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RESUMEN

El limén mexicano [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle] es altamente sensible al
virus de la tristeza de los citricos VTC. El desarrollo de variedades resistentes es
la mejor opcién para el control de la enfermedad. Algunas especies de citricos
pueden ser relativamente tolerantes a este virus. La hibridacion somatica via la
fusidn de protoplastos es una alternativa viable para incorporar genes due
confieran algun grado de tolerancia. Para la hibridacion somatica es necesario
contar con callo embriogénico de alguno de los progenitores. En este trabajo se
evalué el potencial para desarrollar callo embriogénico de dvulos no desarrollados
de limén mexicano y tres variedades de limén verdadero (C. fimén Burm.),
cultivados en medio MT con sacarosa (EME+S), MT con 5 ml/l de Cinetina (DOG),
y MT con 0.775 g/l de L-glutamina (H+H), todos adicionados con 500 mg/l de
extracto de malta. La produccion de callo embriogénico tambien se estudio en
tejido de estilo estigma de limén mexicano cultivado en medio MS adicionado con
500 mg/l de extracto de malta y 13.3uM de BAP. El medio DOG resulto ser el
mejor para induccion de callo utilizando 6vulos como explantes. La fusién de
protoplastos se realizé utilizando una suspensiéon de callo embriogénico en medio
H+H y hojas de plantas germinadas in vitro de ambos progenitores, haciendo
fusiones en ambos sentidos mas no se lograron obtener plantas hibridas

somaticas.



ABSTRACT

The Mexican Lime [Citrus aurantifolia (Christm) Swingle] is highly sensitive to the
citric tristeza virus. The improvement of resistance varieties is the best option to
control the disease. Some citric varieties could be relatively tolerant to this virus.
The somatic hybridization via protoplast fusion is viable to incorporate genes that
confer some grade of tolerance. For the somatic hybridization is necessary to have
embryogenic callus from one of the parents. In this work we evaluated the potential
to develop embryogenic callus from ovules from Mexican Lime and three varieties
of true lime (C. Limon Burm), cultivated in MT media with sucrose (EME+S), MT
with Sml/l Kinetin (DOG) and MT media with 0.775 g/l L-glutamine (H+H), all with
500 mg/l of malt extract. We studied the production of embryogenic callus from
stile and stigma tissue too from Mexican Lime cultivated in MS media added with
500 mg/l of malt extract and 13.3uM of BAP. The DOG media was the best media
for callus induction in ovules tissue like explants. The protoplast fusion were using
an embryogenic callus suspension in H+H media and leaves from in vitro plants
from both parents, making fusions in both senses, but we cannot obtain somatic

hybrid plants.
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“ Hibridacién somatica de citricos acidos para incorporar resistencia a factores biéticos”

1.INTRODUCCION:

En la citricultura mundial se cultivan tres tipos de limén, mismos que pertenecen a
tres especies diferentes: El limon Mexicano [Citrus aurantifolia (christm) Swingle],
el limén persa (C. /atifolia Tanaka) y los limones ltalianos o verdaderos (C. fimon
Burm). Botanicamente, tanto el limén Mexicano como el limén persa son en
realidad limas de fruta acida (Medina et al., 2001), sin embargo por su sabor y

acidez se comercializan y consumen como limones.

En el contexto internacional, México es el principal productor de limén mexicano
con aproximadamente 79,821 ha plantadas con este citrico y de las que
anualmente se obtiene un volumen de produccion el millén 300 mil toneladas con
un valor cercano a los tres mil millones de pesos (SAGARPA, 2009). Le siguen en
importancia la India con 30,000 ha y Peru con 17,500 ha. (Medina et al., 2001).
Aunque este citrico no es originario de México, ha encontrado condiciones
favorables para su desarrollo en las Costas del Pacifico Mexicano donde se cultiva
de manera comercial. Los estados con mayor superficie cultivada durante el 2009
son: Colima 201358. ha; Michoacan 36416 ha; Oaxaca 10, 520.ha y Guerrero 6863
ha (SAGARPA 2010). Esta agroindustria genera una gran cantidad de empleos
para diversas actividades que se desarrollan ya sea en el campo, en las
empacadoras, la industria, el transporte y la comercializacion de fruta o
subproductos. Ademas existe un gran numero de viveros dedicados a la
produccion de plantas de citricos y proveedores de insumos para los distintos

eslabones de esta cadena productiva, que se benefician con este cultivo.

Los arboles de limén mexicano son afectados por diversas enfermedades que
ademas del dafio fisico en la planta, provocan reduccién tanto de la produccion
como la calidad de la fruta. Algunas de esas enfermedades estan ya presentes en
México y se conoce su impacto en la produccién de este citrico. Otras
enfermedades causadas principalmente por virus y viroides se mantienen como
una fuerte amenaza para este cultivo. Hoy dia agroindustria del limén mexicano

esta siendo amenazada por dos enfermedades de alto impacto econdmico. Estas
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enfermedades son sistémicas y se caracterizan por ser transmitidas tanto por
insectos vectores como en los materiales vegetativos utilizados para la

propagacion.

La tristeza de los citricos (VTC), enfermedad de tipo viral que ha matado mas 116
millones de arboles de citricos en el mundo, es transmitida por injerto durante la
propagacién, o bien es diseminada eficientemente por el pulgén café (Toxoptera
citricida Kirkaldi). El VTC se ha detectado en 20 de los 23 estados productores de
citricos en México y el pulgdn café ya se encuentra en los estados del sureste y

recientemente se le detecto en el estado de Puebla.

Por su parte el Huanglongbing (HLB) o greening es una enfermedad causada por
la bacteria (Candidatus liberobacter), que ha provocado la muerte de de mas de
60 millones de arboles en paises asiaticos y africanos, es transmitida por el psilido
asiatico (Diaphorina citri Kuwayama (Hempitera: Psyllidae). Este insecto se
encuentra diseminado en practicante todas las regiones productoras de citricos de
nuestro pais. En tanto que el HLB se encuentra muy cerca, afectando los citricos
de Cuba y Florida y recientemente se ha detectado especimenes de Diaphorina

citri portando la bacteria en Belice.

La base genética del limén Mexicano es estrecha, lo que propicia que las
plantaciones sean vulnerables a dichos problemas fitosanitarios, por lo que el
mejoramiento genético es una de las opciones mas viables y econdémicas para su
solucién. Sin embargo, el mejoramiento por hibridacion sexual, presenta barreras
tales como; apomixis, esterilidad e incompatibilidad, heterocigosis, poliembrionia
y largo periodo juvenil, las cuales impiden ¢ dificultan la obtencion plantas
hibridas.

La hibridacibn somatica via fusion de protoplastos es una alternativa de
mejoramiento geneético que se ha utilizado en otros citricos para desarrollar

genotipos tetraploides con caracteristicas deseadas.
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La embriogénesis somatica representa un metodo eficiente para la regeneracion
de plantas y se le ha preferido entre otros métodos para ser usada en el
mejoramiento genético de frutales, debido principalmente a la dificultad que existe
para regenerar tejido por otras vias, como la organogénesis que se ve dificultada
por el alto contenido de compuestos fendlicos en los explantes. La embriogénesis
somatica se define como el proceso por el cual células somaticas desarrollan los
estados de embrionia y dan como resultado plantas completas sin fusién de

gametos.

En todos los estudios realizados hasta ahora sobre regeneracion y fusién de
protoplastos en citricos, la etapa mas importante y limitante ha sido el
establecimiento de masas de callo friable con capacidad embriogénica. El callo
friable en citricos esta compuesto por conglomerados de proembriones de varios
tamafos. La proliferaciéon de este tipo de callo se da por formacion, a partir de
células individuales, de nuevos proembriones. Estos pueden originar a su vez
embriones, aunque esta disposicion afecta el crecimiento del callo, que cesa su

proliferacion y se orienta hacia el proceso embriogénico (Button ef af., 1974).

La iniciacién y el mantenimiento de lineas embriogénicas son generalmente muy
dificiles y consumen mucho tiempo. Todavia no se conocen bien Ios
requerimientos nutricionales para muchos genotipos importantes (Grosser vy
Gmitter, 1990b). Aungque se ha logrado el establecimiento de callos friables de
citricos para muchos cultivares (Vardi y Galun, 1988), hay que tomar en cuenta
gue el comportamiento in vitro de practicamente cualquier material vegetal se ve
afectado por una serie de factores internos y externos, dentro de los cuales se
pueden citar: la edad de la planta y del tejido, su estado fisiolégico, asi como las
condiciones ambientales de cultivo (Pierik, 1987). Debido a ello, el
comportamiento del material vegetal varia de una manera muy amplia, aun dentro

de una misma especie (Drew y Smith, 1986; Pierik, 1987), por lo que el
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establecimiento de un cultivar por técnicas in vitro requiere una serie de estudios

en condiciones locales (Sancho y Guevara, 1991).

2.- Revision Literaria.

2.1 Historia de los citricos
La biologia, historia y desarrollo de frutas citricas ha sido de gran interés alrededor
del mundo. Esto es cada vez mayor, en gran medida, como el Unico atractivo del

fruto su apariencia y por sus grandes propiedades medicinales (Spiegel, 1996).

El término “Citrus” originado de la forma Latina de “Kedros”, una palabra griega
gue define arboles como el cedro, pino, y ciprés. Como el olor de las hojas y frutos
recuerda el del cedro, el nombre de citrico ha sido aplicado al citréon. Linneo

agrupo todas las especies de citricos conocidos por él en el género Citrus.

Los citricos se originaron en el Sureste de Asia y se dispersaron durante la edad
media, para después establecerse en todos los continentes. Los citricos son por
mucho el cultivo de frutos perennes mas importante en el comercio mundial. La
estructura especial del fruto y su largo tiempo de vida lo cual ha facilitado su gran
escala de exportacion como fruto fresco. Los productos de jugo procesado, por
otro lado, son muy importantes por lo cual también éste rubro se ha incrementado

grandemente alrededor del mundo (Spiegel, 1996).

El origen exacto de los citricos, sus tipos ancestrales y sistematicos son
desconocidos. La gran rigueza de los citricos y cultivos de hoy reflejan las
inmensas opciones de reproduccion natural con citricos, tan bien como las
intervenciones efectivas intencionales del ser humano. La citricultura moderna ha
adoptado la partenocarpia para todos los tipos de citricos superiores. En nuestros
dias los cultivos representan una gran gama de combinaciones de genes
conservados por propagacion vegetativa en propagacion en semillas, vy

portainjertos apomixicos (Spiegel, 1996).
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Por afios el citron fue por afios el Unico citrico conocido por los Europeos, quienes
lo valuaron para embellecer sus jardines. Después, los arabes distribuyeron
haranja agria y limones a través del Norte de Africa y el Sur de Espafia (Walheim,
1996).

Los citricos han siempre mostrado ser altamente dependiente de la irrigacién en
muchos ambientes. La relacibn de agua y nutricion mineral han sido
extensivamente investigados. La significancia de enfermedades virales para la
sobrevivencia y propagacion de citricos han llegado a ser incrementados
evidentemente durante el presente siglo. El notable incremento en esténdares de
mercado ha dictado la adopcidén de estrategias estrictas en cuanto al control de
enfermedades y pesticidas, involucrando el uso extensivo de pesticidas vy
fungicidas. Aunque destacados progresos han sido desarrollados en el control de
muchos virus destructivos, los problemas causados por ciertos virus estan

influidos enormemente por el portainjerto y los retofios (Spiegel, 1996).

El estado de Colima ocupa el segundo lugar como productor de limén mexicano
en el pais, con una superficie de 20,148 ha y una produccién de 402,124 ton. En la
entidad se cuenta con 50 empacadoras y 16 industrias que procesan el fruto del
limén (SAGARPA, 2010).

En el pais existen varios tipos de limén, entre las que se encuentra el agrio, persa,
italiano, real y mexicano; siendo este Ultimo el de mayor importancia, ya que de las
78 mil hectareas plantadas en la Republica le corresponden el 70 por ciento,
seguido del persa (SAGARPA, 2010).

Dentro del estado de Colima el principal municipio productor de limén mexicano es
Tecoman, donde se localiza el 63% de la superficie de cultivo (SAGARPA, 2004).

Debido a que el limén ocupa un lugar importante en Colima, surgié el interés de
trabajar en un tema que tiene preocupados a los investigadores y productores del
Estado, el virus de la tristeza de los citricos, por lo que se decidié elaborar un

protocolo de trabajo en fusién de protoplastos para las variedades de limén
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mexicano e italiano, ya que este Ultimo es resistente a dicho virus, entonces por
medio de esta fusion lograr el objetivo de obtener plantas de limén mexicano

resistente (Grosser y Gmitter, 1990b).

2.1.1 El limon.
Existen esencialmente dos tipos de Ilimones: los limones verdaderos
representados por Eureka y Lisbon; y Meyer, el cual es probablemente un hibrido

entre un limén y una mandarina o de limén con naranja.

2.1.2 Clasificacion botanica

El limén Mexicano también conocido como: Mexican lime, West Indian lime, limoén
Gallego, Key Lime 6 limén criollo, limoén sutil es en realidad una lima acida de
frutos pequenos (Leal-Pinto, ef al, 1984). Representa a la especie aurantifolia

dentro del género Citrus. Se ubica taxondmicamente en:

FAMILIA: Rutaceae SUBFAMILIA: Aurantioideae
TRIBU: Citreas SUBTRIBU: Citrinas
GENERO: Citrus SUBGENERO: Eucitrus

ESPECIE: Aurantifolia

Segun Tanaka, Citrus aurantifolia fue la primera especie en evolucionar del

subgenero Eucitrus (Scora, 1988).

La taxonomia del género Cifrus ha tenido importantes modificaciones en el
transcurso de la historia, en la medida que se han desarrollado nuevos métodos y
técnicas de estudio taxondmico. Mientras que Carlos Linneo reconocié sélo dos
especies en el género Citrus, Swingle identificd 16 (Galum, 1988); en tanto que

Tanaka asegur6 que en realidad eran 159 (Luro et al, 1992).
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Anteriormente y de acuerdo con Galum (1988), mediante técnicas bioquimicas y
moleculares se determiné que en el género Citrus, solamente existen tres
especies citricas comestibles verdaderas, mientras que el resto son hibridos

interespecificos. Las tres especies son C. medica, C. reticulata y C. maxima.

También se ha podido establecer que Citrus aurantifolia es en realidad un

trihibrido en el que participaron C. medica, C. maxima y Microcitrus (Scora, 1988).

2.1.3 Descripcion de la planta.

De acuerdo con Hodgson (1967) en comparacion con los otros citricos, los arboles
de limon Mexicano (Citrus aurantifolia), son de vigor y tamafio medio, desarrollo
arbustivo con varios tallos delgados e irregulares, ramas densamente armadas
con pequenas espinas puntiagudas. El follaje es denso, consistente y de hojas
pequefias color verde palido, de forma lanceolada ¢ eliptica—ovada, punta
generalmente obtusa, base redondeada, bordes y peciolos ligeramente alados.
Estudios realizados por Robles-Gonzalez y Medina-Urrutia, 1984 para conocer la
biologia floral del limén, indican que las inflorescencias se producen en racimos de
dos a siete flores, en las axilas de las hojas, rara vez aparecen solitarias. Las
flores son pequenas, blancas, de caliz cupulado con cuatro a cinco Iébulos, cuatro
a cinco pétalos y de 20 a 25 estambres. Es posible encontrar flores en el arbol la
mayor parte del ano, pero las floraciones principales ocurren en dos a tres flujos
masivos segun la region y manejo agronomico. El fruto es pequefo, oval ¢
esférico con base convexa y en ocasiones con cuello pequefio. El apice también
convexo pero con mamila pequena ligeramente hundida; la cascara es delgada
con una superficie lisa coracea y fuertemente adherida, de color verde y verde
amarillento al madurar; con 9 a 12 segmentos y un eje pequefio solido; la pulpa es
de color verde palido, grano fino, muy jugosa, altamente acida, con sabor y aroma
distintivos; el numero de semillas es moderado (3-5), pequefias y de color blanco.
Los arboles fructifican practicamente durante todo el afio pero con mayor

abundancia de mayo a octubre (Medina, 1998).
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2.2 HIBRIDACION SOMATICA.

La hibridacién somatica via la fusion de protoplastos ha llegado a ser una
herramienta importante en la mejora de plantas, permitiendo a los investigadores
de combinar células somaticas (todas o parcialmente) de diferentes cultivares,
especies y géneros resultando en combinaciones genéticas incluyendo hibridos
somaticos allotetraploides simétricos, hibridos asimétricos o cibridos somaticos.
Esta técnica puede facilitar la reproduccion y la transferencia genética, pasando
problemas asociados en ocasiones con cruzas convencionales incluyendo
incompatibilidad sexual, poliembrionia y esterilidad masculina o femenina. Desde
la primer reporte exitoso de la hibridacion somatica con tabaco en 1972, cientos de
reportes han sido publicados durante las pasadas tres décadas las cuales
extienden los procedimientos a generacidon de plantas adicionales y evaluar el
potencial de los hibridos somaticos en algunos cultivos, incluyendo arroz, tomate,

papas y citricos.

Las aplicaciones de la hibridacién somatica en mejoramiento de cultivos estan
continuamente envueltas en el mejoramiento genético de citricos. El uso mas
comun de la hibridacion somatica es la generacién de hibridos somaticos que
contienen los genomas nucleares completos de los dos padres. Esto es
especialmente importante en citricos donde la hibridacién somatica es clave de
padres allotetraploides para usar en cruzas interploides para generar triploides sin

semilla (Grosser, 2007).

2.2.1 Embriones somaticos

Los embriones somaticos son estructuras bipolares que cuentan con cotiledones,
un eje radical y otro apical; no poseen conexion vascular con el tejido materno y
presentan bandas procambiales entre los apices (Zimmerman, 1993, citado por
Rodriguez-Garay, 2000). Su desarrollo es nutrido por células vecinas a través de

reconexiones protoplasmaticas. Estas estructuras bipolares son capaces de crecer
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y formar plantas normales, debido a la naturaleza bipolar del embridn, es posible

la alta velocidad de multiplicacion.

2.2.2 Comparacioén de embrion cigético vs. Somatico

En muchas especies el paso mas limitante para el desarrollo de la embriogenesis
somatica es el proceso de maduracién (Merkle, 1995). Por lo tanto, el estudio del
proceso de maduracion del embrion cigético puede ser util para definir un modelo
gue sea aplicable a la embriogénesis somatica, fundamentalmente en lo que se
refiere a la composicion de los medios de cultivo. Los estudios sobre nutricidon de
embriones se han realizado tradicionalmente aplicando diferentes composiciones y
concentraciones de nutrientes y reguladores de crecimiento en los medios de
cultivo, y evaluando su efecto mediante la determinacion de parametros sencillos,
tales como la tasa de crecimiento y el numero de estructuras embriogénicas. Los
resultados que se obtienen con estos ensayos carecen de una significacion
fisioldgica, por lo que en la mayoria de los casos, no es posible conocer los
mecanismos involucrados en el proceso. Mas recientemente en algunos estudios
se han considerado otras variables tales como los nutrientes y los cambios en la
composicién del embrién, lograndose mejores ajustes en la composicion del medio
de cultivo y un mejor control del proceso embriogénico (Montoso et al., 1995;
Magnaval et al., 1997, citados por Celestino et al., 2005). Existe la posibilidad de
mejorar los procesos de embriogénesis somatica basandose en el conocimiento
de la fisiologia de cada estadio de desarrollo del embridn cigético in vivo, y sobre
el conocimiento de los factores de crecimiento y niveles de nutrientes observados
en ovulos durante los procesos de embriogénesis cigotica (Carman et af., 1996;
Joy et al, 1996, citados por Celestino ef al., 2005). En este sentido Michaux-
Ferriere (1998) llegé a la conclusién de que la informacion suministrada por el
estudio del desarrollo del embridon cigotico puede mejorar la realizaciéon de

sistemas de embriogénesis somatica en ciertas especies.

2.2.3 Embriogénesis directa e indirecta
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Los tratamientos para la obtencion de la embriogénesis somatica dependen si el
tejido del explante esta formado de CsDPE (Células somaticas determinadas
proembriogénicas) 6 CsNE (Células somaticas no embriogénicas), términos que
fueron planteados por Evans et af (1981). Bajo el primer caso "un estimulo de la
division celular puede ser suficiente para la formacion de un embrién somatico a
partir del tejido del explante” (Merkle et af., 1995). Este proceso es llamado
comunmente embriogénesis directa. En el caso de embriogénesis indirecta, las
células no embriogénicas tienen que llevar a cabo varias divisiones mitéticas en la
presencia de una auxina durante la induccidén al estado de células embriogénicas,
formandose los callos. En este proceso la fase de formacion de callo se interpone
entre el explante original y la aparicion de embriones somaticos. (Merkle et al.,
1995).

La seleccién de plantas citricas es de vital importancia para el desarrollo eficiente
de embriogénesis somatica. Para estos propositos los explantes deben ser
colectados de plantas libre de sintomas de enfermedades, estrés, o mutacién
espontanea. Los puntos a tener en mente cuando se decide de donde tomar los
explantes son: 1) La formacién de callo aparece dependiendo del estado del tejido,
2) La induccion de callo ocurre en tejidos que siguen siendo juveniles, 3) Esos
explantes deberian contener células vivas. Cuando las flores y los frutos son
viejos, la formacion de callo y la embriogénesis somatica en estilo, estigma vy
ovulos no desarrollados decrece. El estigma y el estilo derivado de flores
inmaduras y o6vulos no desarrollados de frutos inmaduros tienen un mas alto

potencial embriogénico. (Carimi et al. 1986)

2.2.4 Aislamiento de protoplastos y regeneracion de plantas.

El primer aislamiento controlado y repetible de protoplastos fue realizado por
Cocking (1960) y desde entonces se han aislado protoplastos mediante digestion
enzimatica en numerosas especies y a partir de muy distintos tejidos vegetales

(hojas, primordios foliares, cotiledones, pétalos, peciolos, apices caulinares,

10



“Hibridacion somatica de citricos acidos para incorporar resistencia a factores bidticos”

yemas florales, raices, frutos, coledptilos, hipocotilos, tallos, capa de aleurona de
semillas de cereales, nédulos radiculares, polen o células madre de microesporas,
callos o cultivos celulares en suspensién) (Bajaj, 1989 a, 1989 b, 1993 a, 1993 b,
1994, 1996). Asi mismo se han establecido sistemas de regeneracion de plantas a

partir de protoplastos en muy diversas especies (Roest y Gillisen, 1989, 1993).

En los citricos, el establecimiento de un sistema de obtencién de protoplastos y
regeneracion de plantas fue abordado con éxito una vez que se dispuso del
sistema de regeneracion de plantas completas a partir de callos embriogénicos de
origen nucelar (Button y Bornman, 1971; Kochba et af., 1972). En 1975 Vardi et
al., consignaron el aislamiento y cultivo de protoplastos de citricos a partir del callo
nucelar de naranjo dulce “Shamouti” obtenido por Kochba et al (1972).
Posteriormente se logré la primera regeneracién de plantas a partir de
protoplastos de una especie lefiosa de naranjo dulce (Vardi, 1977, Galun et al.,
1977). Durante los afios siguientes se logré la regeneracion de plantas a partir de
protoplastos en otras especies de citricos, como el naranjo agrio, limén verdadero,
mandarinos y el hibrido Tangor (Vardi, 1981; Vardi et al., 1982).

Para la regeneracion de plantas de citricos a partir de protoplastos, se ha partido
de callos y células de origen nucelar. Los intentos de regeneracion de planta a
partir de protoplastos de hoja de citricos han sido infructuosos (Grosser y Chandler
1987), habiendose observado la regeneracion de pared y algunas divisiones, pero
nunca el establecimiento de callo, ni la regeneracién de plantas (Galiana, 1995).
Esto tltimo se ha conseguido solamente cuando se cultivaron protoplastos de hoja
junto a protoplastos de callo de origen nucelar en experiencias de fusion. Sin
embargo al caracterizar las plantas regeneradas se demostro que éstas poseen el
genoma mitocondrial del parental embriogénico, por lo que en realidad se trata de
hibridos (Tusa et al., 1990; Saito et al., 1993 a).

2.2.5 Meétodos para fusion de protoplastos.
Los métodos para inducir la fusion de protoplastos vegetales se basan en las

propiedades de agentes quimicos o condiciones fisicas para variar el potencial de
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membrana de las ceélulas. Los agentes quimicos mas empleados son el
polietilénglicol (PEG) (Kao y Michayluk, 1974), el polivinil alcohol (Nagata, 1978),
el dextrano, el dimetilsulféxido (DMSO) y los iones calcio, o la combinacion de
varios de ellos (Olivares-Fuster, 1998). De entre los parametros fisicos que
pueden ser modificados para conseguir la fusion de las membranas plasmaticas
de dos células puestas en contacto, se encuentran el pH, la temperatura, el
potencial osmdtico del medio o la fuerza centrifuga (Gleba y Sytnik, 1984; Pelletier
y Chupeau, 1984).

El conocimiento de los fendmenos fisiolégicos que posibilitan la fusién de las
membranas bioldgicas ha permitido combinar parametros fisicos y quimicos,
empleandose conjuntamente el PEG, el DMSO, la presencia de iones calcio y un

elevado pH (Grosser et al., 1990).

Un avance importante en la fusiéon quimica lo proporcionaron los estudios de Kao y
Saleem (1986), que determinaron que el efecto téoxico del PEG comercial, era
debido en parte, a la presencia de impurezas, de caracter acido, que afectaban a
la viabilidad de los protoplastos, y que pueden eliminarse mediante la deionizacion

del PEG con resinas de intercambio idnico.

Como alternativa para conseguir la fusion controlada de gran numero de
protoplastos son los métodos de electrofusion (Zimmermann y Scheurich, 1981;
Bates y Hasenkampf, 1985), basados en el empleo de camaras de fusion y
fuentes eléctricas, los cuales se aplican actualmente con éxito en muchos

sistemas vegetales.

El método mas conocido de fusion de protoplastos se basa en la utilizacion de una
fuente eléctrica que proporciona tanto corriente alterna como pulsos de corriente
continua. El método consiste en resuspender los protoplastos en un medio de baja
conductividad y situarlos entre los electrodos de la camara de fusion que permite
someterlos a la accion de un campo eléctrico de corriente alterna de elevada

intensidad, en el que los protoplastos se mueven por dielectroforésis hasta
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disponerse unos junto a otros en hilera, formando lo que se denomina “cadenas de
perlas”. A continuacion, la aplicacién de un pulso corto de corriente continua, da
lugar a la formacién de poros reversibles en los puntos de contacto de las
membranas plasmaticas de las celulas, posibilitando asi la fusion de protoplastos
con las intensidades de campo eléctrico y el tiempo de duracion de los pulsos
(Bates et al., 1987, Tempelaar y Jones, 1985; Merhle ef al., 1990).

En la fusion de protoplastos de citricos el grupo americano, dirigido por el Dr. J.
Grosser, viene utilizando con éxito la fusidn quimica mediante la combinacién de
PEG, DMSO, elevado pH y presencia de iones calcio, habiendo conseguido hasta
la fecha la regeneracion de mas de 100 hibridos somaticos distintos (Grosser et
al., 1996 c; Grosser et af., 2000). El grupo japones que inicialmente empled la
fusidn quimica con PEG, se ha inclinado posteriormente por la electrofusion
(Hidaka y Omura, 1992; Yamamoto y Kobayashi, 1995), habiendo incluso
desarrollado una camara propia de electrofusion (Hidaka et al., 1995). El grupo
francés, dirigido por el Dr. Ollitrault, inicié su programa de hibridaciéon somatica con
la adaptacion del método quimico de fusién basado en el PEG, pero al no
conseguir resultados positivos opto por la electrofusion empleando una camara

plana de doce electrodos en paralelo (Ollitrault et al., 1996).

2.2.6 Hibridacion somatica

El mejoramiento genético mediante hibridacion somatica se basa en la fusion de
protoplastos aislados de callo nucelar embriogénico con protoplastos del mesdfilo
de las hojas. Este esquema se basa en la capacidad que presentan algunas
especies para producir lineas celulares embriogénicas de origen nucelar a partir

del cultivo in vitro de évulos obtenidos de frutos inmaduros.

2.3 ENFERMEDADES EN CIiTRICOS

El termino enfermedad, es definido como cualquier sintoma de la apariencia
normal, formas, o funcionalidad de los arboles de citricos o bien de sus frutos. Las

enfermedades son clasificadas como infecciosas (bidticas) o no infecciosas
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(abidticas). Las enfermedades bioticas son causadas por varios agentes
incluyendo bacterias, fitoplasmas, hongos, nematodos, virus y viroides. Las
enfermedades abidticas son causadas por condiciones adversas ambientales,
nutricionales y defectos genéticos, y practicas de cultivo erréneas como el
impropio uso de quimicos. También se incluyen en los abiéticos algunos dafios de
pesticidas que aparecen como anormalidades en el crecimiento como lo son la
clorosis y la necrosis y pueden ser atribuidos a enfermedades producidas por

agentes (Timmer, 2000).

2.3.1 Diagnostico de la enfermedad.

Algunas enfermedades pueden ser identificadas relativamente facilmente por los
sintomas que presentan. Otras requieren una busqueda en microscopio para
encontrar los agentes causantes o los analisis y pruebas apropiadas de laboratorio
antes de dar un diagnostico. Con muchas enfermedades, el agente causante no
reside donde los sintomas visuales son aparentes. Seguido, es imposible por un
fitopatdlogo manejar alguna conclusion sin antes haber visto u observado la
enfermedad en campo y obtener informacion de la topologia local, condiciones de
suelo, practicas de cultivo, portainjertos, u otros posibles factores asociados
(Timmer, 2000).

Las enfermedades se producen con sintomas muy diferentes y especificos, como
aquellos que los causan ciertas bacterias, hongos, virus y viroides, pueden ser
realmente identificados en campo una vez que el observados a llegado a ser
suficientemente familiarizado con la enfermedad respectiva. Otras enfermedades,
y particularmente aquellas que causan efectos extrafios o la declinacién del arbol,
requieren un estudio de campo mas arduo y los analisis de laboratorio pertinentes
antes de poder decir que la enfermedad estéd establecida. La transmision del
agente causal de un arbol enfermo a otro sano necesita ser diagnosticada.
Muchas pruebas seroldgicas y métodos moleculares estan ahora al alcance para

diagnosticarla (Timmer, 2000).

14



“Hibridacion somatica de citricos acidos para incorporar resistencia a factores bidticos”

2.3.2 La ocurrencia de la enfermedad y su proliferacion.

La ocurrencia y severidad de una enfermedad bidtica sera determinada por la
virulencia del patégeno, la susceptibilidad del hospedero, y las condiciones
ambientales locales. Con algunas enfermedades sistémicas, un vector debe estar

presente para transmitir el agente de la enfermedad de un arbol a otro.

2.3.3 Virus de la tristeza de los citricos.

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) es el patégeno viral mas importante
economicamente en citricos y causa algunas enfermedades severas. Millones de
arboles con portainjerto de naranja agria han muerto o se han vuelto inproductivos
por declinamiento inducido por CTV. El virus de la tristeza probablemente se
origind en Asia, la cual también es considerada el origen de los citricos, y se ha
venido diseminando a muchos paises por el movimiento de material infectado. La
subsecuente diseminacion por vectores afidos ha creado mayor epidemia. La
etiologia viral de la tristeza fue reconocida en 19486, y el virus fue posteriormente
asociado con problemas en el tallo en naranja dulce, toronja, y aun en

portainjertos tolerantes al CTV como lima Rangpur y limon. (Timmer, 2000)

2.3.4 Rango del hospedero.

2.3.4.1 El agente causal.

El CTV es un miembro del grupo de los closterovirus. Los viriones son flexus,
cerca de 2,000 x 11 nm en tamafo, y contienen una cadena sencilla no
segmentada, de sentido positivo de RNA gendmico. La secuencia del genoma de
CTV de aislamiento de la declinacién en Florida T36 contiene 19,296 nucledtidos,
con 12 marcos de lectura abiertos (ORFs), que codifican para 17 proteinas. Los
ORFs 7 y 8 codifican para las proteinas de peso molecular calculado de 27.4
(P27) y 24.9 KDa respectivamente. ORF 8 ha sido identificado como la proteina de
la capside (CP), y P27 como una CP divergente con 41% de similitud con el nivel

proteinico. La CP y P27 son ambas proteinas estructurales del virién, con P27
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localizada en la parte terminal del virion y la CP encapsulada en el resto del virion.
Este es transmitido por injerto o por pulgones. El vector mas eficiente es el pulgdn
café o pulgén oriental (Toxoptera citridus, Kirk), que estd presente en Asia, Africa,
Ameérica del sur, algunos paises de Centroameérica e Islas del Caribe. (Medina,
Becerra, 1993)

Los genomas de todas las cadenas secuenciadas difieren de ser similares en la
organizacion del genoma y la secuencia homologa de cierre en la porcién 3’del

genoma.

Las plantas infectadas con CTV contienen, en adicién con las cadenas completas
de moléculas de RNA sencillo y doble, algunas moléculas pequefas de virus
comunmente llamadas RNA subgendmico (sgRNA) y RNA defectuosos. Los RNA
defectuosos representan moléculas del virion de RNA que contienen los extremos
5’y 3'del genoma normal pero que han perdido algunas partes internas. Estos son
diferentes dependiendo del CTV. (Timmer, 2000)

Muchas especies de citricos son hospederos para CTV, como son otras especies
de otra generacion de la familia Rutaceae: Aegle marmelos, Aeglopsis Chevalien,
Afraegle paniculata, citropsis gilletiana, Microcitrus australis, y Pamburus
missionis. Muchos clones de naranja trifoliados y muchos de sus hibridos son

resistentes a infeccion.

Dependiendo de como el CTV fue aislado variara considerablemente en su
habilidad para causar sintomas en diferentes plantas hospederas y de la
intensidad de los sintomas expresados. Muchos tipos aislados de CTV son
componentes de una mezcla de cadenas de CTV, pero a menudo solamente la
cadena mas severa es reconocida en dichas mezclas. Algunas son medianamente
agresivas y producen efectos no notables en muchas variedades comerciales de
citricos esto usualmente causa un ligero aclaramiento en las venas y tallo pinto
cuando son inoculados en hospederos susceptibles como limon Mexicano y Citrus

excelsa (Timeer, 2000).
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La tristeza produce el declinamiento de todas las variedades comerciales de
citricos injertadas sobre naranjo agrio, excepto los limones verdaderos (Citrus
limén). La enfermedad provoca la muerte o taponamiento de los vasos
conductores de la corteza que alimentan a las raices. En consecuencia, las raices
guedan desnutridas y mueren, principalmente las raicillas responsables de la
absorcion de agua y nutrientes. Cuando la enfermedad produce un colapso
repentino, los arboles mueren en una o dos semanas quedando totalmente secos
con hojas y frutos colgando de las ramas. Existe otro tipo de tristeza que produce
hendiduras o acanaladuras en arboles injertados sobre patrones tolerantes,
ocasionando bajas sensibles en el rendimiento y calidad de los frutos (Medina,
Becerra, 1993).

2.3.4.2 Sintomas.

Los sintomas de tristeza en arboles afectados se pueden describir de dos manera:
1) aquellos producidos en arboles injertados sobre naranjo agrio y 2) sintomas
producidos por razas virulentas en variedades injertadas sobre patrones tolerantes
(Garnsey y Lee, 1988; Moreno et al., 1983; Rocha et al., 1995). Estos sintomas

pertenecen a citricos dulces mas que al limon Mexicano.

2.3.4.3 Sintomas en arboles sobre naranjo agrio.

La tristeza produce el decaimiento de todas las variedades comerciales de citricos
injertadas sobre naranjo agrio, excepto los limones verdaderos (C. limén). Esto se
atribuye a que la enfermedad provoca la muerte del arbol por taponamiento de los
vasos conductores de la savia elaborada que sirve de alimento a las raices. En
consecuencia, las raices quedan desnutridas y mueren, principalmente las raicillas
responsables de la absorcion del agua y nutrientes del suelo. En condiciones de
campo se pueden distinguir tres tipos de comportamiento en arboles infectados

por tristeza.

a) Colapso rapido. Los arboles aparentemente sanos comienzan a mostrar en sus

hojas un marchitamiento similar al producido por falta de agua a pesar de disponer
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de ella en el suelo. Estos arboles mueren en una o dos semanas quedando

totalmente secos con hojas y frutos colgando de las ramas.

b) Decaimiento lento. En arboles afectados el follaje cambia su color verde intenso
por un verde claro seguido de un amarillamiento general. Se produce una
defoliacion importante y una muerte progresiva de raicillas. El arbol pierde vigor y
las escasas brotaciones se presentan en ramas gruesas, por lo que el volumen de
la copa se reduce progresivamente. Los frutos producidos son de tamafno pequefio
y se amarillean prematuramente. La coloracion final en la madurez es mas palida
gue lo normal. Estos arboles pueden permanecer vivos durante varios afos,

aungue su valor comercial es practicamente nulo.

c) Arboles sin decaimiento. En ocasiones se observan arboles infectados que no
muestran sintomas de la enfermedad en el follaje y frutos. Estos arboles tienen
con frecuencia un tamafo inferior a los arboles sanos y presentan hinchazén del
tronco de la variedad y punteaduras en la corteza del portainjerto de naranjo agrio,
al nivel de la linea del injerto. No obstante pueden encontrarse arboles infectados
con aspecto y desarrollo normal. Las causas de esta ausencia de sintomas son
desconocidas y pueden ser debidas a la presencia de razas del virus muy débiles

0 a condiciones ambientales que dificultan la expresidén de sintomas.

—

Picado del tallo en toronja en Sudafrica, Australia y Japon.

Aislamiento de Capao Bonito sobre naranjo dulce en Brasil.

Picado del tallo 12-B que ataca naranjo dulce en California.

Picado del tallo en naranja Navel en Peru.

Aislamiento destructivo en naranjo dulce sobre naranjo agrio en Florida.

Nueva raza que destruye arboles sobre patron de naranjo agrio en Israel.

NS Ok 0N

Raza severa que produce picado del tallo en naranja Navel en Australia.

2.3.5 Epidemiologia.
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ElI CTV es dispersado por movimiento de material vegetal infectado y por vectores
afidos. La dispersion a larga distancia es usualmente por material vegetal
infectado. Un numero de factores influyen en la dispersiéon natural de CTV por
afidos. Las temperaturas templadas en verano y caen a favor del desarrollo de
afidos en nuevo tejidos con gran cantidad de virus. Los factores que promueven
nuevos brotes, como la irrigacién, fertilizacién, incrementan la oportunidad de
transmision. Cuando las colonias de afidos incrementan, formas con alas se

desarrollan; pueden volar y dispersar el CTV a arboles cercanos (Timmer, 2000).

2.3.6 Transmision.

El virus de la tristeza es transmitido faciimente por injerto y de una manera
semipersistente por afidos o pulgones. El grado de eficiencia en la diseminacion
del virus varia con las especies de pulgones, razas del virus y especies
hospederas. También se ha demostrado que la tristeza puede ser transmitida por
Cuscuta sp., la cual es una planta parasita de los arboles de citricos (Garnsey y
Lee, 1988).

El pulgén café de los citricos o asiatico (Toxoptera citricida Kirkaldy), ademas de
ser una plaga importante de este grupo de frutales, es el principal vector del virus
de la tristeza, incluyendo las razas agresivas que ocasionan "picado del tallo" y
amarillamiento de plantas (Roistacher y Bar-Joseph, 1987; Roistacher y Moreno,
1991: Roistacher et af., 1991). Este pulgdn se encuentra presente en las regiones
citricolas de Asia, Centro y Sur de Africa, Australia, América del Sur, América
central, el Caribe y Florida. A fines del afio de 1999 se encontrd por primera vez
en el estado de Quintana Roo en México. Hasta el momento, este pulgén no se ha
detectado en el resto de los estados citricolas de México, Estados Unidos (con
excepcion de Florida) y en paises de la Costa del mar Mediterraneo. Sin embargo,
la reciente dispersidén de esta plaga hacia el norte del continente Americano (de la
parte sur del continente hacia Colombia, Venezuela el Caribe y Ameérica Central),
levanta gran preocupacién de que el afido pueda emigrar hacia los estados

productores del Golfo y Océano Pacifico México de. La introduccion de T.
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citricidus en areas libres de la plaga, podria incrementar la dispersion de razas
exoticas del virus. Es casi seguro que existan aislamientos severos del virus de la
tristeza en forma "latente" en todos los paises de América Central, México, Texas,
California y las islas del Caribe. Si el pulgon café es introducido a México y se
presente de manera endémica, es probable que estos aislamientos sean
diseminados, tal y como ha sucedido en las areas citricolas de Venezuela y
recientemente en Costa Rica (Roistacher y Moreno, 1991; Roistacher et al,
1991, Lastra et al., 1991 a; Lastra et al., 1991 b).

El pulgdén del meléon Aphis gossypii Glover, también puede transmitir muchos
aislamientos exdticos del virus de la tristeza, pero usualmente no es abundante
en el cultivo de los citricos y es menos eficiente que el T. citricida para transmitir
esta enfermedad. A pesar ello, actualmente, es el principal vector de la
enfermedad en California, Florida, Espafa e Israel (Roistacher y Bar-Joseph,
1987; Yokomi et al., 1989).

Otras especies de afidos que pueden transmitir el virus, aunque con una eficiencia
aun mas baja son: el pulgén verde de los citricos A. spiraecola Patch (sinonimo de
A. citricola van der Goot) y pulgén negro de los citricos Toxoptera aurantii

(Garnsey y Lee, 1988; Roistacher y Bar-Joseph, 1987).
2.3.7 Diagnostico.

Histéricamente, el limén mexicano se ha usado como planta indicadora para el
diagndstico de esta enfermedad. Al injertar esta especie con yemas de arboles
infectados se observa una decoloracion de las venas en hojas jévenes y el picado
del tallo. Para fines de comparacion de razas del virus de la tristeza se utiliza el
siguiente grupo de plantas indicadoras: naranja dulce 'Madam Vinous', limén
mexicano, naranjo agrio, toronja y plantas de naranjo dulce injertadas sobre
naranjo agrio. Con estas plantas, son evaluados la mayoria de las razas o
aislamientos del virus que causan amarillamiento de plantas, picado del tallo y

declinamiento sobre el naranjo agrio (Lee y Rocha, 1992, Rocha ef al., 1995).
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Otros métodos de identificacion del virus son microscopia electronica y de luz,
inclusiones virales, analisis de RNA de doble filamento y PCR; sin embargo, la
técnica serolégica ELISA (inmunosorbencia ligado a enzima) ha llegado a ser el
método mas comln y ampliamente usado para un rapido diagnéstico del virus
(Rocha et al., 1995).

2.3.8 Identificacion.

El clasico metodo para la deteccion de CTV es por inoculacién de un indicador en
plantas y produccién de aclaramiento de venas. Para propdsitos de rutina, la
deteccion del CTV es ahora mas sofisticada con procedimientos serolégicos como
lo es el ELISA o un ensayo de tejido de blot. Algunos otros métodos pueden ser
utilizados: microscopio especifico de electrones, analisis de VWestern Blot o PCR.
Recientemente, un sistema de ELISA llamado (OSP-ELISA) fue desarrollado ya
gue reacciona selectivamente con cadenas de CTV que causan tallo pintado en
naranja dulce. Otros métodos involucran la amplificacién de productos usando
PCR con pruebas especificas de cadena o polimorfismo conformacional de

cadena sencilla del producto del gen de CTV obtenido por PCR.

El CTV fue inicialmente mapeado en la regiéon 282 kb incluyendo un cluster de
genes resistentes a la enfermedad con 7 miembros y 8 retrotransposones. El
analisis de secuencia del CTV alrededor de la regiéon genémica localizada en el
locus dentro de la region de Poncirus 121 Kb de10 genes comprimidos. Cada gen
fue clonado en Agrobacterium vector binario y usado para transformar variedades

susceptibles para probar su capacidad de resistencia. (Gmitter, 2008)

2.3.9 Control.

Las medidas de control para la tristeza consisten en: evitar la entrada de la
enfermedad en un area o pais libre de la misma (cuarentena) y/o suprimir los
arboles infectados para evitar su diseminacion (erradicacion); y convivir con la

tristeza evitando los dafios producidos mediante el uso de portainjertos tolerantes
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y proteccidn cruzada (Garnsey y Lee, 1988; Lee y Rocha, 1992, Moreno et al.,
1983; Rocha et al., 1995. Bar-Joseph ef al., 1989).

2.3.10 Cuarentena.

En México es necesario tomar medidas para evitar la introduccion de razas
severas del virus. Se debe establecer un sistema de cuarentenas que controlen la
introduccion clandestina de material de propagacién procedente de aquellos
paises donde la enfermedad y/o el vector estan presentes, para evitar la

introduccion del virus de la tristeza y/o el pulgdn café de los citricos.

2.3.11 Erradicacion.

En zonas donde la tristeza ha sido introducida, pero su incidencia es baja, es
posible evitar o retrasar el avance de la enfermedad mediante la eliminacién de
arboles infectados. Si la velocidad de eliminacion de los arboles infectados es
superior a la velocidad de difusidon de la tristeza por los vectores, se puede

conseguir la erradicacion total de la enfermedad.

2.3.12 Portainjertos tolerantes.

En los paises donde la tristeza causa dafios severos debido a su alta incidencia,
las medidas de control son principalmente el uso de yemas libres del virus y la
seleccion de portainjertos tolerantes a la enfermedad. El naranjo trifoliado, citrange
troyer y carrizo, naranjo dulce, limén rugoso, volkameriana, lima rangpur y

mandarina cleopatra son tolerantes al virus.

2.3.13 Proteccion cruzada.

La utilizacién de portainjertos tolerantes como medida de combate es necesaria,
pero no suficiente en aquellos paises en donde existen razas virulentas, capaces
de causar dafios directos aln en las variedades injertadas sobre esos
portainjertos. En estos casos, una de las medidas mas efectivas para el control de

la tristeza es la preinoculaciéon con cepas benignas del virus (proteccion cruzada).
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Esta medida de control se practica en Brasil para proteger las plantaciones de
naranja pera de razas del virus que causan picado del tallo, y ha tenido una gran
aceptacioén por parte de los productores de citricos (Costa y Muller, 1980). En
1985, se estimo que alrededor de 45 millones de arboles de naranjo 'Pera’ fueron
establecidos con proteccion cruzada y para 1992 esta cifra se incrementé a 80
millones de arboles. Otros paises como Sudafrica, las islas Reunién, Australia,
Japon, India, Venezuela y California han tenido resultados promisorios con la

proteccion cruzada.

2.3.14 Sintomas en arboles sobre patrones tolerantes.

El sintoma mas caracteristico es la presencia de acanaladuras en la madera, que
hacen que las ramas sean muy quebradizas y puedan romperse con facilidad por
el viento. El follaje puede presentar sintomas de decaimiento y deficiencias
nutricionales. Desde el punto de vista econémico los sintomas mas importantes
son la disminucion de la produccién y la baja calidad de los frutos, debido al
tamafo pequefo y deformacion de los mismos. Las razas existentes en America
del Sur, Sudafrica, Australia y Asia producen dafios importantes en toronjas y
naranja dulce. En algunas zonas del Extremo Oriente, Africa y Brasil existen razas
muy virulentas que, ademas de producir sintomas en toronjas, afectan a todas las

variedades de naranja dulce e incluso a algunos portainjertos tolerante.

3.- JUSTIFICACION DEL PROYECTO.

En el contexto internacional, México es el principal productor de limén mexicano
[Citrus aurantifolia (Christm) Swingle], con mas de 78,000 ha plantadas y de las
gue anualmente se obtiene un volumen de produccién superior a las 1,750,000
ton. de fruta. Le siguen en importancia la India con 30,000 ha y Pert con 17,500
ha. Aunque este citrico no es originario de México, ha encontrado condiciones
favorables para su desarrollo en las Costas del Pacifico Mexicano donde se cultiva

de manera comercial. Los estados con mayor superficie cultivada son: Colima
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29,310 ha; Michoacan 37,012 ha; Oaxaca 17,858 ha y Guerrero 7,104 ha
(SAGARPA 2005).

La citricultura mexicana y especialmente el limén mexicano, estan seriamente
amenazados por dos enfermedades de alto impacto econémico. La tristeza de los
citricos (VTC) enfermedad de tipo viral que ha matado mas de 116 millones de
arboles de citricos en el mundo, la cual es transmitida por injerto durante la
propagacioén o bien es diseminada eficientemente por el pulgéon café Toxoptera
citricida (Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae). EI VTC se ha detectado en 20 de los 23
estados productores de citricos del pais y el pulgén café ya se encuentra en los

estados del sureste y recientemente se le reporté en puebla.

Por su parte el Huanglonghing (HLB) o greening es una enfermedad causada por
la bacteria (Candidatus liberobacter), que ha provocado la muerte de de mas de
60 millones de arboles en paises asiaticos y africanos, es transmitida por el psilido
asiatico (Diaphorina citi Kuwayama (Hempitera: Psyllidae). Este insecto se
encuentra diseminado en practicante todas las regiones productoras de citricos de
nuestro pais. En tanto que el HLB se encuentra muy cerca, afectando los citricos
de Cuba y Florida y recientemente se ha detectado especimenes de Diaphorina

citri portando la bacteria en Belice.

Desgraciadamente la inmunidad genética contra el VTC es rara en el grupo de la
Aurancioideas, y practicamente todas las especies de citricos pueden ser
portadoras de algun aislamiento de este virus. No obstante, muchas de ellas son
relativamente tolerantes y no llegan a expresar sintomas de la enfermedad (Rocha-
Penfa et al., 1995).

La resistencia genética natural esta presente en algunos géneros préximos a los
citricos como; Poncirus trifoliata, Severina buxifolia, Swinglea glutinosa (Dawson y
Bor-Joseph, 1995), Atlantica ceylanica, Fortunella crasifolia (Mestre et al., 1997a).
De todos esos géneros, la resistencia genética contra VTC que presenta P.

trifoliata es la que ha captado mayor atencion (Fang y Roose, 1999).
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El mejoramiento por hibridacion sexual, presenta barreras tales como; apomixis,
esterilidad e incompatibilidad, heterocigosis, poliembrionia y largo periodo juvenil,
las cuales impiden 6 dificultan la obtencién plantas hibridas(Frost y Soost, 1968;
Vardi, 1981; lkeda, 1981; Moore et al., 1993; Vardi, 1996, Kochba y Spiegel-Roy,
1977).

La hibridacién somatica via fusién de protoplastos es una alternativa de
mejoramiento geneético que se ha utilizado en otros citricos para desarrollar

genotipos tetraploides con caracteristicas de interés.

La hibridacion somatica se lleva a cabo mediante fusién de protoplastos aislados
de callo embriogénico obtenido del estigma y estilo con protoplastos del meséfilo
de las hojas. Este esquema se fundamenta en la capacidad que presentan

algunas especies de citricos para producir lineas celulares embriogénicas.

De esta forma, la embriogénesis somatica cobra importancia debido que puede
superar las limitaciones o barreras que tiene el fitomejoramiento genético
convencional, y permite un eficiente mejoramiento genético de la especie deseada
y de esta manera incorporar caracteristicas de interés como el de la resistencia al

CTV y otras enfermedades lo que es el objetivo de éste proyecto.
4.- HIPOTESIS DEL PROYECTO.

Es factible la generaciéon de plantas hibridas somaticas entre limén mexicano y
limén italiano usando las metodologias de de fusién de protoplastos propuestas

por Grosser et al 1990.
5.- OBJETIVOS
Objetivo general.

Desarrollar las metodologias necesarias para generar hibridos somaticos entre
limén mexicano y otras especies citricas con el fin de incorporar resistencia

genética al virus de la tristeza de los citricos
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Objetivos Particulares:

1.- Implementar un protocolo para la generacion de callo embriogenico de limon

mexicano.

2.- Desarrollar un protocolo eficiente para hibridacién somatica de limén mexicano

con otras especies de citricos.

3.- Regeneracion de plantas hibridas somaticas

4.- Caracterizar genéticamente los productos de la hibridacién somatica
6.- METODOLOGIA

Este proyecto se llevé a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos del Campo
Experimental Tecoman Col., del INIFAP, y en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Dpto. de Quimica de la Universidad Auténoma de Aguascalientes. En
el transcurso del proyecto se hizo ademas una estancia en el Laboratorio del

Citrus research and education center de la Universidad de Florida.

6.1 Obtencion del explante

Los genotipos utilizados en este proyecto fueron: Limén mexicano variedades
colimon y colimex, limén Italiano Rosemberg, Limoneria R-8 y Eureka. El limén
ltaliano fue proporcionado por el INIFAP campus Tecoman al igual que los estilos
y estigmas, el limén mexicano se obtuvo de arboles de la Universidad Auténoma

de Aguascalientes.
El tejido utilizado en la realizacion de este proyecto fueron estilos y estigmas de

limén mexicano, y évulos no desarrollados de limén Mexicano e Italiano como los

observados en la Figura 1.
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‘*

Figura. 1 Genotipos de limén mexicano e ltaliano utilizados en la obtencién de callo embriogénico

por la metodologia de Grosser y Gmitter et a/ 1990

6.2 Metodologia para la obtencién de callo.
Para la generacién de callo embriogénico se llevé a cabo la metodologia
propuesta por Carimi et. a/ 1986, y la de Grosser y Gmitter 1990, las se describen

a continuacion:

6.2.1. Embriogénesis somatica a partir del estigma y el estilo de la flor.

Los botones florales de los genotipos de limén mexicano colimoén y colimex y se
colectaron entre 10:00 y 12:00 del dia en el campo experimental y en la
Universidad Autonoma de Aguascalientes se tomaban los explantes a las 10:00 de
la mafana. Se seleccionaron botones florales en etapa final de su desarrollo pero
antes de la antesis. Ya en el laboratorio y bajo condiciones estériles, los botones
se esterilizaron por inmersién de 2 minutos en etanol al 70% y posteriormente por
15 minutos en hipoclorito de sodio al 2%. Finalmente se enjuagaron tres veces

con agua destilada estéril en campana de extraccién.

6.2.2.1. Establecimiento de los explantes en el medio de cultivo.

Bajo condiciones estériles y con ayuda de pinzas y un bisturi, las flores se
disectaron para extraer la porcién del estigma-estilo, mismos que posteriormente
fueron colocadas de forma vertical dentro de las cajas petri con la parte herida en
contacto con el medio de cultivo elaborado en base a las sales basicas de
Murashigue y Tukey (1969), adicionado con 3 concentraciones diferentes 0.3, 0.6,
y 1 mgL" de Bencil amino purina MT+BA, se estudié adicionalmente las 3

concentraciones de BA con 0.42 mg-L" de 2,4 D cada una de ellas. Se prueba una
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concentracién de 0.42 mg-L'1 de TDZ. Se colocaron cinco explantes por caja petri
con medio de cultivo, las que finalmente se rotularon y sellaron debidamente. Los
cultivos se transfiieron a la camara de crecimiento la que permanecié a
temperatura de entre 25y 27°C. Los tejidos se subcultivaron cada 21 dias. Las
cajas petri con los cultivos se monitorearon periédicamente para detectar y

eliminar el material contaminado.

6.3. Obtencion de callo embriogénico modificando lo propuesto por Grosser
y Gmitter 1990.

6.3.1. Desinfeccién de frutas

Para la generacién de callo embriogéenico a partir de évulos no fecundados, como
lo proponen Grosser y Gmitter (1990), se utilizaron frutas en estado inmaduro de
aproximadamente 4 cm de diametro que luego fueron llevadas a el laboratorio
donde primero se lavaron con agua corriente, posteriormente se pusieron en una
solucion de etanol al 70% durante 5 minutos, luego se enjuagaron una vez con
agua destilada y finalmente se sumergieron en una solucion de blanqueador
comercial 15% por 30 minutos. Pasado este tiempo bajo condiciones de esterilidad

se enjuagaron por tres ocasiones con agua destilada estéril.

6.3.2. Extraccion de 6vulos

Con pinzas estériles se tomo el fruto y se colocd en una caja petri y con ayuda de
un bisturi estéril, se abrié el fruto, haciendo un corte en la zona ecuatorial sin llegar
al centro de la fruta, seguido se hizo girar ambos hemisferios de la fruta y se
separaron en mitades. Con ayuda forceps estériles se extrajeron los ovulos y se
colocaron en medio de induccion de callo embriogénico. Se probaron las
formulaciones EME 0.15M, H+H, y DOG, propuestas por Grosser y Gmitter (1990).
Los ovulos extraidos se incubaron en la oscuridad a una temperatura de 28+2°C.
Los tejidos fueron transferidos cada 2 o 3 semanas a medio nuevo de induccidn,

hasta que el callo embriogénico emergié de los évulos que respondieron a los
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tratamientos. Para mantener los cultivos de callo embriogénico se subcultivaron

cada 4 semanas bajo las mismas condiciones de oscuridad y temperatura.

6.4. Cultivo de callo friable en medio liquido

Para iniciar la suspensién de callo no diferenciado, se tomaron aproximadamente
2.0 g de callo friable y se transfirieron a frascos Erlen Meyer con 25 ml de solucién
H+H (Anexo 1). Se colocaron las suspensiones en un agitador rotativo a 100 rpm y
a temperatura de 28°C. Durante las primeras tres semanas las suspensiones se
fueron transfiiendo a medio nuevo cada semana. Posteriormente las
transferencias se hicieron cada 2 o 3 semanas a medio nuevo. Para mantener las
suspensiones de callo embriogénico por largo tiempo, se requiri6 de hacer
subcultivos cada 2 semanas a 40 ml de solucién H+H agitando a 100 rpm e

incubando a las mismas condiciones de temperatura y en ambiente de oscuridad.

6. 5. Experimento alterno para la obtencion de callo.

Se utilizaron 5 estadios diferentes de maduracion de limén mexicano, el primero
de 0.5 cm, segundo de 1.5cm, tercero de 3cm, el cuarto de 4.5cm y el quinto de
5cm de diametro respectivamente como se muestra en la Figura 2. Se cortaron
los frutos de los diferentes estadios y se sometieron a un proceso de limpieza, el
primer paso fue colocarlos en un bafio rapido de 1 min en alcohol al 70%, agitando
cuidadosamente. El segundo paso fue colocarlos en una solucion de hipoclorito de
sodio al 15% y aforando con agua destilada, se le agregaron 5 gotas de tween, se
colocaron en agitacion continua por 20 minutos, a excepcién de el estadio 1 que
se coloca por 10 minutos aproximadamente. Se llevan a la campana y se
enjuagan con agua estéril por 3 ocasiones. El fruto se abrieron con bisturi y se
extrajeron cuidadosamente los évulos y tejido nucelar con pinzas. Se colocaron
alrededor de 8 explantes por caja petri. Se utilizaron 3 medios de cultivo
diferentes: a) DOG 5x (con 5 ml de Cinetina/L de medio) propuesto por Grosser y
Gmitter (1990), b) DOG 10x (Con 10 ml de Cinetina/L de medio), y por ultimo el
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medio 5:1 (Con 5 mgL™ de BA, 1 mgL" de 2,4-D). Se elaboraron 8 cajas por cada
medio por estadio. Cuatro de las cajas se colocaron en presencia de luz, y las
cuatro restantes se colocaron en la oscuridad. Al cabo de 1 semana se revisaron
para ver el proceso de produccion de callo, y asi sucesivamente cada semana.
Los explantes se cambiaron de medio cada 4 semanas aproximadamente. El callo
obtenido se separ6é del explante cada semana para evitar su aglomeracién. El
callo embriogénico friable se subcultivé cada 4 semanas colocandolo en medio
DOG, DOG 2X.

3 1 ; | 1.1 :-\ RAREN|
FEb R L L

Figura. 2. Limén mexicano de los cinco estadios utilizados en experimento alterno para estudiar el

potencial de formacién de callo embriogénico.

6.6. Fusion de protoplastos
Para los trabajos de fusion de protoplastos o produccion de hibridos somaticos, se
utilizo la metodologia reportada por Grosser et a/ 2007, misma que describe a

continuacion:
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Los protoplastos se aislaron de tejido de hoja y suspensiones de callo

embriogénico de 4 semanas de cultivados.

Se extrajeron 2 ml callo en suspensién y se colocaron en cajas petri 60 x 15 mm,
con pipeta Pasteur se extrajo el exceso de liquido, se colocaron 1.5 ml de solucion
enzimatica y 2.5 ml de medio BH3 (Anexo 1), se agitdé cuidadosamente, se sello y

se llevo a agitacion en oscuridad por 18 horas.

El procedimiento para obtener plantulas in vitro es como sigue: se removié
mecanicamente las coberturas de las semillas, desinfectandolas por inmersién en
una solucion comercial de cloro al 20% por 15-20 minutos seguido por 3
enjuagues de 10 minutos con agua esteril doblemente destilada. Las semillas se
germinaron en 2-3 semanas por cultivo en medio RMAN (Anexo 1) en cajas
magenta para el cultivo de tejidos, mantenidos en la luz a temperatura ambiente.
Se seleccionaron las hojas de plantas vigorosas, se desinfectaron por inmersion
en HCI 1N por 30 segundos, seguido por inmersion en cloro comercial al 10% por
12-15 minutos conteniendo 3 gotas de detergente tween 20, seguido de 5 minutos
de enjuague en agua doblemente destilada. Tanto en hojas in vitro como de
invernadero se disecté tejido vascular dafiado con un escarpelo. Se cortaron 10-15
hojas de plantas de 2 meses de edad cultivadas in vitro propagadas en medio MS
al 50% o RMAN. Se removié tejido vascular daffiado y la vena central con un
bisturi estéril; el material de hoja se corté horizontalmente en cortes de 1-2 mm de
longitud. Se Incubd el material en frascos Erlen Meyer de 125ml conteniendo una
mezcla de 8 ml de 0.6M BH3 medio liquido y 3 ml de solucion enzimatica. Se
coloco la solucién por 15 minutos a 50 kilopascales (KPa) para facilitar la
infiltracion de la solucion enzimatica al tejido. La preparacion se incubd por 18 h,

en total oscuridad y en un agitador rotatorio a 50 revoluciones por minuto (rpm).

Finalizada la incubacion se pasaron los preparados enzimaticos a traves de mallas

de nylon de 45um, se removio el tejido no digerido y otros desechos celulares. Se
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colecto el filtrado en tubos Pirex de 40 ml. Se transfirid el contenido en un tubo de
centrifuga de 15 ml y se colocaron 5 ml de medio liquido 0.6M BH3 se
centrifugaron a 900 rpm por 8 min. Se removié la suspensiéon con una pipeta
Pasteur y se resuspendio cuidadosamente el pellet de protoplastos en 5 ml de
solucion sacarosa al 25%. Se afiadiron lentamente 2 ml de solucién de manitol al
13% directamente en la cima de la capa de sacarosa no mezclando los gradientes.
Se centrifugé a 900 rpm x 8 min. Se removieron los protoplastos del centro con
cuidado de no extraer los gradientes al mismo tiempo. Se resuspendieron con 13
ml de medio 0.6 M BH3. Se vuelven a centrifugar a 1000 rpm por 9 min. Se
Remueve el sobrenadante y se resuspendid cuidadosamente la pastilla en medio
0.6M BH3 (Anexo 1) aproximadamente 10 veces el tamafio de la pastilla. Se volvio

a centrifugar a 900 rpm por 8 min. Se removié el sobrenadante.

6.7. Fusion de protoplastos.

Las preparaciones se purificaron colocando 10 ml de medio BH3 vy
centrifugandose a 800 rpm por 6 minutos. Se decanté el sobrenadante y se diluyé
el pellet 10 veces su volumen, posteriormente se mezclaron ambos progenitores
(protoplastos) y se centrifugaron a 700 rpm por 6 min. Se decanté el sobrenadante

y se diluyé la pastilla de 2 a 3 veces su volumen, se mezclé con cuidado.

Se colocaron 9 gotas de la mezcla de protoplastos en el centro de las cajas petriy
posteriormente se agregaron 6 gotas de la solucion de Polietilenglicol 500 al 50%,
esperamos 15 min. tratando de no perturbar la fusion. Posteriormente se
agregaron en la periferia 4 gotas de solucién A+B (90/10 v/v) (Anexo 1) y se dejo
actuar por 10 min, se afadieron 20 gotas de medio BH3 en la periferia para
eliminar las soluciones anteriores, esperamos 5 min, se retiré con mucho cuidado
la solucién con ayuda de una pipeta Pasteur y se volvieron a agregar 20 gotas,
sin esperar se retiran de la solucién de protoplastos, se afiadieron rapidamente 20
gotas de solucion BH3 y posteriormente 10 gotas de medio liquido EME con

maltosa, se sellaron, se rotularon y se almacenaron en oscuridad por 28 dias.
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6.7.1. Cultivo de protoplastos.

Los cultivos en caja petri se prepararon esparciendo 4-8 gotas de la suspension de
protoplastos en el centro de las cajas petri, seguido por la adicion de algunas
gotas de medio de cultivo BH3 fresco alrededor del perimetro de la caja para
mantener una alta humedad. Las cajas petri son selladas eficientemente con
Parafilm y almacenadas en cajas plasticas en la oscuridad a 28°C por un periodo

de 4-6 semanas.

6.7.2 Obtencion de embriones somaticos.

Los embriones somaticos se recuperaron a los 2 meses y se elongaron en medio
1500 solido (Anexo 1) en cajas petri de 100 x 20. Ya elongados se colocaron en
medio B sélido para germinar en cajas petri de 100x20 mm. Los embriones
somaticos se transfirieron a medio B sélido con 0.02 mg/l de NAA para promover

la elongacion axial.

6.8. Obtencion de plantulas.
Los embriones ya elongados y enraizados se colocaron en medio %MS en

presencia de luz a temperatura ambiente.

6.9. Verificacion de hibridos somaticos
Los posibles hibridos somaticos resultantes se sometieron a un analisis de ploidia

de acuerdo a lo propuesto por Grosser y Gmitter (1990).

7.- RESULTADOS.

Durante la capacitacion en Florida se lograron hacer fusiones de protoplastos de
diferentes tipos de citricos entre los cuales se encontraban: Meiwa, Ruby Red,
Murcott, Vernia, Limequat, Pakistan Sweet Lime, entre otros por lo cual se logré el
objetivo de aprender la metodologia para llevar a cabo Hibridacion somatica en
citricos. Asi mismo se aprendid la tecnica de rescate de embriones y

micropropagacion de citricos como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Capacitacion en la Universidad de Florida: A) Obtencién de protoplastos del mesdfilo, B)
Obtencion de protoplastos de suspensiones embriogénicas, C) Cbtencidn de protoplastos friables,

D) Fusién de protoplastos, E) Rescate embrionario y F) Micropropagacion de plantas.

HDOG

B H+H

EME+5

Rosemberg Limoneria R& Eureka Limon
Mexicano
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Figura 4. Efecto de los 3 medios de cultivo propuestos por Grosser y Gmitter ef af 1990 en el
porcentaje de regeneracion de callo embriogénico a partir de ¢vulos no desarrollados de frutos
semimaduros a los 6 meses de establecidos los cultivos.

Se ha observado que de los tres medios de cultivo utilizados para la obtencion de
callo a partir de 6vulos, el DOG es el que presenta una mayor cantidad de 6vulos
en proceso de desarrollo de callo, el H+H es mas lento pero funcional y el
EME+sacarosa torna el proceso en embriogénesis directa lo cual no es muy
apropiado para el proceso, ya gue nosotros requerimos la embriogénesis indirecta.
Cabe resaltar que estos resultados son con cultivos de limén mexicano como se

puede observar en la figura 4.

El proceso de obtencién fue sumamente lento, los resultados se comenzaron a ver

a partir de los 5 meses de expuestos los évulos no desarrollados en los medios.
Se describen a continuacion los resultados al obtener callo embriogénico a partir

de limén mexicano e italiano, utilizando los medios de cultivo DOG, EME+S, H+H,

obteniéndose los siguientes:
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Figura 5. Obtencion de callo embriogénico a partir de évulos no desarrollados y estilos y estigmas.
a) Ovulos no desarrollados de limén mexicano sembrados en medic DOG, b) Cultivo de estilos y
estigmas de limdn mexicano en medio MS, ¢) Obtencidén de embriones en medio DOG de limon
mexicano a partir de ovulos, d) Desarrollo de callo embriogénico de limon italiano a partir de
estilos, ) Obtencion de callo comprimido vy friable de limén mexicano a partir de ovulos, y f) Vista al
microscopio de embriones somaticos y callo embriogénico de limén ltaliano.

En la figura 5 en el inciso f podemos observar también el proceso embriogénico
gue se genera en el limoén mexicano por lo que constantemente se estuvo que
estar removiendo todos el embriones que se iban regenerando, antes de que todo
el tejido se convirtiera en masa embriogénica y se perdiera el callo embriogénico.
Cabe mencionar que se obtuvo callo embriogénico acuoso que tardaba mayor
tiempo en poderse establecer como callo friable. En los incisos a, ¢, y e podemos
observar el proceso de obtencién de callo por medio de 6vulos no desarrollados el

cual en comparacién con el de estilo y estigma es poco eficiente.
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Cuadro 1. Porcentaje de explantes de estilo-estigma de limén mexicano gue regeneracion de
callo friable en medio de cultivo MT adicionado con reguladores de crecimiento vy tres fechas
postericres a su establecimiento.

TESTIGO 62.0 abc 62.0 abc 66.0 abc
0.3 mg BA 88.0 a 88.0 ab 88.0 ab
3mg BA + 0.42 mg de 2,4-D 48.0 be 52.0 be 60.0 be
0.6 mg. BA 920a 920a 940 a
0.6 mg BA + 0.042 mg de 2,4-D 340¢ 340¢ 340¢
1.0 gr. de BA 82.0 ab 84.0 ab 84.0 ab
1.0 gr. de BA + 0.042 mg de 2,4- 46.0 bo 52.0 bo 56.0 bc
D
0.42 mg de 2,4-D 72.0 abc 78.0ab | 78.0 ab
0.42 mg de TDZ 920a 920 a | 920 a
Sig. Estadistica = e j Er
‘ PROMEDIO 68.66 69.78 72.44

**Promedios con letra distinta dentro de columnas, difieren estadisticamente P=0.01

Como se muestra en el cuadro 1 todos los medios de cultivo evaluados
promovieron la regeneracion de callo friable en explantes de estilo-estigma de
limén mexicano, incluido el tratamiento testigo sin reguladores de crecimiento. El
analisis de varianza de los datos detectd diferencias estadisticas altamente

significativas (P=0.01) entre los medios de cultivo para esta variable

Desde la primera lectura realizada a los 11 dias posteriores a la fecha de su
establecimiento, en todos los tratamientos se registro el desarrollo insipiente tejido
formado por células de color blanco cremoso en la base del explante, que se
consideré como callo friable. Los porcentajes de respuesta de los tejidos fueron
diferentes entre los distintos medios de cultivo. Como se aprecia en los datos, los
mejores resultados se obtuvieron en los medios de cultivo que fueron adicionados
con citosininas ya sea BA en sus distintas concentraciones; 0.3 mg/ L, 0.6 mg/L y

1.0 mg asi como con como con 0.42 mg/L deTDZ.

La auxina 2,4-D presentd un efecto inhibidor de la regeneracién de callo friable en
los explantes. Los medios de cultivo donde ademas de la BA, se adicionaron 0.42

mg/L de 2,4-D, presentaron los menores porcentajes de respuesta de los
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explantes para la regeneracion de callo friable, resultando inferiores incluso al

presentado por el tratamiento sin reguladores.

La auxina 2,4-D presento un efecto inhibidor de la regeneracion de callo en los
explantes. Los medios de cultivo donde ademas de la BA, se adicionaron 0.42
mg/L de 24-D, presentaron los menores porcentajes de respuesta de los
explantes para la regeneracion de tejido calloso, resultando inferiores incluso al

presentado por el tratamiento sin reguladores.

96

94 - L

€0 = -
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84 +—
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Figura 6. Efecto de la concentracion de la BA y el TDZ en la respuesta de porcentaje de explantes
de estilo-estigma de limén mexicano para la regeneracion de callo friable.

En la Figura 6 se puede observar los medios de cultivo adicionados con 0.6 mg/L
de BA y 0.42 mg/L de TDZ promovieron los mayores porcentajes de explantes
gue regeneraron callo friable desde los 11 dias posteriores al establecimiento de

los cultivos y esa respuesta se mantuvo en las lecturas posteriores.

El tratamiento adicionado con 1.0 mg/L de BA redujo los porcentajes de respuesta

de los explantes y alcanzé los valores mas bajos en las tres lecturas.
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El callo friable que se obtuvo de este experimento se pasé a medio fresco (Medio
para proliferacion, semisélido y liquido) los propuestos por Grosser y Gmitter ef al.,
(1990) para su proliferacion y conservacion. En todos los casos el callo dejo de
proliferar y aunque los subcultivos se hicieron a intervalos de 15 dias, fue
perdiendo su coloraciéon blanco cremoso y se fue tomando una coloracién café
oscuro. Después de tres o cuatro subcultivos ya no se tuvo material para continuar

los subcultivos.

En algunos casos los callos iniciaron la formacion de estructuras embriogénicas e
incluso se obtuvieron algunas plantulas, pero no se pudo conservar como callo

friable

Figura. 7 Induccion de callo embriogénico a partir de estilo y estigma en medio M5+BA, se observa

tejido altamente embriogénico, todo el callo se convierte en masas embriogénicas rapidamente.
Debido a que el tejido de estilo y estigma es altamente embriogénico Figura 7 se

utilizaron cantidades mayores de BA en medio MS para detener el proceso

embriogénico e inducir el crecimiento de callo. Esto se observd con limén
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mexicano, no asi con limon ltaliano, ya que con éste ultimo la obtencion de callo

es mas rapida y con las caracteristicas deseadas.

RESULTADOS DE EXPERIMENTO 2

Los resultados obtenidos del estadio 1 con los 3 medios de cultivo tanto en luz
como en oscuridad, fue que la produccion de callo fue un tanto escasa y lenta.

Como se puede observar en la Figura 8.

Los resultados de los medios de cultivo utilizados para la obtencién de callo
embriogénico, podemos observar que en los estadios 2, y 3 es donde se observa
mas rapidamente la aparicion de callo embriogénico como se demuestra en el
cuadro 2, este callo se compacto y se hizo sumamente rigido en muy poco tiempo,
esto también se puede observar en la Figura 9, ya que produjo el callo de

caracteristicas deseadas.

Figura. 8. Obtencidn de Callo embriogénico en el estadio 1, A) Utilizando el medio DOG, B)
Utilizando el medio DOG2X y C) Utilizando el medio BA+2,4-D.

Figura. 9 Obtencién de Callo embriogénico en el estadio 2 y 3, A) Utilizando el medio DOG, en el
estadio 2 B) Utilizando el medio DOG2X en el estadio 2, y C) Utilizando el medio BA+2 4-D, en el

estadio 3.
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Figura. 10 Obtencién de callo y embricnes somaticos en los estadios 4y 5, A) Utilizando el medio
DOG, en el estadio 4 B) Utilizando el medio DOG2X en el estadio 5, y C) Utilizando el medio
BA+2 4-D, en el estadio 5.

En estadios 3 y 4 se obtuvo callo embriogénico pero el medio se tornaba en
coloracion blanquesina esto probablemente se debid a que el callo y el explante
en contacto con el medio produce algun tipo de producto secundario que nos hace

aparecer este fenémeno.

En los estadios de desarrollo 2.3 y 4 en cultivos con luz, obtuvimos callo
embriogénico que al paso de los dias se tornaba verdoso, como lo podemos

observar en la Figura 11.

En los estadios 4 y 5 se formaban grandes cantidades de embriones como lo
observamos en Figura 10, que al cabo de dos o tres semanas se convertian en
plantulas, las cuales se transfirieron a medio MS al 50% para poder utilizar las

hojas en la fusion de protoplastos.

Figura. 11 Callo embriogénico de tres diferentes estadios de desarrollo: a) estadio 2, b) estadic 3,

y ¢) estadio 4 respectivamente. Esto en cultivos en presencia de luz.
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Cuadro 2. Porcentaje de ¢vulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en oscuridad total gue generaron callo embriogénico a los
15 dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 425 ¢ 300 ¢ 350 ¢ 358 b
2 80.0 a 775 ab 925 a 833 a
3 825 a 87.5 a 95.0 a 88.3 a
4 35.0 ¢ 325 ¢ 45.0 be 375 b
S 225 ¢ 225 ¢ 2715 ¢ 233 b
PROMEDIO 525 ab 495 b 59.0 a

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

De acuerdo a los resultados obtenidos, el estadio de desarrollo de la fruta, como
los medios de cultivo, tuvieron efectos significativos sobre la respuesta de los
explantes para la regeneracion de callo a los 15 dias de iniciados los cultivos. El
analisis de varianza (Anexos), detectd diferencias altamente significativas entre los
estadios de desarrollo (P=0.01) y diferencias significativas (P=0.05) entre los
medios de cultivo. Sin embargo, no se detectd interaccion significativa entre

ambos factores.

De acuerdo a los datos que se presentan en el cuadro 2, es claro que los évulos
no desarrollados obtenidos de los cinco estados de desarrollo lograron regenerar
callo friable con distinto grado de eficiencia. Los 6vulos originados de fruta en
estado de desarrollo 2 y 3 presentaron porcentajes de respuesta en la
regeneracion de callo superior al 80% y resultaron estadisticamente diferentes al
resto de tratamientos. En el mismo cuadro se puede apreciar tambien que todos
los medios de cultivo promovieron la callogénesis, aunque el medio M3 promovié el
mayor porcentaje de respuesta y resultd estadisticamente igual al medio M1 pero

superior al medio M2.

Dentro de cada estado de desarrollo de la fruta, los medios de cultivo tuvieron un
comportamiento similar entre si, con bajos porcentajes de respuesta de los tres
medios de cultivo cuando los ovulos provenian de frutos de los estados de
desarrollo 1,4 y 5, pero con mayores porcentajes de respuesta cuando los évulos

se obtuvieron de fruta en los estados de desarrollo 2 y3.
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Cuadro 3. Porcentaje de évulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en oscuridad total gue generaron callo embriogénico a los
30 dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 47.50 b 3750 b 45.00 b 4333 b
2 87.50 a 82.50 a 8250 a 88.33 a
3 8250 a 82.50 a 97.50 a 9083 a
4 40.00 b 40.00 b 40.00 b 43.33 b
S 37.50b 3250 b 4250 b 3750 b
PROMEDIO 59.50 b 96.50 b 66.00 a

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

Los resultados obtenidos de generacion de callo de évulos no desarrollados a los
30 dias de cultivados presenta un comportamiento similar al de los 15 dias de
cultivo. El analisis de varianza presenta una diferencia altamente significativa entre
los estadios, una diferencia significativa entre los medios, mas no asi una

interaccién entre medios y estadios (Anexo 2).

Se puede observar en el cuadro 3, la produccion de callo aumenta a los 30 dias en
comparacién con los resultados de los 15 dias de cultivo. Los estadios 2 y 3 son
los que presentan una mayor eficacia en la generacion de callo con porcentajes de
hasta 97.5%.

Cuadro 4. Porcentaje de ¢vulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en oscuridad total gue generaron callo embriogénico a los
45 dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 50.00 b 50.00 b 50.00 b 50.00 b
2 8750 a 8750 a 95.00 a 88.33 a
3 85.00a 90.00 a 9750 a 90.83 a
4 4000 b 40.00b 50.00 b 4333 b
5 40.00b 35.00 b 4250 b 39.16 b
PROMEDIO 60.50 b 5950 b 67.00 a

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

Los resultados a los 45 dias de establecidos en oscuridad no presenta diferencias
significativas con los resultados obtenidos a los 30 dias de cultivados. Lo que se
puede resaltar es que el porcentaje de callo aumenta un poco solamente. Al igual
gue en los resultados anteriores tenemos que existe una diferencia significativa en

cuanto a los estadios p < 0.01, mas no asi con los medios (Anexo 2).
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Con el medio M1 y M2 no se observaron diferencias en cuanto a los promedios de
porcentaje de callo embriogénico. En cambio con M3 si existe una diferencia en
relacion con los otros dos medios (Cuadro 4).

Cuadro 5. Porcentaje de ¢vulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco

estados de desarrollo cultivados en presencia de luz que generaron callo embricgénico a
los 15 dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 15.00 cde 10.00 de 12,50 de 12.50 de
g, 2250 cde 30.00 abed 10.00 de 20.83 cde
3 3250 abc 40.00 ab 4750 a 40.00 ab
4 25.00 bede 22.50 bede 12.50 cde 20.00 cde
5 5.00e 500e 500e 500e
PROMEDIO 20.00 cde 21.50 cde 17.50 cde

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

El estado de desarrollo de la fruta tuvo efectos significativos sobre la respuesta del
explante en la regeneracion de callo embriogénico a los 15 dias en presencia de
luz. El analisis de varianza determina diferencias altamente significativas entre los
estadios de desarrollo (P< 0.01), no se presentan diferencias entre los medios, ni

se observan interacciones entre los factores (Anexo 2).

Al igual que en oscuridad, en presencia de luz tenemos que los évulos no
desarrollados en los 5 estadios de desarrollo lograron generar en diferente grado
callo friable. A diferencia de los resultados en oscuridad, el estadio 3 es el que
presenta mayor porcentaje de eficiencia. Los estadios 2 y 4 presentan el mismo
porcentaje de desarrollo. El estadio 5 es el que presenta el porcentaje mas bajo de

desarrollo (Cuadro 5).
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Cuadro 6. Porcentaje de ¢vulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en presencia de luz que generaron callo embricgénico a
los 30 dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 17.50 cde 12.50 de 15.00 de 15.00 cde
2 35.00 abc 32.50 abcd 20.00 de 29.16 bcde
3 40.00 ab 42.50 ab 47.50 a 43.33 ab
4 25.00 becde 27.50 bede 12.50 cde 21.66 bcde
9 790e 5.00e 2.00 e 5.83e
PROMEDIO 25.00 bede 24.00 bede 20.00 bede

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

Los resultados a los 30 dias de iniciado el cultivo no difiere mucho en cuando a los
resultados a los 15 dias, la Unica diferencia que se presenta es que obtenemos un
promedio un poco mas eficiente en algunos de los estadios y medios (Cuadro 6 ).
En el estadio 5 y los M2 y M3 no se observan diferencias. Al analizar nuestro
analisis de varianza observamos que se presentan diferencias altamente
significativas en cuanto a los estadios (p< 0.01), en cuanto a los medios no
presenta diferencias. Los factores no interactlan entre si, se presenta una (p>
0.01) (Anexo 2)

Cuadro 7. Porcentaje de évulos no desarrollados obtenidos de fruta de limén mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en presencia de luz que generaron embriones a los 15
dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 35.0 abcd 15.0d 20.0 cd 238b
2 27.5 bed 20.0cd 27.5 bed 250b
3 20.0cd 27.5 bed 37.5 abed 275b
4 42 5 abc 45.0 abc 45.0 abc 442 a
5 50.0 ab 30.0 bed 60.0 a 46.6 a
PROMEDIO 35.0ab 28.4b 365a

* Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

Los resultados de nuestro analisis de varianza nos indican que al igual que en el
proceso con callo embriogénico, los medios de cultivo y los estadios de desarrollo
de la fruta tienen efectos significativos sobre la respuesta de los explantes en la
generacion de embriones a los 15 dias de iniciados los cultivos. El analisis
determina diferencias altamente significativas entre los medios de cultivo (p<0.01)
y altamente significativo entre los medios de cultivo (p<0.01). A diferencia de la

produccion de callo embriogénico, se determina que hay interaccion altamente
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significativa entre los medios y los estadios de desarrollo del fruto (p = 0.006)

(Anexo2).

Los medios que mayor respuesta obtuvieron fueron M1 y M3 respectivamente, los

estadios de desarrollo que mayor eficiencia presentaron fueron 4 y 5 (Cuadro 7).

Al igual que en la produccién de callo embriogénco, los medios de cultivo
presentaron un comportamiento similar, el medio que se aleja un poco del resto y

el cual presento una menor eficiencia fue el M2.

Cuadro 8. Porcentaje de évulos no desarrollados obtenidos de fruta de limdn mexicano en cinco
estados de desarrollo cultivados en presencia de luz que generaron embriones a los 30
dias de establecidos los cultivos.

ESTADIO M1 | M2 | M3 PROMEDIO
1 35.0 cdef 17:5: f 22:5: ef 251 b
2 27.5 def 27.5 def 27..5 def 266 b
3 25.0 def 30.0 cdef 37.5 cdef 308 b
4 47.5 bede 50.0 bed 55.0 abc 50.8 a
S 65.0 ab 42.5 bede 80.0 a 62.5 a
PROMEDIO 40.0 ab 33.7 b 438 a

*Promedios con letra distinta dentro de grupos difieren estadisticamente. Tukey 0.05

En el Cuadro 8 podemos observar que no existe mucha diferencia en cuanto a los
resultados a los 15 dias solamente mayor cantidad de ovulos no desarrollados de
diferentes estadios que generaron embriones. En nuestro analisis de varianza
determinamos que los medios entre si tienen diferencias altamente significativas al
igual que los estadios de maduracién del fruto con una p< 0.01, se presenta
interaccién altamente significativa entre los medios de cultivo y los estadios de

desarrollo del fruto (Anexo 2).

En M1 los estadios 3,4 y 5 son los estadios de desarrollo del fruto que presentan
un incremento en la cantidad de 6vulos no desarrollados que generaron
embriones. En M2 todos los estadios de desarrollo muestran un incremento siendo
el estadio 5 el de mayor eficiencia. En M3 los estadios que muestran incremento
son 1, 4y 5 respectivamente.
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Obtencion y aislamiento de protoplastos.
Se observd gue al tratar de obtener protoplastos de callo embriogénico de liman

mexicano y otras variedades de limadn, se dificulta separar las célulasy digerirlas.

Se obtuvieron protoplastos de hoja de limén mexicano e italiano. S5e puede
observar el anillo formado en el centro de ambos gradientes, al 1gual para |la
abtencion de protoplastos de callo embricgénico de limoan mexicano, como se
muestra en la siguients figura 12. Este proceso se llevd a cabo en 4 ocasiones, en
las cuales se mostraron resultados deseados.

LB \ —-_._—__,_-s-'

Figura 12. Obtencidn de protoplastos viables a partir hojas de limén ltaliano y de callo

embriogenico de limdn mexicano, fusian de los mismos, division de los protoplastos, colonia de
protoplastos, embriones en estado de torpedo, plantulas en proceso de regeneracian antes del
medio RMMARN.

Obtencidon de plantulas.
Se obtuvieron embriones a los 2 meses aproximadamente de haber hecho las
fusiones de 4 cajas de las 12 generados en la fusién dando un aproximado del

33.33% de eficiencia, cabe mencionar gue solo se pudieron obtener 23 embriones.

47



“Hibridacién somatica de citricos acidos para incorporar resistencia a factores biéticos”

Estos embriones generaron 13 plantulas por lo que se logra un 56.5% de
eficiencia en regeneracion de embriones a plantas, como las mostradas en la

figura 13.

Fig. 13. Plantulas obtenidas de fusiones somaticas conservadas en medio RMAN.

Prueba de ploidia.
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Fig. 14 Prueba de ploidia donde se puede observar un pico en la regién marcada con el nimero

50 que corresponde a un genotipo diploide.
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Se practico la prueba de ploidia a 13 plantulas (Figura 14) las cuales dieron como
resultados ser diploides, esto se corrobora con el pico obtenido de 50, lo que
significa que ninguna de esas plantulas regeneradas corresponde a fusiones

efectivas y por lo tanto no se logré obtener hibridos somaticos.

8.-DISCUSIONES

Se evalud la obtencién de callo embriogénico en medios de cultivo DOG, EME+S,
H+H, utilizando évulos no desarrollados de limoén mexicano e italiano, esto sin
mucho éxito para limén mexicano. Este método ha sido probado en diferentes
tipos de citricos como lo son: naranja, toronja, pomelo y mandarina con mucho
éxito, se penso que se tendria el mismo resultado con limén pero no fue asi, por lo
gue la metodologia propuesta por Grosser et al., (2007), funciona bien para limén
italiano Figura 4, por lo que se podria pensar en que el factor genético del limén es
el gue nos esta ayudando a obtener estos resultados. Esto puede deberse a que
el estadio de desarrollo del fruto no fue el adecuado, ya que era un fruto
semimaduro de tamafio aproximado en limon mexicano de 5 cm y en limon italiano
de 12 cm aproximadamente. Grosser ef al,(2010) comenta que el callo
embriogénico de citricos puede obtenerse de dvulos no desarrollados que pueden
ser removidos de cualquier citrico maduro o inmaduro, lo cual coincide con lo
obtenido en el experimento alterno en évulos no desarrollados de frutos

inmaduros, mas no asi de frutos maduros Figuras 8, 9, 10.

Podemos decir que el limon Italiano responde mas rapidamente a los medios de
cultivo, a diferencia del limén mexicano, esto se podria deber a factores genéticos
y epigenéticos que rodean al limén mexicano, ya que ésta especie presenta un
alto porcentaje de recalcitrancia, segun Birsh et al., (1997) sugiere que las plantas
lefiosas de alguna manera carecen de la capacidad biolégica de responder a

desencadenamientos esenciales para integrar las fusiones.

Se hizo la regeneracion de callo embriogénico por medio de estilos y estigmas

como lo denota Carimi et al., (1994), pero al cambiar el callo de un medio a otro
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nuevo, éste necrosa y no sobrevive, denotando asi, que Carimi tenia razén al
obtener callo a las 3 semanas pero no al tratar de conservarlo, cabe mencionar
gue esto sucede mas en limén mexicano que en el italiano, Cuadro 1. También el
callo obtenido no es friable ya que presenta una consistencia acuosa,
convirtiéndolo en un callo pastoso dificil de ser manejado. Carimi et al., (2002)
también maneja la utilizacién de otros reguladores de crecimiento como el 4-CPPU
para la obtencion de callo embriogénico en limén italiano, posiblemente éste
medio hubiera sido de gran ayuda aplicandolo a la obtencion de callo

embriogénico en limén mexicano.

Como utilizaron évulos no desarrollados para la obtencion de callo embriogénico,
y estos se colocaron como semillas no desarrolladas, debemos considerar que
tarda mas tiempo en desarrollar callo ya que debe atravesar las paredes,
considerando también las hormonas que se agreguen al medio o se estén
utiizando, ya que algunas de ellas pueden actuar de manera inversa a lo

esperado Figura 1 y Figura 5 respectivamente.

Por otro lado, en observaciones preliminares en limén se tiene que es muy dificil el
poder obtener callo y que éste sea viable para hacer las fusiones, ya que se
observo que al tratar de hacer suspensiones de callo embriogénico, este no se
divide rapidamente por lo que en algunas ocasiones se debe optar por obtener los
protoplastos directamente del callo embriogénico y no de suspensiones

embriogénicas (Viloria y Grosser, 2006).

La produccion de callo es generalmente ineficiente, y una gran cantidad de évulos
(algunos cientos) deberan ser cultivadas por cada cultivo de interés Grosser ef al.,
(2010). Esto concuerda con lo hecho en el proyecto, ya que se hicieron varias
repeticiones para lograr resultados esto lo podemos observar en los Cuadros 2, 3,
4,

La preparacion de suspensiones de celulas embriogénicas y la regeneracion de

plantas de protoplastos requiere de tiempo y el uso de reguladores de crecimiento
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en todos los pasos del proceso, ambos incrementan la variacion somaclonal,
incluyendo cambios citolégicos Figura 11, esto concuerda con lo propuesto por
Fiuk et al., (2007).

El proceso de degradacion de la pared celular debe ser un proceso lento, eso
debe depender de la composicidén de la pared asi como de factores de la misma
gue actlien como barreras fisicas, de acuerdo con lo propuesto por Cocking et al.,
(2000) se debe de considerar las caracteristicas de la pared celular del limon
ltaliano y del Limon mexicano para obtener una degradacion total y exitosa de los
mismos, debe ser un proceso muy bien cuidado con el fin de evitar la degradacién

o el dano a los protoplastos.

Unos de los mayores requisitos para lograr una fusion de protoplastos eficiente, es
lograr que la hoja y el callo embriogénico libere una cantidad adecuada de
protoplastos, esto se debe de hacer tomando en cuenta una adecuada
concentracién de enzimas, y polietilenglicol (PEG), en este trabajo se cambio
dicha concentracion para poder obtener los protoplastos del callo ya que este a la
concentracién propuesta por Grosser y Gmitter ef al.,(1990) no digeria
adecuadamente las células y los protoplastos se encontraban aglomerados esto
en caso de callo embriogénico mas no asi con protoplastos derivados de hojas

como se muestra en la Figura1 y Figura 12.

Al obtener protoplastos de callo embriogénico de limén mexicano y otras
variedades de limén, se dificultd separar las células y digerirlas por lo que se
utilizd la solucion enzimatica sin medio BH3, por lo que se utilizé la solucién
enzimatica al 100%, denotando asi que lo propuesto por Grosser y Gmitter et al.,
(1990) no aplica para todas las variedades de citricos Figura 12. Lo propuesto por
Fiore et al 2001 dice que los protoplastos que vienen de suspensiones
embriogénicas frescas y jovenes presentan un muy alto potencial morfologico y
gue el éxito de la formacién de embriones somatico dependera de la edad del

cultivo en suspensién. Cuando el cultivo ya es viejo o muy joven no se obtienen
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grandes cantidades de protoplastos, cuando es muy joven no se pueden degradar
facilmente las paredes celulares y los protoplastos de callo contiene mas cantidad
de almidén en su interior lo que impide que el protoplasto de hoja se fusién debido

a que el espacio libre es muy reducido, lo que sucedid en las primeras fusiones.

En términos generales, la mezcla de enzimas utilizadas para degradar la pared
celular de las hojas tiernas y suaves de los géneros Citfrus, que fue celulasa, y
macerasa permitieron la liberacion de numerosos protoplastos, los cuales a su vez
al ser sometidos a los gradientes para separarlos mostraron un anillo verde de
mayor intensidad que los protoplastos que quedaron en el fondo Figura 3. Es muy
probable que esto se pudiese experimentar con diferentes combinaciones
enzimaticas, las cuales en algunas ocasiones son conformadas por 5 tipos de
enzimas diferentes, ademas se debe determinar el tipo de tejido foliar mas
apropiado, tal como lo mencionan otros autores (Ona y Tsuda, 1999). La pared
celular de las plantas generalmente estd compuesta por celulosa, hemicelulosa,
pectinas y en algunos casos por callosa (Bengochea y Dodds, 1986); y la mezcla
de enzimas a utilizar debe ser lo suficientemente capaz de digerir su composicion
estructural (Li et al. 1995), citados por Bajaj ef af (1995) consignharon que el
aislamiento de protoplastos de tejido no embriogénico de diferentes especies de
Arachis requirié distintas combinaciones y concentraciones de enzimas, esto para
un optimo rendimiento. En el caso de callo embriogénico de limon los protoplastos
contienen grandes cantidades de almidon, esto se debe de disminuir al bajar la
cantidad de azucares en el medio liquido o sdlido que contenga el callo
embriogénico con la finalidad de poder tener mayor eficiencia en las fusiones, ya

gue el protoplasto se encuentra lleno de almidén y no permite ser fusionado.

La obtencion adecuada de protoplastos a partir de hojas de las especies Citrus
con las cuales se trabajé no constituyeron un problema, ya que en pruebas
preliminares la mayoria de las especies y variedades utilizadas como fuentes

donantes de protoplastos, mostraron hojas suaves, bien desarrolladas de color
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verde. D’onofrio et al 1999 encontré un mayor numero y alta concentracién de
protoplastos en hojas jéovenes que en hojas maduras. Se ha demostrado que las
hojas tiernas desarrollan una cuticula muy delgada por lo que ofrecen poca
resistencia a la penetracion de las enzimas que degradan la pared celular
(Bengochea y Dodds, 1986).

Como en la embriogénesis somatica, embriones verdes se desarrollan alrededor
del callo como lo comentado por Liu ef al., (2005), pero debido a la poca o nula
aparicién de los mismos (Deng, 1992) tuvimos un bajo porcentaje de eficiencia en
las fusiones de protoplastos. Se debe de tener en consideraciéon antes de
comenzar una fusion de protoplastos algunos puntos importantes que nos van a
redituar en una fusion eficiente, con bajos riesgos, bajos costos y alta rentabilidad.
Segun Birsch ef al, (1997) comenta que la fusidbn de protoplastos es un
procedimiento altamente demandante que requiere de experiencia y de mucha

manipulacion, lo cual lo convierte en una técnica no muy sencilla.

Después de una fusién y obtencion de embriones, el enraizamiento de los
embriones tentativamente fusionados no es menos problematico como lo comenta
Singh et al., (2009), ya que los embriones y las plantulas que se van generando
son deébiles y pequefios y deben ser colocados en un medio adecuado de
enraizamiento. Es de hacerse notar que las técnicas de cultivo de tejidos en
citricos es altamente dependiente del genotipo y ninguna de las técnicas es

completamente adaptable a todos los genotipos bajo todas las condiciones.

Las pruebas de ploidia mostraron solamente plantulas diploides, lo cual fue debido
a la baja cantidad de callo embriogénico que se obtuvo en el momento, se deben
de realizar al menos 20 fusiones para poder lograr un hibrido somatico, esto
propuesto por Grosser et al., (1996), lo cual explica lo sucedido ya que solo se
pudieron realizar 4 fusiones, esto se debi¢ a la falta de callo embriogénico friable

ya gque se requieren de grandes cantidades del mismo. Se sabe que en el genoma
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de los organelos del nlcleo y citoplasma existen numerosos caracteres que son
responsables de la respuesta de la planta en cuanto a su comportamiento frente a
problemas biéticos y abidticos. Se ha indicado que en el citoplasma estan los
organelos que contienen genes responsables de la tolerancia a ciertas plagas y
enfermedades. En tanto que en las mitocondrias estan los genes que regulan el
comportamiento productivo y calidad del fruto, entre otros caracteres (Moreira
2000 a; 2000 b; Grosser et al., 2000, Cheng et al., 2003). No existe un reporte
especifico que indique en cual organelo esta la caracteristica de resistencia a
VTC.

9.-CONCLUSIONES
Se logra la obtencién de un protocolo eficiente para la obtencion de callo

embriogénico tanto para limén mexicano.

Se logra la obtencién de un protocolo eficiente para la obtencion y fusion de

protoplastos.

No soblo se logré saber que metodologia, medios y tipo de explante nos
proporcionaron mayor eficiencia en la obtenciéon de callo embriogénico sino
también cuales de ellos nos proporcionan mayor cantidad de embriones

somaticos, esto para la utilizacion posterior en rescate embrionario.
La eficiencia de la fusidn de protoplastos y la obtencién de hibridos somaticos es

proporcional a la eficiencia de los sistemas de fusion en el cultivo de tejidos. Por

lo que se obtienen planta de fusiones mas no asi hibridas.
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10.-ANEXOS DE TABLAS DE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LA

METODOLOGIA

EME H+H RMAN DBA3 DOG
Component Concetracion mg/L
NHiNO; 1650 825 1650 825 1650 825
KNO3 1900 950 1900 950 1900 950
KH2PO4 170 170 170 85 170 170
MgSO4.7H20 370 370 370 185 370 370
CaCl2.2H20 440 440 440 440 440 440
Na2EDTA 37.3 373 37.3 7.3 37.3 37.3
FeS0O4.7H20 27.8 27.8 27.8 27.8 27.8 27.8
MnSQC4.H20 223 223 223 11.15 223 223
ZnS04.7H20 8.6 8.6 8.6 43 8.6 8.6
HaBOs 62 2o 6.2 3.1 62 6.2
KCl 750
Kl 0.83 0.83 0.83 0.4 0.83 0.83
Na2MoQ4.H20 0.25 0.25 0.25 013 0.25 0.25
CuS04.5H20 0.025 0025 0.025 0013 0026 0025
CoCI2.6H20 0.025 0.025 0.025 0013 0025 0025
Glutamine 1550
Tiamina HCI 10 10 10 5 10 10
Piridoxina HCI 10 10 10 5 10 10
Acido nicotinico 1 1 1 0.5 1 1
Myo Inositol 100 100 100 100
Extracto de malta 500 500 1500 500
Acido Giberelico 1
2,4-D 0.01
Benzilaminopurina 3
NAA 0.02 0.02
Carbon Activado 500
Sacarosa 50000 50000 25000 25000 25000 50000
Agar 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Agua de coco 20 ml/L
Cinetina 5

** Medios propuestos por Grosser para la hibridacién somatica. Grosser et al 2010.
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Preparacion de BH3 stock.

BH3 MACRO STOCK (100X) | 500 mi 11
KCl 754 180 g
MgSO4*7H20 185¢g 379
KH2PO4-monobasico 759 159
K2HPO4-dibéasico 149 2g

Los ingredientes para micronutrientes, vitaminas, calcio, hierro son las propuestas por Murashige y
Tukey (1969).

ANEXOS DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS PRACTICADAS EN EL
EXPERIMENTO 1.

EUREKA

Analysis of Variance Table for PC

Source DF S5 MS F P
MEDIO 24 L di6s sty 2l 1 B Wi 1
REP 8 636.574 T8, 3#18 1 B 0.2583
ErEsne 16 891.204 55:. 7002

Total 26

Note: 838 are marginal (type III) sums of aguares

Grand Mean 6.0185 GV 1244 @0

Analysis of Variance Table for PEMBT

sSource DF S8 MS F P
MEDIO 2 Bl L 15.8853 0.47 0.6330
REF 3 200,395 27.7993 0.82 0.5340
EEror 16 540.101 33.7563

Total 26

Note: 88 are marginal (type IITI) sums of sqguares

Grand Mean 1.5341 CV 378.73

LIMONERIA
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Analysis of Variance Table for PC

Source DF 88 Ms F
MEDIO 2 138.889 69.4444 2.29
REP 8 416.667 52.0833 1.71
Error 16 486.111 30.3819

Total 26

Note: 83 are marginal (type III) sums of

Grand Mean 2.7778 W 88 48

Analysis of Variance Table for PEMBT

Source DF 55 MS F
MEDIO 2 S L 15, BB53 O
REP 8 A e 20, Fahg 0 82
Er@ais 16 540:101 33: 7563

Total 26

Note: 88 are marginal (type IIT) sums of

Grand Mean 1.5341 CV¥ 378.73

ROSEMBERG

Analysis of Variance Table for PC

Source DF 55 MS F
MEDIO 2 312,50 156.250 28
REP 8 Bz, 835 65.104 0.91
Error 16 1145583 71.615

Total 26

Note: 83 are marginal (type TIIT) sums of

Grand Mean 5.5556 @B 52 L 88

Analysis of Variance Table for PEMBT

sSource DF S8 MS F
MEDIO 2 127.083 63.5413 2 .29
REF 3 222,395 27.7993 1.00
Error 16 444,789 27.7993

Total 26

Note: 83 are marginal (type IIT) sums of

Grand Mean 1.5341 CV 343.689

LIMON MEXICANO

'’

P
0.133%9
0.1707

sduares

0...63.30
0.56940

sSduares

0.1453
0.53259

sSduares

e
0.4726

sSduares
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Analysis of Variance Table for PCEM

Source DF 88 MS F P
MEDIO 2 118.15 59.0749 2.23 0.1140
REP 44 736.16 16.7310 0.63 0.95386
Error 88 2335.73 26.5424

Total 134

Note: 83 are marginal (type III) sums of sguares

Grand Mean 1.9067 BN 0 2

Analysis of Variance Table for PEMBRT

Source DF 58 MS F P
MEDIO o S8 LA 8, 3 T, OF 0.0000
REP 44 S, 4 116.12 1.01 0. 4659
Er@ais 88 10068.5 114.41

Total 134

Note: 88 are marginal (type IIT) sums of squares

Grand Mean 6.5187 CV 1e4.08

Limon mexicano (Metodologia Carimi)
Analysis of Variance Table for CE1T

Source DF 88 Ms F P
MEDIO 8 36480.0 4560.00 7.08 0.0000
REP ) 5808.0 6454 33 T 60 0.4471
Error 72 46404.3 644.50

Total 89

Note: 83 are marginal (type III) sums of sguares
Grand Mean 52.477 CV 48.38

Analysis of Variance Table for CE2T

sSource DF SS8 MS F P
MEDIO 8 25588:9 3198.62 7.65 0.0000
REFP 9 187 B 201.66 0.48 0.8819
Error T B 05 418.13

Total 89

Note: 88 are marginal (type IITI) sums of squares

Grand Mean 60.733 CV 33.67
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Analysis of Variance Table for CE3T

Source DF 55 Ms F P

MEDIO g FEOT0 296, B8 7829 0.0000

REP 9 U288 386 5l 0.82 0.6014

Error 2 2961843 411.34

Total 89

Note: 88 are marginal (type IITI) sums of squares

Grand Mean €1.565 CV 32.94

Analysis of Variance Table for CE4T

Source DF s5s Ms F P

MEDIO g 5 (i) 2 2835.34 6.72 0.0000

REP 9 25085 264.06 0.63 0.7713

Erres 2 SIS, L 421.90

Total 89

Note: 88 are marginal (type IIT) sums of squares

Grand Mean 61.449 CV 33.43

Analysis of Variance Table for CEST

Source DF s5s Ms F P

MEDIO g 28854..3 2819, 48 o H 0.0000

REF ) 2006.86 225,986 Gl S 0.7989

Ereer 12 ZT BBl BEGLS

Total 89

Note: 88 are marginal (type IIT) sums of sqguares

Grand Mean 63.24Z2 Cv 30.67

Experimento alterno

Analysis of Variance Table for PC15T

Source DF 5s Ms F P
Estadoe 4 27129.4 6782.35 D828 0.0000
Medio 2 1002.4 201 L5 4.30 0.0183
Rep 4 650.5 162.863 1.40 0.2471
Estado*Medio 8 GeB. 7 83.58 0.72 0.8750
Error 56 6522.6 116.47

Total 74

Note: 88 are marginal (type IITI) sums of sqguares

Grand Mean 49.195 CcvV 21.94
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Analysis of Variance Table for PC30T

Source DF S5 MS
Estado 4 24386, 9 609923
Medio & 923.3 461,867
Rep 4 5.2 127.79
Fstado*Medio B 533 ¥ 66.72
Error 56 B HEL O 92 il
Total 74

Note: 88 are marginal (type IIT) sums

Grand Mean 54.622 Cv 17.860

'’

F P
66.00 0.0000 *
00 0.0101 *
138 0.2516
0.72 0.68713 NS

of sguares
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