Aplicaciones de la biotecnologia
para la mejora de los citricos
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El control del material vegetal de citricos tiene un caracter estratégico para Espana

Actualmente, todos los nuevos patrones y variedades que
se estan produciendo en el mundo se someten a procesos
de patente y su utilizacion esta muchas veces restringida
por intereses comerciales. Ademas, en diversos paises como
EE.UU., Japon, Israel, Francia e Italia se estan realizando
grandes esfuerzos en la aplicacion de nuevas
biotecnologias para la mejora de los citricos y las
tecnologias desarrolladas también serdn objeto de patente.
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0s citricos son el principal cultivo frutal en Espana, con una

superficie total de cultivo cercana a las 300.000 hay una

produccion en aumento que se acerca a los 6 millones de

toneladas. Somos el cuarto pais productor del mundo vy el

primer pais exportador de fruta fresca. Actualmente se ven-
de en el exterior aproximadamente el 50% de la produccion, con
unos ingresos de unos 2.000 millones de euros anuales.

El mantenimiento de la producciony la competitividad de este
sector depende en gran medida de la disponibilidad de material
vegetal de alta calidad, tanto en variedades como en patrones.
Las variedades suponen sin ninguna duda la principal prioridad de
los citricultores espanoles, que son un ejemplo a escala mundial
en cuanto a la adaptacion de |la produccion a las demandas de los
mercados internacionales. La posicién de liderazgo que ha man-
tenido hasta el momento nuestra citricultura en relacion con la ex-
portacion de fruta fresca se debe en gran medida a la dinamica
varietal, que ha experimentado una importante evolucion y que ha
permitido ofrecer en los mercados internacionales las mejores
variedades existentes en cada momento a precios competitivos.
Sin embargo, la competencia en estos mercados esta aumen-
tando de forma espectacular en los Gltimos anos debido a distin-
tos factores, entre los que se puede citar la mejora de calidad con
costes inferiores de la produccion de paises terceros, la mayor
eficacia y rapidez de los medios de transporte maritimo a largas
distancias, la apertura de los mercados como consecuencia de
los acuerdos sobre Globalizacion y la PAC de la Unién Europea.

La mejora sanitaria y genética de los citricos por métodos con-
vencionales tiene enormes dificultades debido a las caracteristi-
cas de los patdgenos que los afectan y a su compleja biologia re-
productiva. Las biotecnologias basadas en el cultivo de tejidos in
vitro presentan grandes posibilidades para la mejora sanitaria y
genética de los citricos, ya que permiten superar muchos de los

problemas de los métodos tradicionales y ofrecen nuevas posibi-
lidades que no podian abordarse hasta ahora. En este trabajo se
hace una breve descripcion de las aplicaciones de estas tecnolo-
gias para la mejora de los citricos que un amplio grupo de investi-
gadores esta realizando en el IVIA.

P Mejora sanitaria

La presencia de enfermedades causadas por virus y viroides
era hasta hace unos anos la principal limitacion de las variedades
espanolas, ya que causaban una disminucién de la cantidad y ca-
lidad de los frutos producidos e impedian la utilizacion de los por-
tainjertos mejor adaptados a las condiciones de cultivo. La pues-
ta a punto de la técnica de microinjerto de apices caulinares in vi-
tro y su aplicacion para la realizacidon de un amplio programa de
saneamiento por nuestro grupo ha resuelto el problema. En la ac-
tualidad todas las variedades espanolas propagadas por los vive-
ros comerciales estan libres de los patdgenos conocidos.

La necesidad de disponer de las mejores variedades existen-
tes en otros paises llevd igualmente a nuestro grupo a establecer
un nuevo procedimiento de cuarentena basado nuevamente en
técnicas biotecnoldgicas de cultivo in vitro. El procedimiento per-
mite importar variedades sin el riesgo de introducir nuevas plagas
y enfermedades. Mediante este procedimiento se han importado
mas de 200 especies y variedades que se han puesto a disposi-
cibn de los viveristas de citricos.

Los programas de saneamiento y cuarentena han permitido el
establecimiento de un banco de germoplasma constituido por
cerca de 470 genotipos, gue contiene el material inicial para la
propagacion comercial de todos los viveros de citricos espanoles.
A partir de este banco de germoplasma, l0s viveros han suminis-
trado a los agricultores alrededor de 100 millones de plantas des-
de 1982, lo que representa cerca del 80% de |a citricultura espa-
nolay una superficie de mas de 200.000 hectareas. Estas plan-
tas sanas producen mas fruta y de mayor catidad que las plantas
originales infectadas, lo que da idea de la importancia de este
programa. La técnica del microinjerto (Foto 1) se esté utilizando
actualmente en la mayoria de los paises citricolas del mundoy es
el desarrollo de 1+D de los Gltimos 50 anos que ha tenido un ma-
yor impacto en la citricultura espanola y mundial.

A pesar de la amplia coleccion de variedades disponibles para
la propagacion comercial en Espana, existen lagunas importan-
tes en algunas especies, por lo que es necesario abordar progra-
mas de mejora para la obtencién de nuevas variedades. En todas
las especies cultivadas es necesario disponer de variedades mas
productivas y de mayor calidad que maduren a lo largo de toda la
campana, como Unica forma de mantener la competitividad en los
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mercados internacionales ante las crecientes demandas de los
consumidores de fruta de mayor calidad a precios estables.

Los patrones también presentan una importante problemati-
ca en la citricultura espanola, ya que hay muy pocos genotipos
gue se adapten a nuestras condiciones de cultivo y no existen ge-
notipos adecuados para suelos con elevados contenidos de cali-
za 0 sales minerales.

La problematica planteada deberia intentar resolverse me-
diante programas de mejora genética. Sin

creciente en mejora genéticay en el caso de los clementinos, que
son bastante inestables, puede permitir la obtencion de un ele-
vado numero de mutantes. Si el procedimiento funciona correc-
tamente, puede permitir reproducir de forma mas controlada los
fendmenos naturales que han originado las variedades cultiva-
das. En los trabajos actualmente en ejecucién se estan obtenien-
do plantas mediante los procesos de embriogénesis somatica y
de organogénesis adventicia, procedimientos que favorecen la

variacion somaclonal. Ademas, se han utili-

embargo, la mejora genética tradicional tie-
ne problemas muy importantes en los citri-
cos, debido a diversos factores entre los que
destacan su biologia reproductiva compleja,
la embrionia nucelar (apomixis parcial), la
elevada heterocigosis, el desconocimiento
genético basico sobre la herencia de la ma-
yoria de los caracteres agrondmicos de inte-
résy el periodo juvenil prolongado. Debido a
estas dificultades, no es de extranar que
existan pocos programas de mejora genética
en el mundo y que los resultados de los mis-
mos hayan sido escasos, a pesar de que al-
gunos se estan realizando desde finales del
siglo XIX.

Los desarrollos espectaculares de diver-
sas técnicas de biotecnologia que se han
producido en los Ultimos anos estan cam-
biando las perspectivas de mejora genética.
En el caso concreto de los citricos, la puesta
a punto de estas tecnologias es mucho mas
rapida que en otras especies lenosas y ya se
estan iniciando programas de mejora basa-
dos en las mismas en varios paises, inclu-
yendo Espana. Entre estas técnicas cabe
destacar las basadas en técnicas de cultivo
de tejidos, como la variacion somaclonal, la |
hibridacion somatica, el cultivo de embrio-  LUCEEIEHT
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Variacion somaclonal

Algunas especies de citricos son genéticamente inestables y
producen mutaciones espontaneas con cierta frecuencia. La ma-
yoria de las mutaciones tienen caracteres perjudiciales, pero al-
gunas pueden presentar caracteristicas deseables para el culti-
vo. El estudio y seleccion de estas mutaciones ha sido hasta aho-
ra el origen de la mayoria de las variedades cultivadas. Algunos
grupos de variedades son especialmente inestables lo que favo-
rece la aparicién de nuevos cultivares. Como ejemplos se pueden
citar las naranjas de tipo navel y las clementinas. A pesar del im-
portante papel de las mutaciones espontaneas, es evidente que
la mejora genética de los citricos debe ademas realizarse de for-
ma dirigida, ya que no podemos simplemente esperar que se pro-
duzcan mutaciones que resuelvan nuestros problemas.

La variacion somaclonal (formacién de plantas mutantes) ob-
tenida mediante cultivo in vitro es una tecnologia de importancia

zado sustancias mutagénicas y radiaciones
gamma para potenciar la variacion.

Obtencion de hibridos triploides mediante
rescate de embriones in vitro

Una condicion basica que deben tener
las variedades de citricos dedicadas al con-
sumo en fresco es la carencia de semillas.
Para ello, las variedades deben ser autoin-
compatibles y ademas no presentar proble-
mas de polinizacion cruzada con otras varie-
dades. Estos caracteres son extraordinaria-
mente dificiles de incorporar en nuevas va-
riedades, ya que entre otras razones se des-
conocen cuales son 10s mecanismos genéti-
€os que los controlan.

Una alternativa con gran potencial es la
obtencion de hibridos triploides, con 27 cro-
mosomas en vez de los 18 de las variedades
normales diploides. Las plantas triploides
son generalmente estériles y en consecuen-
cia no producen semillas, ni siquiera por po-
linizacion cruzada. Esto es debido aqueenla
meiosis los gametos reciben distinto nime-
ro de cromosomas, 10 que causa esterilidad
y en consecuencia no producen semillas o
éstas abortan en sumayoria. Ademas, estas
plantas no presentan problemas de poliniza-
cion cruzada con otras variedades. Las varie-
dades triploides pueden obtenerse median-
te los siguientes procedimientos:

a) Cruzamientos entre parentales di-
ploides y tetraploides. Esta aproximacion
esta limitada por el escaso nimero de pa-
rentales tetraploides disponibles y porque la
mayor parte de las semillas procedentes de
los cruzamientos abortan. El problema del
aborto de semillas se puede solucionar actualmente mediante el
cultivo invitro de los embriones procedentes de las semillas abor-
tadas, de las que en muchos casos se puede extraer un pequeno
embridn que es viable en condiciones de cultivo in vitro. Median-
te este procedimiento se han obtenido en el IVIA mas de 2.000 hi-
bridos triploides, a partir de cruzamientos entre parentales mo-
noembridnicos diploides, como las clementinas y algunos paren-
tales tetraploides disponibles. Recientemente, hemos obtenido
clementinas monoembridnicas tetraploides, 10 que amplia enor-
memente las posibilidades de este tipo de cruzamientos.

b) Recuperacion de triploides espontaneos. En citricos se ha
descrito hace tiempo que ocasionalmente se producen embrio-
nes triploides después de la hibridacion de dos parentales diploi-
des. El origen de estos triploides no esta claramente demostrado
y su formacion depende de los genotipos. Hasta hace poco tiem-
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Foto 2. Centro: Hibrido triploide 96-31 obtenido por cruzamiento entre mandarino
Fortune (izquierda) y mandarino Comin (derecha).

po esta observacion no tenia implicaciones practicas, ya que las
semillas con embriones triploides generalmente abortany no dan
lugar a plantas. Recientemente ha sido posible el aislamiento y
cultivo de embriones de semillas abortadas, que después de la
germinacion dan lugar a plantas triploides en porcentajes varia-
bles. Esta aproximacion tiene la ventaja de que el nimero de pa-
rentales que pueden utilizarse se amplia enormemente, lo que
permite la eleccién de los mismos sobre la hase de sus caracte-
risticas agrondmicas. En el IVIA se esta utilizando el sistema en
un programa muy ambicioso que ya ha permitido obtener mas de
3.500 hibridos triploides entre parentales que incluyen las varie-
dades con mejores caracteristicas agrondmicas en Espana.

Los hibridos obtenidos estan actualmente en fase de evalua-
cibn en campo (Foto 2) y ya se han seleccionado algunos que pro-
ducen frutos de excelente calidad y que podran distribuirse a los
agricultores a corto plazo.

Hibridacion somatica

Esta técnica permite la obtencion de hibridos somaticos me-
diante la fusién de protoplastos (células sin pared celular) proce-
dentes de dos parentales distintos. Como fuentes de protoplas-
tos se utilizan distintos tipos de tejidos. De un parental se usa un
callo embriogénico obtenido por cultivo in vitro de évulos y del otro
se usan trocitos de hoja. En ambos casos los tejidos se someten
a un tratamiento con distintos enzimas que tienen como objetivo
separar las células y posteriormente digerir la pared celular de las
mismas, dando lugar a los protoplastos. La fusion de los proto-

L

Foto 3. Ini&) de_ la fusion de protoplastos de
dos genotipos de citricos. J

plastos se realiza mediante la adicion de productos quimicos,
que favorecen su aglutinacion o mediante un tratamiento con co-
rriente eléctrica que también favorece la union de los mismos. El
proceso de fusion da lugar a una célula hibrida que con los trata-
mientos in vitro adecuados es capaz de regenerar una nueva pa-
red celular, dividirse, formar callo y embriones, que por germina-
cion dan lugar a plantas que son hibridos somaticos (Foto 3). La
ventaja de los hibridos somaéticos es que incorporan los genomas
de los dos parentales, por lo que deberian manifestar los genes
dominantes de ambos y ademas, no presentan la dispersion ge-
nética tipica de los hibridos obtenidos por hibridacion sexual. Por
ello, es posible reunir en un Gnico genotipo los caracteres de in-
terés de ambos parentales. Esta tecnologia se esta usando en el
IVIA con los siguientes objetivos:

a) Obtencion de hibridos somaticos entre patrones conoci-
dos. El objetivo es incorporar en una sola planta los caracteres de-
seados de dos patrones distintos. Por ejemplo, la fusion entre na-
ranjo amargo y un patron resistente a tristeza podria dar lugar a un
nuevo patrdn tolerante a la enfermedad con las excelentes carac-
teristicas agrondmicas del naranjo amargo.

b) Obtencion de cibridos somaticos. La fusion de protoplastos
con el nicleo inactivado de un parental con protoplastos intactos
de otro permite obtener cibridos, hibridos citoplasmaticos que po-
seen el nucleo de un parentaly el genoma organular de ambos, su
mezcla, o un nuevo fruto de procesos de recombinacion génica.
Se pretende obtener cibridos que permitan estudiar por primera
vez en citricos las relaciones nicleo/citoplasmay lainfluencia del

El control del material vegetal de citricos
tiene un caracter estratégico para Espana. Ac-
tualmente, todos 10s nuevos patrones y varie-

| dades que se estan produciendo en el mundo
se someten a procesos de patente y su utili-
zacion esta muchas veces restringida por in-
tereses comerciales. Ademas, en diversos
paises como EE.UU., Japdn, Israel, Francia e
Italia se estan realizando grandes esfuerzos
en la aplicacion de nuevas biotecnologias

para lamejora de los citricos y las tecnologias
desarrolladas también seran objeto de paten-
te. En la actualidad, el nivel de desarrollo de
estas técnicas en Espana es globalmente si-
milar o superior al de otros paises. Este nivel

¢ion de las mismas al desarrollo de nuevos
genotipos para evitar que en el futuro el ma-
terial vegetal de citricos de nuestro pais de-
penda en gran medida de investigaciones y

CONCLUSIONES

patentes realizadas en el exterior. ‘
Como se ha indicado reiteradamente, la
mejora genética de los citricos es muy com
pleja y existen diversas metodologias para |
abordarla, cada una con sus ventajasy sus in-

hay que mantenerlo y continuar con la aplica- | convenientes. Por ello la mejor solucion no es

apostar por una determinada metodologia, ‘
sino aplicar todas ellas en programas coordi

nados que contemplen la mejora de este im- |
portante cultivo de forma integrada. B ‘
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genoma citoplasmaético sobre caracteres agrondmicos en man-
darinos, como esterilidad de polen o eficacia energética.

Transformacion genética

La modificacion de plantas mediante la introduccion de ge-
nes especificos por diversas técnicas de transformacion genéti-
ca supone uno de los avances cientificos mas espectaculares
de los Ultimos anos. Mediante estas técnicas es posible intro-
ducir en plantas genes procedentes de la propia especie, de
otras especies de plantas, € incluso genes procedentes de otros
organismos como bacterias, levaduras o virus. Estas tecnolo-
gias se estan utilizando a gran escala para la mejora de plantas,
particularmente herbaceas, por grandes companias privadas,
que ya disponen de variedades comerciales. Actualmente se cul-
tivan en el mundo millones de hec-
tareas de plantas transgénicas,
fundamentalmente de maiz, soja
y algodon. La transformacion ge-
nética ofrece enormes posibilida-
des para la mejora de especies
frutales, ya que permite introducir
en una variedad un gen que con-
fiera caracteres especificos sin
modificar el resto de las caracte-
risticas de la misma.
En el IVIA hemos puesto a punto
técnicas de transformacion de
distintas especies de citricos, que
son las mas eficientes disponi-
bles a nivel internacional. Ade-
mas, se ha conseguido por prime-
ra vez en especies frutales la
transformacién de material adul-
to, lo que permite que las plantas
transgénicas fructifiquen en un
periodo de 1-2 anos desde su ob-

Foto 4. Plantas de citrange Carrizo
procedentes de semillas de 13 meses de edad.

lzquierda, Planta control. Derecha. planta que tencion. . L
expresa el gen APETALA 1 de Arabidopsis Para la transformacion de citricos
con floracion abundante que indica que no se utiliza la bacteria comUn del

presenta caracteres juveniles.

suelo Agrobacterium tumefa-
ciens, que es capaz de infectar
plantas susceptibles y transformar las células infectadas. En
esta bacteria se introducen los genes de interés, que posterior-
mente los transferira al genoma de los citricos. El procedimiento
de transformacion consiste en inocular con la bacteria entrenu-
dos de plantas cultivadas en invernadero y cultivarlos in vitro du-
rante varios dias para permitir la transformacion de células. Pos-
teriormente [0s entrenudos se cultivan en medios que permiten
la regeneracion de brotes a partir de las células transformadas
y estos brotes se injertan in vitro para la obtencion de las plan-
tas transgeénicas.

La disponibilidad de métodos eficientes de transformacion
esta permitiendo introducir genes de interés para evaluar las po-
sibilidades reales de esta tecnologia en la mejora genética de
los citricos. Como ejemplo, se puede citar que ya hemos obteni-
do plantas con mayor resistencia al virus de la tristeza de los ci-
tricos, al hongo del suelo Phytophthora y plantas sin periodo ju-
venil (Foto 4). Es previsible que a medio plazo se disponga de ge-
notipos mejorados mediante esta tecnologia en diversos aspec-
tos de interés. Su cultivo dependera de la aceptacion por parte
del consumidor europeo de los alimentos transgénicos. W
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