve alternancia
CITRANGE CARRIZO 50.0 3207 leve alternancia
MANDARINO CLEOPATRA 350 2241 atternante

LIMON RUGOSO 37 2371 leve akemancia
NARANJO AGRIO M.7 2671 leve akemancia

Fuenie: CAEGET, 1892.
*Produccion promedio de 1877-1878 y de 1982-1983.
*Segun la variacin del rendimiento: leve akemancia 30-40%
alternanta 50-70%



Cuadro L).- Efecto del patrén en la calidad de la fruta en naranja valencia en General
Téran, N.L.

PATRON JUGO{%) S0LIDOS(%) KG SOLIDOS/TON. ACIDEZ (%)
FRUTA

CITRANGE SAVAGE 46.4 125 58.4 1.24
CITRANGE 490 118 57.6 1.3
CARRIZO

MANDARINA 485 1.7 56.8 1.31
CLEOPATRA

LIMON RUGOSO 47.2 115 54,5 1.30
NARANJO AGRIO 492 12.2 59.6 1.17

Fuente’ CAEGET, 1992,
*% con base en su peso,








