SELECCIONADOS TRES HiBRIDOS DE EXCELENTE CALIDAD PARA INICIAR EL PROCESO DE PROPAGACION COMERCIAL
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En el IVIA se esta realizando un amplio programa de
mejora genética de mandarinos que tiene como
objetivo la obtencion de nuevas variedades de
mandarino tardias y que no produzcan semillas,

con la finalidad de resolver el problema de la
inadecuada estructura de variedades de esta especie.
El programa se basa en la obtencion de hibridos
triploides, para lo que se usan diversas técnicas
biotecnologicas de cultivo de tejidos y citometria de
flujo. Se han obtenido mas de 9.000 hibridos triploides
que estan en distintas fases de evaluacion.

a estructura de las variedades de mandarino cultivadas en Es-

pana presenta importantes problemas. En la primera parte de la

campana desde mediados de septiembre a finales de enero,

existen diversas variedades de clementina de elevada calidad
que permiten un abastecimiento continuo de los mercados interna-
cionales en este periodo, incluso llegando a la saturacion de los mis-
mos por un exceso de produccion. Las clementinas tienen poleny los
6vulos viables, pero son sexualmente autoincompatibles, por lo que
no se polinizan entre ellas y producen frutos sin semillas.

Los mercados internacionales demandaban cantidades impor-
tantes de mandarinas tardias de calidad mas alla del periodo de pro-
duccion de las clementinas. Para cubrir esta demanda se introdujeron
variedades de mandarinos hibridos como Fortuna, Nova, Ellendale,
Ortanique y mas recientemente Moncada y Nadorcott. Estas varieda-
des tienen polen y évulos viables, pero como en el caso de las cle-
mentinas son autoincompatibles y producen frutos sin semillas.

Estas variedades tardias, ademds de problemas de calidad, tie-
nen el gran inconveniente de que permiten una polinizacion cruzada
con las clementinas, lo que provoca la aparicion de semillas en am-
bos grupos de variedades. Esto produce un importante problema co-
mercial, ya que los consumidores no aceptan las mandarinas con se-
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millas. Las medidas para disminuir la formacion de semillas implican
la separacion de las colmenas de abejas de las parcelas de produc-
cion de hibridos, lo que provoca conflictos con el sector de la apicul-
turay ademas no resuelve el problema. Por otra parte, recientemente
han surgido problemas importantes debidos a los danos provocados
por el hongo Alternaria alternata en Fortune, que esta provocando el
arranque o sobreinjerto de esta variedad.

Ademads, en los Ultimos afios se ha producido una plantacion ma-
siva de clementinos, especialmente Clemenules, que ha provocado
una gran produccién que esta muy por encima de la demanda de los
mercados. Esto ha provocado el hundimiento de los precios de las
clementinas y en consecuencia pérdidas econémicas muy importan-
tes para los productores.

La solucion a esta problematica requiere disponer de variedades
tardias de calidad que no produzcan semillas ni provoquen la forma-
cion de semillas en las clementinas por polinizacién cruzada. Estas
variedades permitirian alargar la campana de produccion de las man-
darinas y reconvertir una parte de la superficie de clementinas para
evitar los excesos de produccion. Se estima que sélo en la Comuni-
dad Valenciana seria necesario reconvertir 25.000 hectéareas de cle-
mentinas para adaptar la produccién a la demanda de los mercados
y conseguir precios rentables para los agricultores.

El IVIA estéd llevando a cabo desde 1995 un ambicioso programa
de mejora para la obtencién de nuevas variedades de mandarino tar-
dias y que no produzcan semillas, con la finalidad de resolver el pro-
blema de la inadecuada estructura de variedades de esta especie. El
programa se basa en la obtencioén de hibridos triploides, para lo que
se usan diversas técnicas biotecnolégicas.




Figura 1.

Rescate de embriones in vitro.

La carencia de semillas es una condicién ba-
sica que deben tener las variedades de citricos
destinadas al consumo en fresco en mercados
de calidad. Para ello las variedades deben ser au-
toincompatibles y ademas no presentar proble-
mas de polinizacion cruzada con otras varieda-
des. Esto es lo que sucede con las variedades de
los grupos navel y satsumas, que son autoin-
compatibles, tienen polen inviable y presentan
degeneracion de los megasporocitos femeninos.
Estos caracteres son extraordinariamente difici-
les de incorporar a otras variedades, ya que entre
otras razones se desconocen cuales son los me-
canismos genéticos que los controlan.

Una alternativa con gran potencial es la ob-
tencion de hibridos triploides, con 27 cromoso-
mas en vez de los 18 de las variedades normales
diploides. Las plantas triploides sélo producen
semillas de forma ocasional. Esto es debido a
que en la meiosis los gametos reciben distinto
numero de cromosomas, lo que causa esterilidad
y en consecuencia no producen semillas o éstas
abortan en su mayoria. Ademas, estas plantas
no presentan problemas de polinizacién cruzada
con otras variedades.

La obtencion experimental de variedades tri-
ploides de citricos se conoce desde la década de
los anos setenta del pasado siglo, mediante cru-
zamientos entre plantas diploides y tetraploides
e incluso en algunos casos en cruzamientos en-
tre dos parentales diploides. Sin embargo, las se-
millas con embriones triploides generalmente
abortan o no alcanzan un desarrollo normal, por
lo que es muy dificil su germinacion mediante
métodos convencionales. Ademas, los métodos
clasicos de analisis de ploidia en citricos son
muy lentos y tediosos y no pueden aplicarse a
grandes poblaciones de hibridos. Por estas razo-
nes se ha tardado mucho tiempo en incorporar
los conocimientos sobre obtencién de triploides
en programas de mejora amplios.

En el laboratorio de Cultivo de Tejidos hemos
puesto a punto un procedimiento para el cultivo
in vitro de embriones procedentes de semillas
abortadas o poco desarrolladas que ha permitido
resolver el primero de los problemas (figura 1).
Los pequenos embriones (alrededor de 1 mm de
longitud) se aislan en condiciones estériles de
las semillas con ayuda de un microscopio y se
cultivan in vitro en un medio de germinacion. Al-
rededor del 84% de los embriones germina, pro-
duciendo plantas que se recultivan en un medio
de elongacion hasta que alcanzan el tamano adecuado para su tras-
plante a invernadero.

El problema del anélisis de ploidia para determinar las plantas re-
sultantes que son realmente triploides se ha resuelto mediante la uti-
lizacion de un equipo de citometria de flujo (figura 2). Esta tecnologia
permite determinar el nimero de cromosomas de una planta en unos

Figura 2.

A

FAu gy

A) Fruto procedente de una polinizacion 2n x 4n; B) Semillas extraidas del fruto normales (izquierda)
y poco desarrolladas o abortadas (centro y derecha); C) Semilla con los cotiledones degenerados
con un embrién de 1 mm aproximadamente en su interior; D) Embrion extraido de la semilla;

E) Embrion germinando; F) Plantula triploide procedente del embrion.

Analisis de ploidia mediante citometria de flujo.
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Pico 1: Diploide
Pico 2: Triploide
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A) Trozos de hoja en una placa Petri de una planta diploide que se usa como control y de una planta
potencialmente triploide; B) Placa Petri con las hojas finamente troceadas en un medio de
extraccion de niacleos; C) Tincion de los nicleos en suspension con el colorante DAPI;

D) Citometro de flujo; E) Histograma que muestra un pico correspondiente a la planta diploide
control y un pico correspondiente al hibrido triploide.

diez minutos, en contraposicion con las cerca de dos horas que se re-
quieren para realizar el andlisis mediante las técnicas histol6gicas
clasicas.

La disponibilidad de estas biotecnologias nos permitio iniciar un
amplio programa de obtencién de hibridos de mandarino triploides,
con el objetivo general de obtener nuevas variedades tardias, sin se-
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Figura 3.

Obtencion de hibridos triploides de
citricos por cruzamiento entre un parental
femenino diploide y un parental masculino
tetraploide.
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El gameto femenino reducido (haploide) se fecunda por
el gameto masculino reducido (diploide) para formar un
hibrido triploide con doble informacion genética del
parental masculino.
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El gameto femenino no reducido (diploide) se fecunda
por el gameto masculino reducido (haploide) para
formar un hibrido triploide con doble informacion
genética del parental femenino.

Obtencion de hibridos triploides de
citricos por cruzamiento entre un parental
femenino tetraploide y un parental
masculino diploide.
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El gameto femenino reducido (diploide) se fecunda por el
gameto masculino reducido (haploide) para formar un
hibrido triploide con doble informacion genética del
parental femenino.

millas y de elevada calidad. Hay que resaltar que una parte de este
programa se realiza con la financiacion de AVASA.

Parentales femeninos diploides y
parentales masculinos tetraploides

Como parentales femeninos se han usado diversas variedades de
clementino y mandarino Fortune (figura 3). Esta aproximacion esta li-
mitada por el escaso nimero de parentales masculinos tetraploides
de calidad disponibles. De hecho cuando se inicié el programa sélo
disponiamos del tangelo Orlando tetraploide.

En variedades poliembriénicas de citricos es conocido que oca-
sionalmente se producen autotetraploides espontaneos por duplica-
cion de células de la nucela. En consecuencia, es posible obtener o
identificar tetraploides a través del analisis mediante citometria de
flujo de nimeros elevados de plantas procedentes de semilla. El pro-
cedimiento lo hemos utilizado para obtener tetraploides de un eleva-
do nimero de variedades. Probablemente la coleccion de genotipos
tetraploides disponibles en el IVIA es la mas amplia existente en la ac-
tualidad, lo que garantiza la disponibilidad de parentales de calidad
para futuros cruzamientos. El tnico problema es que las plantas ob-
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tenidas tienen caracteres juveniles y deben transcurrir varios anos
antes de que inicien la floracién y puedan usarse en programas de hi-
bridacion. Ademas del tangelo Orlando, se han usado los mandarinos
Nova y Comun y el naranjo Pineapple tetraploides para obtener mas
de 3.200 hibridos triploides mediante este tipo de cruzamientos.
Esta previsto realizar nuevos cruzamientos entre clementinos y los
parentales tetraploides obtenidos cuando estos inicien la floracion.

Parentales femeninos y masculinos diploides

En citricos se ha descrito hace tiempo que ocasionalmente se pro-
ducen embriones triploides espontaneos después de la hibridacion de
dos parentales diploides (figura 4). Hasta hace poco tiempo esta ob-
servacion no tenia implicaciones practicas, ya que las semillas con em-
briones triploides generalmente abortan y no dan lugar a plantas. Sin
embargo, como se ha indicado anteriormente, en la actualidad es posi-
ble obtener plantas mediante el cultivo in vitro de embriones aislados
de las semillas abortadas por lo que el fenémeno tiene implicaciones
claras en mejora. La formacion de los triploides espontaneos se produ-
ce con baja frecuencia y depende del genotipo. Como parentales feme-
ninos se han usado el mandarino Fortune, que es el mas eficiente, y di-
versas variedades de clementino. Esta aproximacion tiene la ventaja de
que el nimero de parentales masculinos que pueden utilizarse se am-
plia enormemente, lo que permite la eleccion de los mismos sobre la
base de sus caracteristicas agronémicas. En el programa del IVIA se
han usado 30 parentales masculinos diferentes para obtener mas de
4.000 hibridos triploides mediante este tipo de hibridaciones.

Parentales femeninos tetraploides y parentales
masculinos diploides

La limitacion de estos cruzamientos (figura 5) es que no existian
mandarinos monoembriénicos tetraploides que pudieran usarse
como parentales femeninos. Recientemente hemos conseguido ob-
tener por primera vez plantas tetraploides de Clemenules, Marisol,
Fina y Moncada mediante tratamiento de apices caulinares con col-
chicina y regeneracion de plantas mediante microinjerto in vitro. Las
primeras polinizaciones efectuadas han dado resultados muy prome-
tedores y han permitido obtener mas de 1.800 hibridos usando vein-
te parentales diferentes. La ventaja de este tipo de cruzamientos es
que el nimero de parentales masculinos que puede usarse es muy

Continua en pag. 34 »
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Foto 1. Hibrido triploide IVIA Tri-1. Foto 2. Hibrido triploide IVIA Tri-2.

elevado, que los hibridos tienen la mayor dotacion genética proce-
dente de los clementinos y que es mas eficiente que los otros proce-
dimientos. De hecho el programa se esta enfocando en la actualidad
casi exclusivamente a estos cruzamientos.

Los tres tipos de cruzamientos representan aproximaciones com-
plementarias. Los procedimientos usados son aparentemente lentos
y poco eficientes, ya que sélo se obtienen entre 0,3 y 1 plantas tri-
ploides por cada flor polinizada. Sélo la aplicacién de un gran esfuer-
zo por parte del grupo de trabajo ha permitido obtener desde el inicio
del programa mas de 9.000 hibridos triploides de méas de 147 com-
binaciones de parentales diferentes.

Los hibridos obtenidos estan actualmente en fase de evaluacion
en campo. Una de las caracteristicas de los hibridos de citricos, tan-
to triploides como diploides, es que tienen caracteres juveniles, lo
que implica que tardan varios anos en florecer y fructificar y ademés
tienen espinas grandes. Estos caracteres juveniles tardan normal-
mente varios anos en desaparecer. Nuestros resultados en este as-
pecto son mucho mas rapidos de lo esperado, ya que a los cuatro
anos del injerto en campo el 88% de los triploides han iniciado la flo-
racion, cuando de acuerdo con datos de la bibliografia esperdbamos
que esta situacion se alcanzase a los siete u ocho anos. Hasta aho-
ra hemos realizado la evaluacién inicial de las caracteristicas de la
fruta de los algo méas de 1.800 hibridos que han fructificado (alrede-
dor del 20% del total), de los que se han preseleccionado més de 50
hibridos prometedores para una evaluacion mas exhaustiva.

Ninguno de los hibridos preseleccionados produce semillas de for-
ma significativa, la mayoria son de maduracion tardia y algunos de ellos
tienen una fruta de calidad excelente. Antes de proceder a la entrega a
los agricultores de algun hibrido es necesario confirmar en nuevas plan-
taciones los datos previos obtenidos y averiguar el comportamiento
agronémico de los mismos en aspectos tan importantes como la pro-
ductividad, posible veceria en variedades tardias y presencia de espi-
nas, que es un factor muy importante desde el punto de vista agroné-
mico. Ademas, en los hibridos que tienen Fortune como parental hay
que comprobar su tolerancia o sensibilidad a Alternaria.

A pesar de la necesidad de completar alguno de estos datos, se
ha tomado la decision de iniciar el proceso de propagacion comercial
de tres hibridos previamente presentados al Registro de Proteccion
de Variedades. La decision se ha adoptado conjuntamente entre la
Conselleria de Agricultura y el sector en base a las excelentes pers-
pectivas de estos hibridos y a la necesidad urgente del sector de dis-
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poner de nuevas varie-
dades de mandarinos
tardios. Su seleccion
se ha realizado porque
producen fruta de cali-
dad de forma consis-
tente, porque han dis-
minuido de forma muy
importante la espinosi-
dad en las ultimas bro-
taciones y porque has-
ta el momento no han
presentado sintomas
de Alternaria, a pesar
de que este patégeno
esta presente en la
parcela de evaluacion. El nombre de las variedades esta actualmen-
te en fase de registro, por lo que las seguimos denominando en este
articulo por la clave de la referencia del obtentor. Sus caracteristicas
mas importantes se detallan a continuacion.

IVIA Tri-1®

Obtenido por polinizacién controlada realizada en abril de 1996
entre mandarino Fortune diploide como parental femenino y el tangor
Murcott diploide como parental masculino. El hibrido se planté en
campo en septiembre de 1998 y se realizaron sobreinjertos en abril
de 2004 para ampliar el nimero de arboles para la evaluacion.

La primera floracion se produjo en la primavera de 2002 y se ha
realizado la evaluacion de la fruta desde el afio 2004 hasta la actua-
lidad.

El arbol es vigoroso, con hojas grandes, habito de crecimiento
erecto y de forma elipsoidal. Tiene buena compatibilidad con el pa-
trén citrange Carrizo.

La longitud y nimero de espinas ha ido disminuyendo paulatina-
mente. En las ultimas brotaciones de los arboles sobreinjertados el
74% de los nudos tienen espinas, con una media de 7,5 mm de lon-
gitud.

Los datos disponibles indican una buena productividad y aparen-
temente sin veceria. El fruto es de forma achatada, de piel lisa y muy
brillante (foto 1). Tiene un calibre de 65-75 mm, con espesor de cor-
teza de 2,5 mm y un indice de color de 15. Alcanza la madurez en la
segunda o tercera semana de marzo. La acidez es de 19,2 g/ y tiene
un elevado contenido en azucares, alcanzando los 18° Brix con un in-
dice de madurez de 9,5y un 48% de contenido en zumo.

El fruto es atractivo, con una facilidad de pelado aceptable, aroma
de los aceites esenciales agradable, textura de pulpa fundente, resi-
duo del gajo escaso y valoracion organoléptica general buena.

Se ha observado la formacién ocasional de semillas con baja fre-
cuencia de 0 a 0,1 semillas por fruto, es decir, una media de una se-
milla cada diez frutos.

IVIA Tri-2®

Obtenido por polinizacién controlada realizada en 1996 entre
mandarino Fortune diploide como parental femenino y mandarino
Kara diploide como parental masculino. El hibrido se planté en cam-
po en abril de 1998 y se realizaron sobreinjertos en abril de 2004
para ampliar el nimero de arboles para la evaluacion.

La primera floracion se produjo en la primavera de 2001 y se ha
realizado la evaluacion de la fruta desde el ano 2002 hasta la ac-
tualidad.

Arbol con hébito de crecimiento descendente, forma achatada y
con hojas grandes. En las ultimas brotaciones de los arboles el 25%
de los nudos tenian espinas, con una media de 5 mm de longitud.

50 mm




El fruto es de forma ligera-
mente piriforme, de piel lisa,
calibre de unos 60-65 mm,
espesor medio de la corteza
de unos 2,6 mm, alto conteni-
do en zumo (52%) y un indice
de color de 18 (foto 2). Alcan-
za la madurez a partir de me-
diados de febrero, con un in-
dice de madurez de 9,6 (16,6
g/| de &cido citrico y 16° Brix)
conservandose en buen esta-
do hasta abril.

El fruto es atractivo de co-
lor intenso, facilidad de pela-
do aceptable, textura de pul-

h

Foto 3. Hibrido triploide AVASA Pri-43.

50 mm

concluir los experimentos de evaluacion.

Se han concluido los trabajos de saneamiento
de las tres variedades y se ha iniciado la propaga-
cion de las mismas para obtener un nimero inicial
de yemas para la propagacion intensiva en los vi-
veros de citricos. Es previsible que los viveros pue-
dan ofrecer los primeros plantones y/o yemas cer-
tificados a los agricultores durante el ano 2009.
Hasta ese momento se obtendran datos adiciona-
les sobre la tolerancia a Alternariay sobre su com-
portamiento agronémico, lo que permitird a los
agricultores realizar la eleccion de la variedad mas
adecuada a sus intereses.

Hay que indicar que en los programas de mejo-
ra de variedades de citricos que se han realizado
en el mundo, el periodo minimo para la seleccion

pa fundente sin residuo del
gajo y valoracion organolépti-
ca general buena.

Se ha observado la formacién ocasional de semillas con baja fre-
cuencia de 0 a 0,05 semillas por fruto, es decir, una media de una se-
milla cada veinte frutos.

AVASA Pri-43®

Obtenido por polinizacién controlada realizada en 1996 entre
mandarino Fortune diploide como parental femeninoy el tangor Ellen-
dale diploide como parental masculino, con la colaboracion de AVASA.
El hibrido se plant6é en campo en septiembre de 1998 y se realizaron
sobreinjertos en mayo de 2002.

La primera floracion se produjo en la primavera de 2001 y se ha
realizado la evaluacion de la fruta desde el ano 2002 hasta la actua-
lidad.

Arbol con hébito de crecimiento abierto y forma achatada. En las
tltimas brotaciones de los arboles sobreinjertados el 24% de los nu-
dos tenian espinas, con una media de 3 mm de longitud. Las ramas
llegan a tocar el suelo debido al peso de los frutos.

Este hibrido produce de forma consistente todos los anos por lo
que aparentemente no es vecero.

Alcanza la maduracion a partir de finales de marzo. El fruto es de
forma achatada, de piel ligeramente rugosa, calibre de 60-70 mm,
corteza de 3,5 mm de espesor, alto contenido en zumo (49%) y un in-
dice de color de 15 (foto 3). Los frutos presentan un indice de madu-
rez de 7,8 a finales de marzo, con una acidez de 20,5 g/ y 16° Brix.

El fruto es atractivo, con una facilidad de pelado aceptable, aroma
de los aceites esenciales agradable, textura de pulpa fundente, resi-
duo del gajo escaso y valoracion organoléptica general buena.

Se ha observado la formacion ocasional de semillas con baja fre-
cuencia de 0 a 0,4 semillas por fruto, es decir, una media de cuatro
semillas cada diez frutos.

Las caracteristicas de calidad de estas nuevas variedades per-
miten aventurar que cubriran sin duda un importante hueco en la
produccioén de mandarinas tardias y permitiran realizar la necesaria
reconversion de una parte de la superficie de clementinas. La ne-
cesidad urgente de variedades tardias de mandarino ha provocado
la decisién conjunta por parte de la Conselleria y el sector de ace-
lerar el proceso de propagacién comercial de estas tres variedades
triploides. Es evidente que los datos existentes sobre las mismas
no son exhaustivos, pero la caracterizacion del comportamiento
agronémico en distintos ecosistemas requiere varios anos para

de nuevas variedades es de veinte o veinticinco

anos desde la polinizacién. En nuestro programa
pretendemos acortar drasticamente estos plazos, pero sigue siendo
imprescindible realizar una evaluacion correcta y esperar a que las
plantas pierdan los caracteres juveniles. Actualmente no existen pro-
cedimientos para acortar el periodo juvenil, que es impredecible y es-
pecifico de cada hibrido.

Actualmente la obtencién de nuevas variedades de mandarinos
se esta orientando hacia los hibridos triploides en la mayoria de los
paises que realizan programas de mejora. El programa que se realiza
en Espana es el mas amplio y todos los aios se realizan nuevas poli-
nizaciones. Es previsible que a partir de este momento se liberaran
nuevas variedades de forma continua.
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