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1. Obtencitn de plantas mediante la técnica de microinjerto

Alredo Gravina *
Dan Piestun **

RESUMEN

En el marco del programa de mejoramiento genético y sanitario en virus de la Facultad de Agronomia y con el
objetivo de crear un banco de variedades libres de virus, se aplicé con modificaciones menores la técnica de
microinjerio {n vifro propuesta por Navarro ef al (1975). Se realizaron 156 microinjertos, obteniéndose 61 plantas
correspondientes a 14 variedades de naranja, mandarina, pomelo, limén y lima. Los mayores porcentajes de éxito se
lograron cuando los meristernos provenian de brotes menores de 1 cm de longid; se observaron diferencias varietales
en &l porcentaje de éxito, las que deberdn ser confirmadas con un mayor mimero de microinjertos. Las plantas
obienidas, pasan a fase de indexacion para los principales virus y viroides reportados en el pais.

"
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ABSTRACT.

Into the program of citrusbreeding in the Faculty of Agronomy with the objetive to create one block of citms virus-
free varieties, the shoot-tip grafting in vitre 1echnique proposed by Navarmo et al (1975) was applied with minor
modifications. 156 micrografting were realized, obtaining 61 plants of 14 varieties of orange, mandarin, grape fruit,
lemon and lime. The major percent of success was obtained when the shoot-tip was taked-off from flushes 1 cm minor
of length; some differences were observed into varieties in the percent of successfull micrografting. The plants
obtained pass to indexing program to the major virus and viroids reported in the country.
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INTRODUCCION

Lacitricultura se presenta como un rubro de importancia creciente anivel nacional,
especialmente a partir de 1970, cuando es declarada actividad de interés nacional. Es
asf que para 1987, se reportan 20.000 hectdreas plantadas, con una produccién de
180.000 toneladas, de las cuales el 30% se dedica a la exportacion; el sector ocupa
aproximadamente a 10.000 trabajadores y tiene un ingreso bruto de U$S 2.000 por
hectérea,

Eneste contexto y dentro de una problemdtica que abarca aspectos de mejoramien-
to y proteccion vegetal, postcosecha, comercializacién y organizacion de 1a produc-
¢ioén, uno de los temas que se considera de gran importancia, es la carencia de un
programade sancamientode enfermedades transmisibles (virus, viroides, micoplasmas),
tanto las presentes en las variedades existentes en el pafs, como del material a
introducir. En 1978, ¢l informe presentado por el consultor de FAO para la Facultad
de Agronomfa de Uruguay, Dr. Ary Salibe, consideraba 1a necesidad de 1a formacién
de un banco de germoplasma libre de virus. Por otra parte, ¢n el “Primer Encuentro
Nacional Citricola de Ingenieros Agrénomos”, realizado en 1983 se sefialaba como
uno de los trabajos prioritarios a encarar, una mayor agresividad en la limpieza de
materiales citricolas, conlaaplicacion de nuevas técnicas disponibles, como microinjerto
in vitro, complementada por un perfodo de indexaje y pruebas a campo.

En este marco, en 1988, cuando se crea el Laboratorio de Biotecnologfa en la
Facultad de Agronomfa, se define como uno de los temas prioritarios, 1a formacién de
unbanco de variedades de citrus libres de virus y organismos afines mediante latécnica
de microinjerto in vitro. Este proyecto se vincula directamente con el Programa de
Mejoramiento que se desarrolla en 1a Estacion Experimental San Antonio, Salto,

Como objetivo general, el proyecto se plantea:

- Lacreacién de un banco de variedades de citrus libres de los principales virus
y viroides reportados en el pafs, del cual se derive material de alta calidad y sanidad
para propagacion.

Como objetivos especificos, se plantea:

- Ajustar y aplicar la técnica de microinjerto de meristemos in vitro en citrus,
para 1a obtencién de plantas saneadas.

- Indexarlas plantas obtenidas mediante microinjerto para los principales virus
y viroides, mediante el uso de plantas indicadoras, complementado en los casos
posibles con métodos seroldgicos o electroforéticos.

- Identificacién varietal en campo del material obtenido, complementado en los
casos posibles mediante proteinogramas y zimogramas.
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ANTECEDENTES

Las enfermedades causadas porvirus y organismos similares constituyenuna de las
amenazas mas grandes para el cultivo de los cftricos en el mundo. Wallace (1978)
sefiala que més de 30 diferentes anormalidades de los citrus se conoce o se sospecha
que son causadas por estos patégenos. Puede afirmarse que la mortalidad de plantas
causada porenfermedades virales, esmayor que la provocada portodas las otras plagas
y enfermedades. La sintomatologfa de las virosis y micoplasmosis presentan en
muchos casos similitudes, ademds de compartir algunas caracterfsticas como el de ser
entidades submicroscopicas, filtrables, transmisibles por injerto y en muchos casos
por insectos; esto ha llevade a que sean estudiados en forma conjunta.

A partir de ladécada del 30, cuando lostrabajos de Fawcett (1933-1934) establecen
la naturaleza viral de la enfermedad conocida como psorosis y la tristeza hace su
aparicién en Sudamérica y Califomnia, provocando 1a muerte de millones de drboles,
se desarrolla lainvestigacién a nivel internacional. Posteriormente se demostré que las
combinaciones entre injertos y patrones de diferentes variedades y especies, muestran
un amplio espectro que va desde una extremna susceptibilidad hasta una alta tolerancia
para enfermedades virosas especificas (Bitters, 1959).

Actualmente, 1a tendencia en los principales pafses productores de citrus, es el
desarrollo de programas de mejora sanitaria que incluyen la indexacién de plantas
donadoras de yemas, obtencién de plantas libres de virus mediante técnicas de
termoterapiay microinjerto de meristemos apicales, usode plantas nucelares, cuarentena
del material introducido, etc. .

En el Uruguay se ha confirmado la presencia de psorosis, exocortis y tristeza, esta
tiltima en su forma de "stem pitting” (Salibe, 1978). También se encuentra presente
la enfermedad o desorden conocida como “marchitamiento repentino”, cuya
sintomatologfa es muy similar al “blight”, de etiologfa actualmente desconocida.

El problema m4s grave actualmente es el complejo virésico de 1a psorosis, que
provoca disminucién del vigor, calidad de fruta y vida productiva de los drboles, La
mayor incidencia de esta virosis se presenta en 4drboles adultos, aumentando el
porcentaje de plantas afectadas entre los 10y 25 afios tanto en naranja como en pomelo
(Méndez, 1984); se ha estimado que una tercera parte de los citricos del pafs estd
afectada por este virus (Ocafto, 1987). También se ha reportado presencia de psorosis
en més de un 50% del banco de variedades pertenecientes ala Estacion Experimental
Citrfcola Salto (CIAAB, Campiglia y Muller, 1979). Actualmente se considera como
un agravante para la diseminacién de la enfermedad, la posibilidad sugerida por
Befiatena (1984) de que sea transmitida por pulgones.

Latristezaesendémicaenel pafs y se convive conella mediante el uso generalizado
del trifolio (Poncirus trifoliata L. Raf.) como portainjerto tolerante, mientras que la
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exocortis (viroide) se halla poco difundida, a pesar de ser el trifolio un pie extrema-
damente susceptible (Martfnez, 1987). Otras enfermedades como xyloporosis, impie-
tratura o stubbom (causada por Spiroplasma citri) no han sido reportadas en el pafs.

El reconocimiento de que el injerto ha sido 1a principal via de diseminacién de
virus, viroides y micoplasmas ha llevado a la bisqueda de métodos que permitan
sancar materiates sobresalientes desde el punto de vista productivo, que se encuentran
infectados. Laobtencion de plantas nucelares ha sido utilizada en este sentido, aunque
presenta como inconvenientes 1a presencia de caracterfsticas juveniles (especialmente
quc 1a floracién y fructificacién demoran muchos afios) y que se ha demostrado el
pasaje de psorosis a través de semillas de algunos citrus utilizados como portainjertos
(Campiglia et al, 1976; Childs y Johnson, 1966). El uso de termoterapia para la
climinacién de virus en cftricos ha sido utilizada conresultados variables, siendo poco
efectiva para xyloporosis, exocortis y stubbom (Calavan et al, 1972; Roistacher y
Calavan, 1972), permitiendo la inactivacién y/o eliminacién de algunos virus como
tristeza, psorosis, concavidad gomosa e impietratura.

Los primeros trabajos de propagacion in vitro en citricos se realizan en la década
de los sesenta, con la induccién de embriones nucelares en tres variedades
monoembriénicas como el limén Ponderosa, tangor Temple y Citrus grandis (Rangan
et al, 1968). Este método presenta entre otros problemas, que las plantas obtenidas
vuelvenareproducir las caracterfsticas de las plantas nucelares. La propagacion clonal
de citrus a partir del cultivo de callos sométicos obtenidos de pequefios segmentos de
tallo y hoja han sido reportados por Chaturvedi y Mitra (1974). Este método sin
embargo, no asegura la eliminacién de los virus y ademds, plantea la posibilidad de
alteraciones genéticas por mutacion, frecuentes en los tejidos de callo. El cultivo de
nucelas y el cultivode dvulos hansido también utilizadosen citrus anivel experimental
con resultados poco consistentes. El cultivo de menistemos, que ha resultado exitoso
en varias especies para limpiar material infectado por virus, en citrus, a pesar de
permitir mantener explantes in vitro duranie varios meses, no se ha logrado un
posterior desarrollo significativo.

La técnica de microinjerto en citrus, es desarrollada por primera vez por Murashige
et al en 1972 y puesta a punto por Navarro et al en 1975 y permite 1a obtencién de
plantas libres de virus mediante la induccién al desarrollo in vitro de un explante de
mernistemo apical puesto sobreel epicotilo decapitado de una pldntula originada apartir
de semilla, en un medio sintético en condiciones asépticas. El uso del microinjerto
permite la limpieza de virus, en la medida que ¢éstos no alcanzan el meristemo, por lo
que el tamafio de] explante utilizado es decisivo en este aspecto. Meristemos con 2-
4 primordios foliares y una longitud de 0,12-0,18 mm se consideran los 6ptimos para
lograr un buen equilibrio entre el porcentaje de microinjertos prendidos y la elimi-
nacion de virus (Navarro et al, 1975; Navarro, 1981; Edris y Burger, 1984).
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Lano deteccién de virus en 400 plantas de distintas variedades de citrus obtenidas
por microinjerto y cuya fuente original se encontraba afectada por uno o més de los .
virus de psorosis, amariliamiento, concavidad gomosa, yellow vein, tatter leaf (hoja
rasgada}, infection varicgation (infeccién jaspeada), xyloporosis, exocortis y Spiroplasma
citri, demuestra la alta eficiencia de la técnica en 1a eliminaci6n de distintas cepas de
estos virus, a excepcion de la cepa P-209 de psorosis en naranja Valenciay la cepa TL
- 100 del virus tatter Jeaf en lima mexicana (Roistacher et al, 1976). Por otra parte, las
plantas de citrus obtenidas por microinjerto no presentan las caracterfsticas de
juvenilidad, pudiendo inclusive fiorecer y fructificar en menos de un afic (Navarro et
al, 1975). ‘

Los principales inconvenientes que presenta la técnica, son lanecesidad de contar
con personal adecuadamente adiestrado y la asepsia que debe mantenerse durante el
proceso, para eliminar la contaminacién por hongos y bacterias.

MATERIALES Y METODOS
Infraestructura y equipo

El proyecto se desarrolla en el Laboraterio de Biotecnologfa de la Facultad de
Agronomfa, que cuenta actualmente con c4mara de flujolaminarhorizontal, incubadora,
cdmara de crecimiento, microscopio estereoscopico y equipo general de laboratorio.
Como apoyo para la fase post-trasplante se ha recurrido a una c4mara de crecimiento
del Departamento Forestal y a una seccién de invernédculo correspondiente ala Catedra
de Fitotecnia,

Material vegetal

Las variedades consideradas en la primera etapa del proyecto, corresponden a las
seleccionadas en el banco de germoplasma de citrus de la Estacién Experimental San
Antonio, més algunas pertenecientes a colecciones de productores particulares de-la
zona sur del pafs. Hasta el momento se ha trabajado con las siguientes:

-Naranjas: Navel (CW 106, TW 91, Navelate, Navelina, Newhall, Prolific Navel,
Golden Nugget).
Valencia (CV 27, CV 46, CV 146, CV 148, CV 151).
Salustiana
Criolla Quintela
-Mandarinas: Ellendale (CE 49, CE 15, CE 40, Taranco II-3).
Satsuma (CS 7, CS 92, CS 93, Okitsu).
Clementina, Clemenules, Nova, Oroval, Fortune, Minncola, Lee, comiin sin
semillas (CA 27, CA 30), Montenegrina, Fairchild.
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- Pomelos: Star Ruby (CPS 15), Ruby Red. Marsh Seedless (CP 9).
=~ Limones: Lisbon (CL 1), Fino, Messero, Génova, Messina.
- Limas: Persian Lime,

Como portainjertos, se usan en forma standar, los citranges Troyer y Carrizo
(Poncirus trifoliata L. Raf. x Citrus sinensis L. Osb.), también pertenecientes al
programa de mejoramiento mencionado.

Metodologia

Enlineas generales, sesigue
la metodologfa propuesta por
Navarro et al (1975), con mo-
dificaciones menoresenlacom-
posicién de los medios nutriti-
vos, en la iluminacién post mi-
croinjerto y ¢n las condiciones
de mantenimiento de las plantas
despuésdel trasplante de mace-
tas.

Obtencién
de portainjertos

A las semillas de los porta-
injertos, se les eliminan las dos
cubiertas y seesterilizan super-
ficialmente por inmersién en
una solucién de hipoclorito de
sodio al 0,5%, m4s tween 20 al
0.1% durante 10 minutos. Se
enjuagan tres veces con agua
destilada estéril y se siembran
encondicionesde asepsia (cAma-
ra de flujo laminar). Se utilizan
tubos de 150 x 25 mm conte-
niendo 25 mi del medio nutriti-
vo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) al 50%, solidi- Figura 1




FORMACION DE UN BANCO DE VARIEDADES 7
DE CITRUS LIBRES DE VIRUS

ficado con agar al 0,8% y ajustado a un pH inicial de 6,0 antes del autoclavado a 121
?C por 20 minutos. Los tubos conteniendo las semillas, tapados con papel aluminio y
sellados con bandas el4sticas se colocan en incubadora en completa oscuridad a 27 °C
durante dos semanas. Se controlan periédicamente, eliminando aquéllosque presenten

cualquier sfntoma de contaminacién, (Fig. 1).

Figura 2

Obtencién
y preparacidén de brotes

Los brotes de los cuales se
extrag el mernistemo, se obtienen
detres fuentes: plantasde campo
(coleccién de citrus existente
en la Facultad de Agronomf{a),
plantas de vivero creciendo en
inverniculo, sometidas a defo-
liaciones paraestimulariabrota-
cién y varetas forzadas a brotar
encondicionescontroladas. En
este Gltimo caso, se utiliza el si-
guiente procedimiento: las va-
retas, se desinfectan superfi-
cialmente mediante dos perfo-
dosde inmersién de 10minutos
cada uno en soluciones de hi-
poclorito de sodioal 1 y al 2%
respectivamente, con tween 20
al 0,1%; se enjuagan 3 veces
con agua destilada estéril y se
siembran en recipientes conte-
niendo arena esterilizada me-
diante autoclavado a 121 °C
por 1/2 hora. A estaarena se le
adiciona unasolucién nutritva
MS hasta la saturacién y se
colocan en cdmara de creci-
mientoa 27 °C y 3.500 lux du-
rante 16 horas diarias (Fig. 2).
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+ Los brotes (provenientes de cualquiera de las tres fuentes mencionadas) y-de-una
longitud de 0,5 - 3 cm, se cortan y se colocan en agua destilada o papel de filtro himedo
hasta el momento del microinjerto. Se les eliminan las hojas y en la camara de flujo
laminar, seesterilizan superficialmente por inmersién durante 10 minutos en soluc16n
de hipoclorito de sodio al 0,25% mas tween 20 al 0,1%y se enjuagan tres veces con,
agua destllada estérll

Mncromj erto L,
¢

* "."'

Se extraen los portalnjenos de los
tubos mediante el-uso de pinzas de
disection, se depositan-en placas de
Petri con papel de filtro esterilizadas
y-con empleo de microscopio.estére-
oscépico. se .procedé a-decapitar los
epicotilos de los portainjertos obténi-
dosinvitro, dejandountallode 1,52
2,0.cm de longitud. Se recortala rafz
a4 ¢cm y-se eliminanos cotiledones
(Fig: 3a). Aproximadamente 1 mm

" por debajo del dpice del epicotilo, se
realiza un corte en forma de ventana
triangular, de 1 -mm de lado (con uso
de ocular micrométrico) que llegue
en profundldad hasta la médula del
tallo. :

Del brote, con auxﬂlo de blsturf y
pinzas dediseccion, se extraeel 4pice
meristemdtico mds 2-3 primordios
foliares, con una longitud de 0,1-0,3
mm y seintroduceenelcorterealizado
en el portainjerto, -apoyandose en la
superficie basal del mismo, de modo
queexistacontactoentre ambos tejidos
(Fig. 3b). El instrumental en uso
‘(bisturf, pinzas, agujas) se desinfectan
antes de cada contacto cori el material
vegetal, en alcohol 96, se flamea en : , :
mechéro y se énfria en agua estérif. . ¢ Figura 3a
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Corte en forma de Corte en forma de
v ventana triangular q ventana rectangular
Figura 3b

Mantenimiento de las plantas
microinjertadas

Inmediatamente de realizado en
la cdmara de flujo laminar, cada mi-
croinjerto, se coloca en un tbo de
ensayo de 150x25mm, conteniende
25 ml del medio de cultvo liquido
propueste por Navarro er al (1975),
compuesto por las sales minerales
de MS mds 75 g/l de sacarosa, 100
mg/l de mio inositol, 0,2 mg/ de tia-
mina, 1 mg/l de piridoxina y 1 mg/l
de 4cido nicotfnico, ajustado aun pH
inicial de 6,0 y esterilizado en auto-
clave a 121 °C durante 20 minutos.
Los tubos con los microinjertos se
maniienen una semanaen oscutidad
a 27 °C y luego se transfieren a c4-
mara de crecimiento con la misma
temperatura y 16 horas de luz diania,
con una inensidad de 1000 lux du-
ranie la primera semana y 3000-
5000 lux hasta el trasplante (Fig. 4).
Se realizan observaciones periédicas

Figura 4 de cada tubo, eliminando aquellos
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que presentancontaminacién; cuando se observa eldesarrollo de brotes adventicios del
portainjerto, se eliminan en condiciones asépticas.

Trasplante —-m

Cuando los microinjertos
tienen2 o més hojasextendidas
(5-8 semanas), se procede al
trasplante a macetasde pldstico
conteniendounamezcladeare-
na, vermiculita y turba enpartes
iguales envolumen, esterilizada
al vapor. Las dos primeras se-
manas, Ias plantas se cubren
con una bolsa de polictileno
transparente para mantener un
alto porcentaje de humedad. La
tercer semana, s¢ perforaoabre
parcialmente 1a bolsa y se eli-
mina posteriormente. Cada dos
semanas, s¢ adicionan 10mlde
soluciénnutritiva MS porplanta.
Alnocontarse con inveméculo
climatizado entodaesta etapa,
las plantas crecenenunacdmara
de condiciones controladas a
27°C, con 16 horas de luz diaria
y30001ux deintensidad. Cuan-
do 1as condiciones climdticas
lo permiten, se trasladan a in-
vemdculo, en jaulas con malla
excluidorade insectos. A partir
de es¢ momento, pasan a fase
de indexacién. (Fig. 5).

St

" Figura 5
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RESULTADOS Y DISCUSION

Elniimero total de microinjertos realizados durante el perfodo setiembre '88- junio |
"89 fue de 156, obteniéndose un total de 61 plantas (Cuadro 1).

CUADRO N21

Niimero total de microinjertos realizados y exitosos
(Periodo 9/88 - 6/89)

M! realizados Exitosos % total No exitosos % total
156 61 39,1 a5 60,9

El porcentaje de éxitos obtenidos en base al total de microinjerios realizados,
39,1%, es aceptable, considerando los resultados reportados por Navarro et al (1975)
y Nicoli (1985) de 30-50% y 36% respectivamente.

Los 156 microinjertos realizados, corresponden a 14 de las variedades menciona-
das anteriormente; se presentaron diferencias entre las mismas en el porcentaje de
éxitos logrados, variando desde 16,6% en mandarina Satsuma y pomelo Star Ruby,
hasta 100% en naranja Navel Golden Nugget, aunque el nimero de microinjertos
realizados con cada variedad fue diferente y en algunos casos altamente insuficiente
(Cuadro 2). Esta observacién, que deberd ser confirmada mediante la realizacién de
un mayornuimero de microinjertos por variedad, coincide conlos resultados obtenidos
por Edns y Burger (1984) y Nicoli (1985) en cuanto a la existencia de diferencias
varietales en la respuesta al microinjerto.

Las observaciones realizadas en cuanto a la influencia del tamafio del brote en el
¢xito del microinjerto, sugieren que los meristemnos obtenidos de brotes pequefios, (1
cm aproximadamente) proporcionan los mayores porcentajes de prendimiento; sin
embargo este aspecto deberd ser confirmado, considerando ademds si existe influencia
de 1a fuente del brote.

De las 61 plantas obtenidas, 54 han sido transferidas a macetas, registrandose un
solo caso de pérdida postrasplante; crecen bajo malla anti4fido, hasta que se realice la
indexacion,

Debe mencionarse que en las primeras etapas del trabajo se present$ una alta
contaminacién que provocé la pérdida de aproximadamente el 40% del material.
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En sucesivas aproximaciones se logré detectar que la fuente principal de esta
contaminacién eran bacterias de tipo enddgeno presentes en las semillas de los
portainjertos, de muy diffcil eliminacién por los métodos de desinfeccion utilizados
en forma standar. Se procedi6 a la eliminaci6n del lote de semillas afectadas y a su
sustitucién por otras de los mismos portainjertos Troyer y Carrizo. De esta forma, se
logré disminuir la contaminacion a niveles aceptables.

CUADRO N®2

Niimero y porcentaje de microinjertos exitosos por variedad

Especie/variedad Ne M Ne MI % Mi
realizados exitosos exitosos-
Naranjas
Valencia 14 11 78,5
Salustiana 19 10 52,6
W. Navel 1 1 100,0
Navel G. Nugget 5 5 ~ 100,0
Mandarinas ' ‘
Satsuma ‘ 18 3 16,6
. Ellendale 33 8 24,2
Comun . 10 3 30,0
Montenegrina - 8 6 75,0
Nules ' 3 2 66,6
Pomelos
Star Ruby 12 2 16,6
Limones
Génova 27 ' 6 22,2
Messina 1 1 100,0
Lisbon 4 2 50,0
Limas
Persian 1 1 . 100,0

TOTAL 156 61 39,1
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Perspectivas

Las metas propuestas para 10s préximos dos afios dentro del proyecto, incluyen la
obtencién de plantas mediante microinjerto, de todas las variedades presentes en el
Programa de Mejoramiento de la Estacién Experimental San Antonio, mis otras
variedades introducidas por instituciones como el INIA y/o productores particulares.
Se propone aumentar la eficiencia mediante ajustes que van desde el control total de
la contaminacion, hasta la evaluacién de diferentes reguladores del crecimiento.

Refenido ala indexacién, actualmente se prepara un plantel de plantas indicadoras
para las principales virosis que afectan a los citrus en el pafs plantedndose para 1990
el inicio de la indexacién de los microinjertos.

El equipo de trabajo se compone actualmente ademas de los autores, del Ing. Agr.
Amando Olano y Bach. Vivienne Gepp; se coordina directamente con los Ing. Agrs.
Luis Bisio y B. Vignale, responsables del programa de mejoramiento establecido en
San Antonio, Salto
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