PROBLEMATICA DE LA MEJORA GENETICA CONVENCIONAL Y NUEVOS METODOS DE MEJORA EN LOS CITRICOS

Mejora genética de los citricos,
métodos de obtencion y leyes de
proteccion de nuevas variedades

A pesar de los inconvenientes a los que han tenido que
enfrentarse los programas de mejora, en los ultimos
anos ha crecido de forma importante el interés por la
mejora de los citricos, tanto en instituciones de investi-
gacion publicas como en empresas privadas. En este tra-
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os citricos constituyen el primer cultivo
frutal del mundo, con una produccion
de unos 110 millones de toneladas y
una superficie de mas de 7 millones
de hectareas. En Espafia también constituyen
el principal cultivo frutal, con una produccién
de unos 6,3 millones de toneladas y una su-
perficie cercana a las 330.000 hectéreas.

Los citricos pertenecen a la subfamilia de
las Aurantioideae, que se caracteriza por pro-
ducir frutos en hesperidio. El nimero de es-
pecies del género Citrus no estd consensua-
do debido a la disparidad de criterios entre
los taxdnomos cldsicos y oscila segln auto-
res entre 16 y 162. No obstante, estudios
modernos basados en taxonomia numérica
y en distintos marcadores moleculares indi-
can que los citricos actuales se originaron a
partir de tres especies basicas: las zamboas
(Citrus maxima), los cidros (C. medica) y los
mandarinos (C. reticulata). Las zamboas son
nativas de Indonesia y el archipiélago mala-

Foto 1. Diversidad fenotipica de frutos del Banco de Germoplasma de Citricos del IVIA.
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bajo se revisan brevemente las distintas tecnologias
usadas actualmente para la mejora genética de los citri-
cos y se discute la relacion de estas tecnologias con las
normas derivadas de la normativa legal para la protec-
cion de variedades.

yo, los cidros del noreste de India y zonas
cercanas a China y Birmania y los mandari-
nos de una amplia region que incluye China,
Vietnam y el sur de Japon.

Las otras especies actualmente conocidas
del genero Citrus se originaron por hibridacio-
nes sucesivas de estas tres especies origina-
les. Las principales especies de citricos cultiva-
das comercialmente por su fruta comestible
son los naranjos dulces (C. sinensis), los man-
darinos, los limoneros (C. limon), los pomelos
(C. paradisi), las limas (C. aurantifolia) y las
zamboas. Las mandarinas constituyen un gru-
po muy diverso, entre las que se encuentran
subgrupos caracteristicos como las satsumas
(C. unshiu) y las clementinas (C. clementina),
que realmente son hibridos entre mandarinos
y naranjos. En la figura 1 se muestra el origen
de estas especies, que se formaron por hibri-
dacion entre las especies ancestrales.

Algunas especies cultivadas son hibridos
de origen muy antiguo, pero otras, como por
ejemplo las clementinas, son hibridos de ori-
gen muy reciente, de apenas un siglo de anti-
giiedad. En algin momento de la evolucion
aparecié el caracter apomictico (poliembrio-
nia asexual de las semillas), tipico de la mayo-
ria de las especies de citricos. La apomixis y la
propagacion vegetativa han contribuido al
mantenimiento de estas especies. La diversifi-
cacion de las especies cultivadas se ha reali-
zado fundamentalmente por mutaciones es-
pontaneas en campo, que son el origen de la
mayoria de las variedades actuales. Le excep-



Origen de las especies cultivadas de los citricos.
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cion es el grupo de los mandarinos donde se
ha producido una importante diversificacion
mediante hibridaciones. La diversidad fenotipi-
ca de los citricos es muy alta, y se conserva en
bancos de germoplasma que son la base pa-
ra los programas de mejora genética (foto 1).

Los citricos se cultivan en zonas tropica-
les y subtropicales de todo el mundo entre
los 40° de latitud norte y sur, en una gran
diversidad de condiciones climaticas y de ti-
pos de suelos, lo que implica que estan afec-
tados por diversos estreses abidticos, como
salinidad, sequia, inundaciones, clorosis férri-
ca o0 acidez. Las heladas y las temperaturas
muy altas también causan pérdidas impor-
tantes en muchas zonas de produccion.

Los citricos también estan afectados por
numerosas enfermedades causadas por ne-
matodos, hongos, bacterias, fitoplasmas, virus
y viroides. Las enfermedades “leves” simple-
mente causan una reduccion de la produccion
y la calidad de la fruta, pero otras pueden des-
truir la citricultura de las zonas afectadas. Algu-
nas enfermedades estan presentes en la ma-
yoria de las zonas de produccién, como la tris-
teza o la Phytophtora, que impiden la
utilizacion de determinados patrones con ex-
celente comportamiento agronémico. Otras
enfermedades estan presentes en zonas de
produccion especificas, aunque algunas se es-
tan diseminando rapidamente a nuevas are-
as. La cancrosis causada por la bacteria Xan-
thomonas axonopodis pv. citri producia danos
importantes en paises asiaticos y latinoameri-

C. micrantha

Foto 2. Embrionia nucelar.
Plantulas de citricos
procedentes de una misma
semilla. Estas plantas son
normalmente de origen
nucelar, ya que el embrion
sexual se desarrolla en pocos
casos en los genotipos
poliembridnicos.

Foto 3. Frutas procedentes de un hibrido entre clementina y
naranjo dulce. La elevada heterocigosis es responsable de la
falta de similitud del hibrido con los parentales.

canos, pero en los Ultimos afios se esta dise-
minando sin control en Florida. La clorosis va-
riegada de los citricos, causada por la bacteria
Xylella fastidiosa y la muerte Subita, probable-
mente causada por el Citrus sudden death as-
sociated virus, causan dafos importantes en
Brasil. EI Huanglongbing (ex greening), causa-
do por la bacteria Candidatus Liberibacter sp.,
y difundido de forma natural por el vector Dia-
phorina citri, es la principal limitacion para el
cultivo de los citricos en los paises del sudes-
te asiatico donde esta presente y su reciente
diseminacion en Brasil y Florida esta afectan-
do a millones de arboles y amenazando seria-
mente el futuro de la citricultura de estos pai-
ses, y en general en toda América porque el
vector y la enfermedad ya se han detectado
en diversos paises, como Méjico.

La susceptibilidad de la produccién citri-
cola a enfermedades emergentes invasivas
es muy importante, ya que la mayor parte de
la produccion esta basada en una variabili-
dad genética muy escasa, por lo que no hay
resistencias y las enfermedades pueden es-
tablecerse facilmente de forma generalizada
y causar dafos catastréficos.

Las variedades suponen sin ninguna du-
da la principal prioridad de los citricultores
de los paises que dedican su produccién al
consumo en fresco, ya que es imprescindible
adaptar la produccion a las demandas cada
vez mas exigentes en calidad de los merca-
dos internacionales. La competencia en es-
tos mercados esta aumentando de forma es-

pectacular en los dltimos afos debido la me-
jora de calidad en la produccion de muchos
paises, la mayor eficacia y rapidez de los me-
dios de transporte maritimo a largas distan-
cias y la apertura de los mercados como con-
secuencia de los acuerdos sobre globaliza-
cion y la PAC de la Union Europea.

Las caracteristicas de calidad que debe
reunir una variedad de citricos para el consu-
mo en fresco estan determinadas fundamen-
talmente por las exigencias de los mercados,
que en muchas ocasiones no se correspon-
den con caracteres intrinsecos de calidad.
Ademas, los consumidores finales estan per-
diendo peso en la determinacion de la cali-
dad y estan siendo sustituidos por las gran-
des cadenas de distribucion, que son las que
realmente establecen las condiciones que
debe reunir la fruta que comercializan. Las
caracteristicas mas importantes de calidad
de los frutos citricos son las siguientes:

a) Ausencia de semillas. Los consumidores
de los paises desarrollados no aceptan
los frutos citricos con semillas, particu-
larmente en mandarinas, naranjas y po-
melos. Muchas variedades de excelente
calidad organoléptica, particularmente de
mandarinos, no pueden cultivarse debi-
do a este rechazo, por lo que la obten-
cion de variedades sin semillas es el
principal objetivo de mejora.

b) Epoca de maduracién. Los mercados de-
mandan variedades de un determinado ti-
po durante periodos de tiempo prolonga-
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dos. La conservacion en cdmaras disminu-
ye la calidad, por lo que es necesario dis-
poner de variedades de todas las especies
con épocas de maduracion escalonadas.
¢) Tamaiio adecuado. El tamarfio se ha conver-
tido en un factor muy importante que de-
termina el precio de los frutos, tanto para
el agricultor como para el consumidor. El
tamafo dptimo depende de cada especie.

d) Facilidad de pelado en mandarinos. Los
mandarinos estan asociados por el con-
sumidor al pelado manual, por lo que es-
te caracter es imprescindible. Ademas de
la facil separacion de la corteza es nece-
sario que el flavedo no tenga una excesi-
va cantidad de aceites esenciales, que
éstos no tengan un aroma desagradable
y que las glandulas que los contienen no
se rompan con facilidad. Ello es necesa-
rio para evitar que las manos se impreg-
nen con los aceites esenciales y que su
sabor pase a los gajos.

e) Facil separacion de los gajos. Esto evita
Su ruptura y la consiguiente impregna-
cion de las manos con zumo.

f) Color de corteza atractivo. El color 6ptimo
depende de las especies. Asi, el naranja
intenso es valorado para las naranjas, el
naranja rojizo para las mandarinas, el
amarillo para limones, el amarillo rojizo
para pomelos y el verde para limas.

g) Aroma, sabor y textura agradables. Estos
aspectos son los que clasicamente deter-
minan la calidad de la fruta, pero no son
universales y dependen de distintos gru-
pos de consumidores. Por ejemplo, los
consumidores franceses o alemanes pre-
fieren mandarinas con una relacién aci-
dez/azlicar relativamente alta, por lo que
demandan clementinas, mientras que
consumidores britdnicos o japoneses pre-
fieren mandarinas con baja acidez, por lo
que prefieren las satsumas. Esta diversi-
dad obliga a producir variedades adapta-
das a mercados geograficos concretos.

h) Buena aptitud para la manipulacion y el
transporte. Es importante que la fruta no
tenga pérdidas de calidad durante estos
procesos.

Los datos anteriormente expuestos indi-
can que existe una gran necesidad en la citri-
cultura mundial de realizar programas de me-
jora genética para obtener nuevas variedades
y patrones resistentes o tolerantes a estreses
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Foto 4. Planta juvenil de un hibrido de mandarino y
naranjo, que muestra una elevada espinosidad y ausencia
de flores y frutos.

Foto 5. Fruta de la variedad Shiranui, hibrido de los manda-
rinos Kiyomi y Ponkan, cultivada en invernadero en Japén.

Foto 6. Frutos de variedades de clementina del Banco de
Germoplasma de citricos del IVIA obtenidas por seleccion
de mutaciones espontaneas en campo.

bidticos y abidticos y que produzcan fruta de
calidad creciente y adaptada a las deman-
das especificas de cada zona de produccion.

Problemdtica
de la mejora genética
convencional

La mejora genética tradicional de los citri-
cos tiene problemas especificos, ademas de los
comunes a todas las especies lefiosas. Entre
los méas importantes, destacan los siguientes:
a) Biologia reproductiva compleja: muchos

genotipos de interés presentan esterili-
dad parcial o total de polen y/u 6vulos,
por lo que no pueden usarse en progra-
mas de hibridacion. Ademas, existen mu-
chos casos de incompatibilidad entre ge-
notipos y de autoincompatibilidad, lo que
también limita enormemente la transmi-
sion de caracteres deseables mediante
hibridacion sexual.

La embrionia nucelar (apomixis parcial)

€s una caracteristica muy extendida en

citricos y es uno de los mayores impedi-
mentos para la recombinacion genética

(foto 2). En estos casos, la formacién de

embriones nucelares impide o restringe

el desarrollo de los embriones sexuales,

lo que dificulta enormemente la obten-
cion de poblaciones grandes para selec-
cionar genotipos recombinantes de cali-
dad superior. Ademas, es necesario utili-
zar analisis moleculares para separar las
plantas cigéticas de la nucelares. La con-
secuencia es que en la practica se usan
fundamentalmente los escasos genotipos
monoembridnicos no apomicticos como
parentales femeninos para la obtencion
de poblaciones elevadas de hibridos.

b) Heterocigosis. Diversos estudios han de-
mostrado la elevada heterocigosis de la
mayoria de las especies. Esto ocasiona
una gran segregacion genética en la pro-
genie, por lo que hay una baja probabili-
dad de obtener descendientes con las
complejas combinaciones genéticas de-
seadas de los parentales (foto 3).

c¢) Desconocimiento genético basico. Hay un
desconocimiento casi total sobre la he-
rencia de la mayoria de los caracteres
agronémicos de interés, particularmente
los relacionados con la calidad de la fru-
ta, lo que impide una adecuada planifi-
cacion de las estrategias para elegir los
cruzamientos mas adecuados. Ademas,
no existen marcadores moleculares liga-
dos a estos caracteres, lo que no permi-



te su uso en la evaluacion precoz de la

progenie.

d) Juvenilidad. Los citricos tienen un largo pe-
riodo juvenil y la mayoria de las especies
requieren entre 5y 8 afos para iniciar la
floracion y fructificacion (foto 4). Esto di-
ficulta enormemente la evaluacion de ca-
racteres relacionados con las caracteris-
ticas del fruto y la posibilidad de obtener
sucesivas generaciones segregantes.

) Produccion de semillas. La experiencia indi-
ca que la mayoria de los hibridos de citri-
cos producen frutos con un elevado nime-
ro de semillas, incluso cuando los parenta-
les no producen habitualmente semillas.
Esto limita la mejora de variedades ya que,
como se indic6 anteriormente, los merca-
dos rechazan los frutos con semillas.

f) Variabilidad genética. Los citricos tienen
una amplia variabilidad que se conserva
ex situ en bancos de germoplasma (foto
1). Los méas importantes estan en Japon,
China, EE.UU., Francia y Espafia. El ban-
co del IVIA es el Gnico que tiene un pro-
grama de eliminacion de patégenos de
todos los genotipos mediante la técnica
de microinjerto de apices caulinares in
vitro y solo conserva plantas sanas (Na-
varro et al., 2005b).

Esta amplia variabilidad es (til para pro-
gramas de mejora de portainjertos esencial-
mente dirigidos a obtener nuevos genotipos re-
sistentes o tolerantes a estreses bidticos y
abiéticos. Sin embargo, pocas especies son co-
mestibles, por lo que su utilizacién para mejo-
rar la calidad de las variedades es muy dificil.
Sin embargo, las especies cultivadas proceden
de hibridos ancestrales que se han mantenido
con una escasisima variabilidad genética gra-
cias a la apomixis y la propagacion vegetativa y
en las que la diversificacion varietal se ha pro-
ducido por acumulacién de mutaciones sin in-
tervencion de la recombinacion sexual. La he-
terocigosis es generalmente elevada y no se
encuentra polimorfismo intervarietal. Con la ex-
cepcion del grupo de las mandarinas, la varia-
bilidad existente para la mejora de la calidad
de las otras especies cultivadas (naranjos, li-
moneros, pomelos, limas) es muy escasa.

Toda esta problemética obliga a obtener un
gran niimero de hibridos de cada combinacion
de parentales, cultivarlos durante periodos mi-
nimos de diez afios para iniciar una evaluacion
eficaz y normalmente eliminar la gran mayoria

Foto 7. Arriba: frutos de Clemenules; abajo: frutos de
Nulessin. Izquierda: Frutos producidos en condiciones de
aislamiento; derecha: frutos producidos en condiciones de
polinizacion cruzada muy alta.

Foto 8. Arriba: frutos de Nadorcott; abajo: frutos de Tango.
Izquierda: Frutos producidos en condiciones de
aislamiento; derecha: frutos producidos en condiciones de
polinizacion cruzada.

porque no rednen los caracteres deseados.

Debido a estas dificultades, no es de ex-
trafiar que existan pocos programas de me-
jora genética en el mundo y que los resulta-
dos de los mismos hayan sido escasos, a pe-
sar de que algunos se estan realizando desde
finales del siglo XIX. El nimero de variedades
cultivadas procedentes de programas de me-
jora es muy pequefo y ninguna de ellas se
cultiva de forma extensiva en el mundo. La
practica totalidad de las variedades cultiva-
das proceden de seleccion de mutaciones es-
pontaneas que se producen con relativa fre-
cuencia en los citricos y en algunos casos de
hibridos espontaneos obtenidos por azar. La
situacion de los patrones es similar y tan so-
lo los citranges Troyer y Carrizo (Poncirus trifo-
liata x C. sinensis), obtenidos en 1909 por
casualidad en un programa que tenia como
objetivo obtener variedades tolerantes a hela-
das, son utilizados a gran escala. El resto de
los patrones usados extensivamente son es-
pecies silvestres de citricos no mejoradas.

A pesar de estos inconvenientes, en los
Gltimos afos ha crecido de forma importan-
te el interés por la mejora de los citricos, tan-
to en instituciones de investigacion publicas
como en empresas privadas, como conse-
cuencia de varios factores:

» Ladisponibilidad de diversas biotecnologi-
as basadas en el cultivo de tejidos in vitro
y en la transformacion genética que per-
miten superar algunos de los problemas
de la mejora tradicional y ofrecen nuevas
posibilidades que no podian abordarse
hasta ahora. Hay que destacar especial-
mente la puesta a punto de técnicas para
la obtencion de hibridos triploides sin se-
millas, para la fusion de protoplastos, para
la transformacion genética y el desarrollo
de numerosos marcadores moleculares. La
reciente secuenciacion del genoma de un
genotipo haploide de clementino de Nules
procedente de nuestro laboratorio aporta-
rd nuevas herramientas y conocimientos
que facilitaran la mejora de los citricos.

» El desarrollo legislativo que da una ma-
yor seguridad a los obtentores, lo que per-
mite a los mismos un mejor control de las
variedades protegidas y su explotacion
para la obtencion de regalias que com-
pensen la inversién econémica de los pro-
gramas de mejora, e incluso produzcan
beneficios importantes en algunos casos.

» Las nuevas formas de explotacion de va-
riedades protegidas para limitar la pro-
duccién de las mismas a la demanda de
los mercados, lo que permite obtener
precios de venta de fruta elevados que
producen beneficios econémicos tanto a
agricultores como a comercializadores.
En este trabajo se revisan brevemente las

distintas tecnologias usadas actualmente pa-
ra la mejora genética de los citricos y se dis-
cute la relacion de estas tecnologias con las
normas derivadas de la normativa legal para
la proteccion de variedades.

Métodos de mejora
de los citricos

Mejora genética por hibridacion
convencional

A pesar de los inconvenientes de la me-
jora genética convencional por hibridacién
sexual indicados anteriormente, se sigue uti-
lizando actualmente en diversos programas
de mejora. En el caso de los patrones se
puede mencionar el interesante programa
que se lleva a cabo el IVIA por el grupo del
Dr. Forner, que ha producido varios patrones
que se han protegido y que se estan empe-
zando a propagar comercialmente.
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Foto 9. Brote transgénico que contiene el gen gfp que produce una proteina que emite
fluorescencia verde cuando se observa con luz azul. Las zonas rojas de la foto corresponden
a células y brotes no transformados.

Foto 10. Inicio de la fusion de un protoplasto de hoja y un protoplasto de callo.

La hibridacion sexual convencional no se
utiliza apenas en la actualidad para la mejo-
ra de variedades porque la mayoria de los hi-
bridos diploides son fértiles y en consecuen-
cia producen semillas. Sin embargo, en Ja-
pon siguen existiendo programas activos de
obtencién de mandarinos mediante hibrida-
cién convencional. Estos programas estan
basados en la utilizacion de parentales parte-
nocarpicos y con esterilidad gamética feme-
nina 0 masculina y en un profundo conoci-
miento de la biologia reproductiva de los ci-
tricos adquirido en més de un siglo de
trabajos sobre el tema. Han obtenido varie-
dades de calidad adaptadas a las caracte-
risticas del mercado japonés, como Kiyomi,
Setoka y Shiranui (foto 5), que son autoin-
compatibles y no producen semillas si se cul-
tivan en condiciones de aislamiento o inter-
caladas con plantaciones de satsuma, que
no produce polen viable y que son predomi-
nantes en el pais. Fruta de alta calidad de
alguna de estas variedades alcanza precios
astronémicos en mercados de lujo del pais.

Seleccion de mutaciones espontaneas
Los citricos tienen cierta inestabilidad ge-
nética y producen mutaciones espontaneas
con cierta frecuencia. La seleccion de estas
mutaciones espontaneas en campo es el
método mas antiguo y con mayor éxito para
la obtencién de nuevas variedades. Por ejem-
plo, la totalidad de las variedades cultivadas
de naranjos Navel o Valencia, de satsumas o
de clementinas (foto 6) se han producido
por este procedimiento. Las mutaciones tie-
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nen las caracteristicas generales de las va-
riedades de origen y cambian aspectos pun-
tuales relacionados fundamentalmente con
la época de maduracion, el tamafo y otras
caracteristicas de calidad de los frutos. Aun-
que muchas mutaciones pueden diferenciar-
se con cierta facilidad por caracteres morfo-
l6gicos, la variabilidad genética entre las mis-
mas es muy baja, razén por la que
normalmente no pueden identificarse me-
diante marcadores moleculares.

Mutacion artificial

La utilizacién de agentes fisicos o quimi-
cos para inducir mutaciones en el ADN de las
plantas en un procedimiento clasico de me-
jora que se ha usado en muchas especies
para producir variabilidad. Los agentes mas
usados son los rayos gamma y X y las radia-
ciones ultravioleta. Las mutaciones inducidas
afectan generalmente a uno o pocos genes y
se realizan al azar.

En citricos la mutacion artificial se utiliza
para intentar modificar caracteres especifi-
cos puntuales de variedades existentes. Fun-
damentalmente se dirige a reducir el nimero
de semillas debido a que la irradiacion afec-
ta ocasionalmente a genes relacionados con
la reproduccion, lo que disminuye la produc-
cion de semillas. El procedimiento mas usa-
do es muy sencillo, ya que consiste en irra-
diar varetas con rayos gamma procedentes
de una fuente de cobalto con una irradiacion
total de 30-50 Grays (unidad de medida de
la radiacion) con dosis de 10 a 50
Grays/minuto (Roose y Williams, 2007). Exis-

ten empresas que realizan este tipo de trata-
mientos a precios relativamente bajos. Las
yemas irradiadas se propagan por injerto y
los arboles resultantes se evaltian en condi-
ciones de campo. Obviamente y dado que las
mutaciones se producen al azar, sélo en al-
gunas ocasiones se obtienen resultados de-
seados y se obtiene una variedad derivada
de la original con sus mismas caracteristicas
y con menos semillas. Ello implica que hay
que evaluar muchos arboles. Ademas, en
ocasiones las mutaciones no son estables y
hay reversion a la variedad original, por lo que
es necesario comprobar las caracteristicas
no solo en el arbol original, sino en varias
propagaciones del mismo.

Actualmente existen algunas variedades
producidas por irradiacion que tienen interés
comercial. Por ejemplo, la variedad Nulessin,
obtenida por nuestro grupo mediante irradia-
cion de apices caulinares de la variedad Cle-
menules (Asins et al., 2002) o la variedad Tan-
g0 (Roose y Williams, 2006), producida en la
Universidad de California por irradiacion de ye-
mas de la variedad Nadorcott. En condiciones
de cultivo aisladas no existen diferencias entre
las variedades originales y las obtenidas por
irradiacion, ya que ninguna produce semillas.
Sin embargo, en condiciones de polinizacion
cruzada las variedades originales producen
muchas méas semillas que las irradiadas (fo-
tos 7 y 8). Tampoco existen diferencias entre
los frutos producidos por las variedades origi-
nales en condiciones de aislamiento y los fru-
tos producidos por las variedades irradiadas
en cualquier situacion de cultivo.



Transformacion genética

La transformacion genética de plantas
ofrece enormes posibilidades de mejora, ya
que permite introducir caracteres tnicos en
genotipos de élite sin alterar su fondo gené-
tico. De hecho, la superficie de cultivo de
plantas transgénicas estd aumentando de
forma continua y en 2010 se alcanzaron 148
millones de hectdreas en el mundo, tan solo
quince afios después del primer cultivo co-
mercial en 1996. El incremento anual de su-
perficie cultivada con plantas transgénicas es
superior al 10% en los Ultimos afos y esta
aumentando tanto el nimero de paises que
cultivan estas plantas, como las especies cul-
tivadas y los caracteres de mejora introduci-
dos. Los principales caracteres introducidos
mediante transformacion genética son la re-
sistencia a herbicidas y a insectos, pero esta
aumentando la liberacion de plantas resis-
tentes a virus y a corto plazo se prevé la libe-
racion de plantas resistentes a sequia y con
caracteres relacionados con la salud, como
la soja con altos contenidos de Omega-3 o el

arroz dorado con provitamina A. Los princi-
pales cultivos transgénicos son las plantas
de gran cultivo (soja, maiz, algodon, colza),
pero en EE.UU. y China ya se estan comer-
cializando papayas y calabacines transgéni-
COs resistentes a virus.

En citricos se han desarrollado métodos
muy eficientes de transformacion, fundamen-
talmente en el IVIA, para la mayoria de las
especies cultivadas (Peia et. al., 2008). Pa-
ra la transformacion de citricos se usa la bac-
teria del suelo Agrobacterium tumefaciens,
la cual infecta a las plantas en lugares don-
de hay heridas produciéndoles agallas. En la
naturaleza, Agrobacterium transfiere un seg-
mento de su ADN a las células vegetales y lo
integra en su genoma, es decir, transforma
estas células. Actualmente mediante técni-
cas de ingenieria genética es posible modifi-
car esta bacteria para que introduzca en el
ADN de las células vegetales los genes de-
seados en lugar de los genes de la propia
bacteria. Se usan técnicas de cultivo de teji-
dos para la regeneracion de brotes transgéni-

cos (foto 9), que se injertan para la produc-
cion de plantas.

La transformacion genética se vislumbra
como una de las técnicas de mejora mas im-
portantes para la mejora de los citricos. Ac-
tualmente se estan realizando importantes
proyectos relacionados con la introduccion
de resistencia o tolerancia al virus de la tris-
teza y a cancrosis, para controlar el tamafio
de los arboles, para inducir una floracion pre-
coz que puede producir aumentos de la pro-
duccién, y para incrementar el contenido de
compuestos relacionados con la salud, co-
mo carotenoides (8-caroteno y licopeno).
También se estan realizando grandes esfuer-
zos de investigacion para intentar introducir
resistencia al Huanglongbing, ya que la trans-
formacion genética es posiblemente la Gni-
ca técnica capaz de conseguir este objetivo.

Para la mejora genética mediante esta
tecnologia se pueden usar genes proceden-
tes de los propios citricos, pero también de
otras plantas y organismos. La reciente se-
cuenciacion del genoma del clementino con-

MAARNaOaRISan

Aomizodoras
Pulverizodores

Remalques

DUPLEX TORNADO

LA PERFECCION EN LA PULVERIZACION Video demostrative en

Atomizador Diplex Tornado Torme especial olivar M.maﬁ“n.ﬂﬂ

Atomizador Diplex Tornado especial citricos

Modelo patentado

Dos ventiladores de rotacidn invertida.

Un deflector central movil crea movimentos oscilanles dal aire.
El sistema TORNADO avita la creacion de pantallas an ol érbaol.
Liegard donde otros no puaden llegar.

Con el DUPLEX TORMADO ahorrard tiempo y dinero.
No hay plaga que se la resista.

ATOMIZADOR DUPLEX TORNADO

« Ewita la formacion de paniallas de hojas, permitiendo la entrada
- del producto nebulizado hasin las zonas mis internas y dificlles
de los drboles.Versdtll para cualguier lipo de culthvo,

sea de alta o baja estatura.

HDDELE POLIESTER

tll:rltnl y plantasckones frondosas

FiicH regpaacads de

ESPECIAL CITRICOS

CON TORRE

Dilivar y Arbales de gran aliura

BALBASTRE Y SANJAIME S.L.
Tel:: 96 225 00 54 « 96 225 03 67 » Fax: 86 282 71 58 = G/ Marxillent, 49, La Pobla del Duc (Valencia) » www.marisan,es * marisan@marisan.es



Foto 11. Mandarino Safor, hibrido triploide entre Fortune y Kara.

Foto 12. Mandarino Garbi, hibrido triploide entre Fortune y Murcott.

tribuird sin duda a localizar genes de interés
para la mejora mediante transformacion.

Para la transformacion genética se usan
patrones o variedades ya existentes a los que
se les realiza una modificaciéon puntual, de
forma que el genotipo original y el transfor-
mado solo se diferencian en el caracter in-
troducido. Por ejemplo, la fruta de una hipo-
tética variedad resistente a Huanglongbing
obtenida por esta técnica seria exactamente
igual a la de la variedad original.

Hibridacion somatica

La hibridacion somatica es una de las
aproximaciones de la biotecnologia vegetal que
en la actualidad permite mejorar genéticamen-
te los citricos. Esta técnica se basa, al igual que
la hibridacion sexual, en la unién de dos célu-
las y la consiguiente regeneracion de una nue-
va planta hibrida con propiedades distintas a
las de los parentales. La principal diferencia
entre la hibridacién somatica y la hibridacién
sexual es que en esta Gltima se unen dos célu-
las sexuales, una masculina y una femenina,
mientras que en la hibridacién somética se
unen dos células no sexuales de la planta. Las
células no sexuales de una planta se denomi-
nan somaticas. Ademas, en la hibridacion se-
xual entre dos parentales diploides hay una re-
combinacion de los genomas de ambos paren-
tales para producir un hibrido diploide,
mientras que en la hibridacién somatica hay
una adicion de los genomas de ambos paren-
tales para producir un hibrido tetraploide.

En la hibridacion somatica se aislan en el
laboratorio dos células no sexuales de una
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planta, se fusionan, y en unas condiciones
de cultivo in vitro determinadas se dividen y
regeneran los tejidos y érganos de una nue-
va planta. Esta nueva planta se aclimata des-
pués a las condiciones de cultivo del inverna-
dero y finalmente se cultiva en campo para
su evaluacién agronémica.

Las células empleadas habitualmente en
la hibridacion somatica de citricos son de dos
tipos (Olivares et al., 2005). Por un lado, se
aislan células de hoja, y por otro lado células
procedentes de callo nucelar (proliferacion ce-
lular) originado por cultivo in vitro de la nuce-
la que se encuentra en las semillas de los fru-
tos inmaduros de los citricos. La obtencién de
las células de hojas es sencilla, pues dispo-
nemos de plantas en los invernaderos que nos
proporcionan el tipo de hoja adecuado para
aislarlas. La obtencion de callos nucelares re-
quiere un proceso mucho mas laborioso, que
dura al menos un afio de cultivo in vitro y re-
quiere muchos recursos para su conservacion.

Antes de fusionar las células somaticas es
necesario eliminar su pared celular mediante
enzimas (celulasas, hemicelulasas, pectina-
sas) capaces de degradar la pared celular, ais-
lando células “desnudas” que se denominan
protoplastos. La fusion de los protoplastos se
consigue mediante métodos quimicos o eléc-
tricos (foto 10). La nueva célula procedente
de la fusién, denominada heterocarionte, se
cultiva in vitro para que se regenere la pared
celular, se divida y formen embriones que pro-
ducen una nueva planta hibrida.

Mediante este proceso se producen hi-
bridos somaticos que contienen toda la in-

formacién genética nuclear de cada uno de
los dos parentales utilizados para el aisla-
miento de protoplastos, es decir, son hibri-
dos que resultan de sumar los dos genomas
completos. Los hibridos sométicos tienen
pues la particularidad de expresar las carac-
teristicas de los dos parentales en una Unica
planta con escasa o nula recombinacion. De
esta forma se supera el problema de la hete-
rocigosis mencionado en la introduccién y se
simplifica enormemente el proceso de eva-
luacion, ya que todas las plantas proceden-
tes de una Unica hibridacién son practica-
mente iguales y en consecuencia hay que
evaluar un pequefio nimero de las mismas.

Esta técnica tiene su principal aplicacion
en la obtencién de nuevos patrones ya que
se generan genotipos nuevos que expresan
caracteres de ambos parentales. Por ejem-
plo, un hibrido somatico entre citrange Carri-
zo y Citrus macrophylla podria tener la tole-
rancia a tristeza y la buena calidad de la fru-
ta del citrange y la tolerancia a salinidad y
caliza, y la elevada productividad del C. ma-
crophylla. Otra aplicacion de la fusion de pro-
toplastos es la obtencion de parentales te-
traploides para la produccion de hibridos tri-
ploides.

Obtencion de hibridos triploides

La obtencion de variedades sin semillas
es el tnico objetivo de mejora de la calidad
que se puede abordar de forma dirigida con
la tecnologia y conocimientos contrastados
en citricos actualmente existentes. La parte-
nocarpia es necesaria para la formacion de



frutos sin semillas, pero este caracter estd ampliamente presente
en el germoplasma de citricos.

La gran mayoria de los cultivares de citricos son diploides
(2n=2x=18), aunque variantes poliploides, particularmente triploi-
des y tetraploides, se encuentran de forma espontanea. A nivel di-
ploide la ausencia de semillas en los citricos esta asociada a carac-
teres de esterilidad masculina y femenina y de autoincompatibili-
dad. La esterilidad masculina se produce por aberraciones
cromosdmicas, por aborto de anteras o por degeneracion de los
granos de polen. La esterilidad femenina es heredable y en algunos
genotipos como las satsumas parece que esté controlada por mas
de dos genes principales. La autoincompatibilidad en citricos es de
tipo gametofitica y esta presente en la mayoria de los genotipos de
pummelo, de clementino y en muchos hibridos.

La produccién de fruta sin semillas de forma regular en las plan-
taciones de citricos s6lo estd garantizada en los casos en que simul-
taneamente una variedad tenga esterilidad masculina y femenina, co-
mo sucede con los naranjos del grupo navel y con las satsumas. Las
variedades con un solo tipo de incompatibilidad o con autoincompa-
tibilidad pueden causar problemas de formacion de semillas por po-
linizacién cruzada cuando se cultivan en plantaciones cercanas a otras
con variedades compatibles. En la practica, es muy dificil realizar pro-
gramas de mejora dirigidos a la obtencion de variedades que incorpo-
ren esterilizad masculina y femenina, ya que no existen suficientes co-
nocimientos ni fuentes de variabilidad para estos caracteres.

Los hibridos triploides (3x=27) son la mejor solucion al proble-
ma de la formacién de semillas en los citricos. Las plantas triploi-
des estan asociadas a esterilidad masculina y femenina y tienen
muy baja fertilidad, debido a que en la meiosis se originan asocia-
ciones multivalentes y como consecuencia se producen gametos,
tanto femeninos como masculinos, con distintas dotaciones cro-
mosdmicas que reducen la viabilidad de los mismos. Por ello nor-
malmente no producen semillas ni inducen la formacién de semi-
llas en otras variedades por polinizacién cruzada.

Se conoce desde los afos setenta del pasado siglo que los hibri-
dos triploides de citricos (3x=27) se pueden obtener mediante hibri-
dacion sexual entre parentales diploides y tetraploides y de forma es-
pontanea en cruzamientos entre parentales diploides como conse-
cuencia de la formacion de gametos femeninos no reducidos. En todos
los casos se usan parentales femeninos monoembridnicos para evitar
los efectos desfavorables de la apomixis indicados anteriormente.

Hasta hace poco tiempo estos conocimientos no tenian aplicacio-
nes practicas debido a tres grandes problemas para obtener poblacio-
nes elevadas de hibridos triploides. Los embriones triploides se en-
cuentran normalmente en semillas pequefias o en semillas de tamafio
normal pero parcialmente abortadas, que raramente germinan incluso
en las mejores condiciones de invernadero. El andlisis del nivel de ploi-
dia de plantas de citricos por métodos histoldgicos clasicos es extrema-
damente lento y poco eficaz, por lo que no puede aplicarse a grandes
poblaciones. Finalmente, existen muy pocos genotipos tetraploides de
calidad que puedan usarse para las hibridaciones interploides. Por es-
tas razones se ha tardado mucho tiempo en incorporar los conocimien-
tos sobre obtencion de triploides en programas de mejora amplios.

Estos problemas se han podido resolver mediante biotecnologias
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basadas en el cultivo in vitro para la germina-
cién de embriones y la obtencion de parentales
tetraploides y en el andlisis de ploidia median-
te citometria de flujo, lo que ha permitido a
nuestro grupo el establecimiento de un amplio
programa de mejora para la obtencion de man-
darinos triploides sin semillas que se inicié en
1996 (Navarro et al, 2007). Hasta el momen-
to se han obtenido mas de 4.600 triploides
mediante cruzamientos 2x X 2x, mas de 4.300
triploides de cruzamientos 2x X 4x y mas de
4.700 triploides de cruzamientos 4x X 2x de
un total de 300 combinaciones de parentales
diferentes. La evaluacion de las poblaciones de
triploides ha permitido hasta el momento la se-
leccion de 14 variedades que se han protegido
y dos de ellas, Safor (foto 11) (Cuenca et al.,
2010) y Garbi (foto 12) (Aleza et al., 2010) ya
se estan propagando comercialmente. Son va-
riedades tardias de elevada calidad organolép-
tica que no producen semillas.

Relaciones entre las
leyes de proteccion de
variedades y los
métodos de obtencion

El régimen juridico de proteccion de las ob-
tenciones vegetales estd regulado en la Union
Europea por el Reglamento (CE) 2100/94 del
Consejo de 27 de julio y en Espafia por la Ley
3/2000 de 7 de enero y modificaciones poste-
riores, que armoniza la legislacion sobre el te-
ma. La Ley tiene como objetivo fundamental el
reforzamiento de los derechos de los obtento-
res y define con precision las facultades de los
mismos relativas a la explotacion de sus varie-
dades protegidas. También define con claridad
las limitaciones al derecho del obtentor, entre
las que se encuentra la denominada “excep-
cién del agricultor” (que no afecta a los fruta-
les) y la utilizacion de variedades protegidas
para la creacion de nuevas variedades.

Este Gltimo aspecto es el mas relacionado
con el presente articulo. La Ley permite la utili-
zacion de variedades protegidas para la crea-
cién de nuevas variedades sin el permiso del
obtentor con el fin de evitar limitaciones a la in-
vestigacion en este campo. Sin embargo, en el
caso de que las nuevas variedades sean esen-
cialmente derivadas de la original, se requiere la
autorizacion del obtentor de la variedad original
para todos los aspectos relacionados con la co-
mercializacion de la variedad derivada. En este
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sentido se considera que una variedad es esen-

cialmente derivada de otra variedad inicial,

cuando tenga las siguientes caracteristicas:

a) Se deriva principalmente de la variedad ini-
cial, o de una variedad que a su vez deri-
va principalmente de la variedad inicial,
conservando al mismo tiempo las expre-
siones de los caracteres esenciales que
resulten del genotipo o de la combinacién
de genotipos de la variedad inicial.

b) Se distingue claramente de la variedad ini-
cial.

¢) Se distingue claramente de la variedad ini-
cial y, salvo por lo que respecta a las di-
ferencias resultantes de la derivacion, es
conforme a la variedad inicial en la ex-
presion de los caracteres esenciales que
resulten del genotipo o de la combina-
cion de genotipos de la variedad inicial.
En otras palabras, se considera que una

variedad es esencialmente derivada de otra

cuando mantiene todos sus caracteres y so-
lo se diferencia de la misma por el caracter
diferencial introducido.

Los métodos de mejora descritos se pue-
den dividir en dos grupos. Por una parte estan
los que permiten crear una nueva variedad
por recombinacioén o expresion de los caracte-
res de los parentales usados para su crea-
cion. En este grupo se encuadran la hibrida-
cion convencional, la hibridacién somética y
la hibridacion a nivel triploide. Las plantas ob-
tenidas por estos procedimientos presentan
solo algunas de las caracteristicas de los pa-
rentales, por lo que no son esencialmente de-
rivadas. Ello implica que para la obtencion de
nuevas variedades por estos métodos se pue-
den usar variedades protegidas como paren-
tales sin la autorizacion sus obtentores y que
las nuevas variedades obtenidas también se
pueden comercializar sin su autorizacion.

El otro grupo de métodos incluye la muta-
cion espontanea, la mutacion artificial y la
transformacién genética. La esencia de estos
métodos es la utilizacién de una variedad pre-
viamente existente y modificarla puntualmen-
te para eliminar alglin defecto o anadir algu-
na propiedad de interés, pero manteniendo
esencialmente las caracteristicas de la varie-
dad inicial. Esto implica que la mayoria de las
nuevas variedades obtenidas por estos méto-
dos se pueden considerar variedades esen-
cialmente derivadas y no pueden comerciali-
zarse sin la autorizacion del obtentor de la va-

riedad inicial. Algunos ejemplos mencionados
anteriormente, como mutaciones espontane-
as de clementinas, las variedades irradiadas
Nulessin y Tango, o una hipotética variedad
resistente a Huanglongbing obtenida por
transformacion genética, serian variedades
esencialmente derivadas. Obviamente, para
la aplicacion de estas técnicas de mejora es
recomendable la utilizacién de variedades ini-
ciales de dominio plblico o la autorizacion
previa de los obtentores de las variedades ini-
ciales para evitar problemas en la comerciali-
zacion de las variedades obtenidas. @
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