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Los citricos constituyen el cultivo de mayor im-
portancia en la Fruticultura Mexicana, tanto por el
area que se destina a su cultivo en 17 estados de la
Republica, como por los empleos que genera en la
produccion, la industria y la comercializacion na-
cional e internacional (de la Osa, 1998; GOmez et
al., 1998).

Actualmente México ocupa el cuarto lugar como
productor de citricos en el ambito mundial de na-
ranjas y primer lugar en la produccién de limas &ci-
das solamente superado por Brasil, Estados Unidos
y China (GISE, S.A. de C.V., 1996, citado por de la
Osa, 1998). Dentro de los citricos, la naranja y el
limon mexicano son las especies mas cultivadas, si-
guiéndole en orden de importancia, las mandarinas,
las toronjas, las limas y el limon real (Chagolla, 1990).

En el estado de Veracruz se cuenta en la actuali-
dad con més de 150.000 hectéreas de citricos sem-
bradas, de las cuales alrededor del 85.2% correspon-
de a Naranjas, el 80% a Mandarinas, el 4.5% a Lli-
mon Persay el 0.3% a Toronja. Esto representa mas
de la tercera parte de la superficie y produccion
citricola nacional (Gomez et al., 1998).

La propagacion de este grupo de especies se lleva
a cabo casi exclusivamente mediante injertos sobre
patrones de semillas, que en muchos casos tienen
un origen apomictico. Este tipo de propagacion que
en general requiere de una gran superficie, resulta
algo mas tardado, se encuentra limitado por la épo-
ca del afio y la obtencién de semilla adecuada, ade-
mas de que puede promover la transmision de en-
fermedades, especialmente sistémicas (Microplas-
mas, virus, viroides)(Chagolla, 1990).

El virus de la Tristeza de los Citricos (VTC) cons-
tituye hoy en dia la enfermedad viral, de caracter
letal, que maés dafio ha ocasionado a la citricultura
mundial (Orozco, 1996). Desde fines de la década
del 30 hasta los ultimos afios, esta enfermedad ha
ocasionado la muerte de 50 millones de arboles en
diversos paises (Orozco, 1996). En particular el VTC
ha destruido la citricultura de Sudamérica (especial-
mente en paises como Argentina, Brasil y Venezue-
la) y ha dafiado sensiblemente la citricultura de pai-
ses como Estados Unidos, Espaiia e Israel (Roistacher
etal., 1994; RIAC, 1995).

En gran parte estos dafios pueden ser atribuidos
al hecho de que mas del 90% de los arboles de los 6
paises de mayor produccion y exportacion de citri-



cos en la region de América Latina y el Caribe se
encuentran injertados sobre protainjertos de naran-
joagrio (Citrus aurantium L.) (RIAC, 1995), el cual
ademas de ser altamente susceptible al virus de la
tristeza de los citricos, resulta también muy sensible
a la Psorosis y a los Neméatodos (Curti-Diaz et al.,
1996).

México por su parte posee el 95% del total de
sus plantaciones susceptibles al VTC, ya que estan
injertados sobre patrones de naranjo agrio o son de
«pie franco» (sin injertar) como los limones «Colima
0 «Criollo» (C. aurantifolia L.), todos ellos extrema-
damente susceptibles al VTC, por lo que al igual
que los paises antes mencionados, la citricultura
mexicana no escapa de esta amenaza (Orozco, 1996).

Como indicara Roistacher et al., (1994) cada vez
se encuentra mas cerca de México el mayor enemi-
go de los citricos. Actualmente México se encuen-
tra rodeado de esta epidemia por el Sur (Guatemala
y Belice), por el Este (Las Antillas), por el Noroeste
(Florida), por el Norte (Texas) y por el Noroeste
(California)(de la Osa, 1998).

El vector mas eficiente de la enfermedad, que es
el afido Toxoptera citricidus Kirkardly (Meneghini,
1946; Costa y Grant, 1951, citados por Brunt et
al., 1996), elemento que desencadena con su dise-
minacion la alta mortalidad de plantas, ha sido re-
portado en varios paises de Centroamérica, en mi-
gracion hacia el Norte, asi como en las Islas del Ca-
ribe (incluyendo a Cuba). Desde Noviembre de 1995
se le ha detectado también en el estado de la Florida
y en Octubre de 1996 lleg6 a Belice, de modo que
se encuentra a solo 150 Km del estado de Quintana
Roo (de la Osa, 1998).

En el XIII Congreso Internacional de
Fitopatologia, desarrollado en Guadalajara, Jalisco,
en Septiembre de 1996, se informo por la Direc-
cion General de Sanidad Vegetal de la SAGAR, la
presencia del VTC, en sus lineas asintomaticas, en
7 estados de la Republica, hoy en dia éste se ha ex-
tendido yaa 12 Estados (de la Osa, 1999, com.pers).

De hecho, desde 1986 se ha reportado la presen-
cia de sintomas del VTC en el estado de Veracruz y
desde 1992 se constatd su presencia en el campo
experimental de Inmecafé en los viveros «El papa-
yo» y «El Limoncito» en Tlapacoyan y en la huerta
«Ex-Fira» de Martinez de la Torre. Es por ello que se
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ha implementado una norma en el Estado que ins-
tituye el «Plan de Emergencia contra el virus de la
Tristeza» (SARH, 1993).

Aunque en el estado de Veracruz esta enferme-
dad se ha manifestado en focos aislados y aparen-
temente con una raza débil del virus (Rocha-Pefia,
1995), no se descarta la posibilidad de que se haya
distribuido a otras areas citricolas dentro y fuera
del Estado. La amenaza de la tristeza se torna mas
preocupante particularmente en las regiones pro-
ductoras de limon mexicano, ya que esta especie
citricola es altamente vulnerable al VTC (Orozco,
1996).

Como medida de prevencion ante esta seria en-
fermedad desde hace afios la mayoria de los paises
citricultores afectados por el VTC han ido sustitu-
yendo el naranjo agrio (Citrus aurantium L.) por
portainjertos tolerantes al VTC como son: los
Citranges «troyer» y «carrizo» (Citrus sinensis L.
Osbeck x Poncirus trifoliata L. Raf.), la mandarina
«Cleopatra» (Citrus reticulata Blanco), la lima
«Rangpur» (Citrus aurantifolia L.) y el limén
Volkameriano (Citrus volkameriana Pasq.)(RIAC,
1995; Medina, 1995; Orozco, 1996).

Algunos de estos portainjertos como los Citranges
«troyer» y «carrizo» (Citrus sinensis L. Osbeck x
Poncirus trifoliata L. Raf.) y el Citrumelo «Swingle»
(Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.),
ademaés de tolerantes al VTC, pertenecen al grupo
de portainjertos cuyo efecto sobre la calidad del fru-
to es alto (Padron, 1991).

Aunque en México se han desarrollado diversas
acciones preventivas contra el VTC (L6pez, 1994;
Colliy Cardenas, 1995; INEGI, 1996), no se cuen-
taen la magnitud de lo necesario con un programa
de certificacion de plantas de citricos que permita
la produccion de portainjertos tolerantes al VTC,
ni de yemas certificadas de las principales varieda-
des comerciales, de manera que los productores
puedan contar con plantas certificadas como me-
dio de defensa ante esta enfermedad (Orozco,
1996).

Es por ello que la mayoria de los productores de
la region del Golfo siguen empleando el naranjo
agrio (Citrus aurantium L.) como portainjerto, dada
fundamentalmente la poca disponibilidad de semi-
lla y el gran desconocimiento que tienen sobre el
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comportamiento de otros portainjertos en sus plan-
taciones; por estas razones algunos citricultores han
optado por plantar alternadamente un patrén agrio
y uno tolerante al VTC dentro de cada hilera; de
este modo esperan asegurar una supervivencia de al
menos un 50% de sus arboles en caso de que se pre-
sente algunas razas severas de este virus (Curti-Diaz
etal., 1996).

De acuerdo con Lépez (1994), en la zona norte
de Veracruz, donde se encuentran diferencias no-
tables en suelos y clima, no se puede recomendar
el uso de un solo portainjerto como sustituto del
naranjo agrio, por lo que afirma que la nueva tec-
nologia exige mas precision en la seleccion de un
grupo numeroso de portainjertos, ya que cada uno
de ellos presenta limitantes a las propiedades ex-
tremas fisicas y quimica del suelo y a otras enfer-
medades.

Cabe resaltar que ante esta situacion, desde hace
algunos afos, se han estado desarrollando algunas
acciones para lograr un adecuado control y preven-
cion del VTC por parte del Centro Estatal de Sani-
dad Vegetal de Veracruz (CESVER), en coordina-
cion con el Instituto Tecnol6gico Agropecuario No.
18 (ITA-18) de Ciudad Cardel, Ver., las que han
conllevado, entre otras, al establecimiento de un
Vivero de portainjertos de citricos tolerantes al VTC,
que se ha venido caracterizando desde un punto de
vista morfoagronémico (Coto y Rodriguez, 1998;
GoOmez et al., 1998).

Las investigaciones dirigidas en particular al es-
tudio, seleccion y propagacion de portainjertos que
proporcionen las mejores caracteristicas horticolas,
con los mejores requerimientos de control de plagas
y de enfermedades, constituye uno de los fundamen-
tos necesarios, para cualquier industria citricola via-
ble y por ello cada pais, con una citricultura viable,
debe de, con alta prioridad, adoptar un programa
adecuado de produccion de material de propaga-
cion (RIAC, 1995).

La aplicacion de las técnicas biotecnoldgicas con
este prop6sito ha sido una via muy Gtil para apo-
yar los programas de produccion y certificacion de
portainjertos y yemas tolerantes al VTC que por la
via convencional se desarrollan en el Estado. Es
por ello que el presente trabajo esta dirigido a revi-
sar los principales avances biotecnolégicos que al

respecto se han logrado con particular referencia a
los que actualmente se han obtenido dentro del
Estado.

El empleo de las técnicas biotecnoldgicas como
la micropropagacion, ya sea a través del cultivo de
meristemos y de microinjertos, en combinacion o
no con las técnicas de termoterapia, asi como la in-
duccién del proceso de embriogénesis somatica,
constituyen en la actualidad alternativas muy pro-
metedoras para obtener plantas de citricos libres de
virus. Es por ello que en los tltimos afios se ha puesto
un mayor énfasis en el empleo de las técnicas de
cultivo de células sométicas y otras técnicas
moleculares, en el mejoramiento genético de los ci-
tricos (Gill et al., 1995).

En particular en citricos, los métodos de multi-
plicacion aséptica presentan numerosas ventajas, con
respecto a los métodos tradicionales de propagacion,
debido, a que permiten obtener elevadas tasas de
multiplicacion en corto tiempo, empleando espa-
cios reducidos y sin las limitaciones impuestas por
la época del afio, ademas de que posibilitan la elimi-
nacion de patdgenos no obligados y promueven la
liberacion de patogenos sistémicos (Chagolla, 1990).
Asimismo, como indicara Mas et al. (1991), me-
diante esta via se facilita el transporte e introduc-
cion de material vegetativo, sin el riesgo de transmi-
sion de enfermedades.

Los primeros trabajos de propagacién in vitro en
citricos se realizaron desde la década de los sesenta,
con la induccion de embriones nucelares en tres es-
pecies monoembrionicas de citricos (Rangan et al.,
1968). Desde entonces se han desarrollado nume-
rosos trabajos para la propagacion de citricos a par-
tir de tejidos nucelares de dvulos fertilizados (Rangan
etal, 1969, citado por Chaturvedi y Mitra, 1974) y
no fertilizados (Button y Borman, 1971; Mitra y
Chaturvedi, 1972, citados por Chaturvedi y Mitra,
1974).

Sin embargo ademas de tediosos, los métodos
antes mencionados poseen entre otros inconvenien-



tes el que solamente se puedan disponer de 6vulos
que se encuentren en un estadio apropiado de desa-
rrollo en un corto periodo del afio, ademas de que
las plantulas obtenidas por esta via muestran carac-
teristicas de juvenilidad (Chaturvediy Mitra, 1974).
Estas caracteristicas se manifiestan en forma de ar-
boles muy altos y espinosos, mas lentos para entrar
en fructificacion, produccion alternante mas mar-
cada, un mayor grosor de la corteza del fruto y pul-
pa mas aspera (Monteverde et al., 1992).

Por otra parte, el cultivo de meristemos que ha
resultado exitosos en varias especies vegetales para
limpiar materiales infectados por virus, no siempre
ha dado buenos resultados en citricos (Litz et al.,
1985; Gravina y Piestum, 1991). Esta técnica que
constituye la ruta mas facil y la que menos cambios
geneticos provocan —ya que no requiere de la ini-
ciacion y diferenciacion de érganos adventicios, sino
solamente desarrollar los puntos de crecimiento pre-
sentes en las yemas— ha sido entre otros empleada
por Mosella y Ascui (1985), Lukman et al. (1990),
Omuray Hidaka (1992) y Baruah et al. (1996). Hoy
en dia, como indicara, Baldwin (1993), el cultivo
de meristemo se ha adaptado muy bien para la pro-
duccion comercial de yemas de citricos libres de vi-
rus, fundamentalmente en el estado de la Florida,
Estados Unidos.

En México, Rodriguez (1986), citado por Cha-
golla (1990), cultivo explantes de yema nodal de
plantas maduras de dos tipos limoneros mexicanos,
cultivados bajo condiciones de invernadero y obtu-
vo, al igual que Kitto y Young (1981), bajas tasas de
multiplicacion (alrededor de 3 brotes por yema) y
similares dificultades para lograr el enraizamiento
de las vitroplantulas obtenidas. Resultados simila-
res fueron obtenidos también por Medina (1995).

Lukman et al. (1990) obtuvieron mejores resul-
tados en el cultivo de meristemos de citrange «troyer»
empleando primeramente medio liquido MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con
1mgL-* de Acido Giberélico (GA,) y 0.08 mgL" de
Benziladenina (BA) y luego medio MS sélido su-
plementado con 0.01mgL* de Acido naftale-
neacético (ANA), 0.5mgL- de BAy 1.0 mgL™ de
GA,.

Sing et al. (1994) lograron sin embargo inducir
un mayor numero de brotes (alrededor de 6 brotes
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por yema) a partir de cultivo de apices de 5a6 mm
de longitud provenientes de plantas maduras de
Citrus reticulata Blanco cv mandarina «Khasi» y C.
limon Burm.f.cv «limén Asam» en un medio MS,
suplementado con BAP (6 benzilaminopurina),
ANA y KIN (6-furfuril aminopurina). Estos auto-
res constataron la importancia del empleo de una
combinacion de ANA, AIB (acido indolbutirico) y
BAP para lograr un mayor éxito en la formacion de
brotes multiples y durante el proceso de enraiza-
miento y recomendaron para lograr una mas eleva-
da tasa de proliferacion de brotes en ambas espe-
cies, el empleo de medio MS suplementado con
ImgL™ de BA, 0.5mgL™ de Kinetinay 0.5 mgL™
de ANA.

A falta de una metodologia eficiente para el cul-
tivo in vitro de meristemos, que permitiera la libe-
racion de virus y demas patdgenos sistémicos en ci-
tricos, se implementd la técnica de Microinjertacion.
Esta técnica desarrollada primeramente por
Murashige et al. (1972) y puesta a punto por Nava-
rro et al. (1975), permite la obtencidn de plantas
libres de virus mediante la induccion al desarrollo
de un explante de meristemo apical sobre el épicotilo
decapitado de una plantula originada a partir de se-
milla, en un medio apropiado y bajo condiciones
asépticas.

De acuerdo con Navarro et al. (1975) es posible
lograr entre un 30-50% de éxito en la aplicacion de
esta técnica y en algunos casos se ha reportado hasta
un 90% (Chen et al, 1992). La técnica de microin-
jerto posee ademas la ventaja de que permite la eli-
minacion no solo del virus de la tristeza sino tam-
bién de otros virus como la Psorosis y la Exocortis
(Monteverde et al., 1992; Gonzalez et al., 1980),
como indicara Roistacher el al (1994) citado por
Gravina y Piestun (1991), la no deteccion de virus
en 400 plantas de distintas variedades de Citrus ob-
tenidas por microinjerto y cuya fuente original se
encontraba afectada por uno o mas de los virus de:
Psorosis, Amarillamiento, Concavidad gomosa, Hoja
rasgada, Infeccion jaspeada, Xyloporosis, Exocortis y
Spiroplasma citri, entre otros, demuestra la alta efi-
ciencia de ésta técnica para la eliminacién de distin-
tas razas de estos virus.

Por otra parte se ha indicado (Navarro et al.,
1975) que los microinjertos obtenidos no muestran
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caracteristicas de juvenilidad, lo que les permite in-
cluso florecer y fructificar en menos de un afio. ES
por ello que esta técnica se ha utilizado en muchos
paises citricolas del mundo para obtener yemas li-
bres de virus, con vistas a su uso en la propagacion
comercial de citricos (Gonzélez et al., 1977;
Starrantino, 1992; Monteverde et al., 1992; Gravina
y Piestum, 1991; Paiva et al., 1993; Zarei y
Rahimian, 1997; Mukhopadhyay et al., 1997,
Parthasarathy et al., 1997).

La frecuencia de éxito de los microinjertos se
incrementa con el tamafo del explante
meristematico, pero disminuye el porcentaje de
plantas libres de virus (Navarro et al., 1975), aun-
que muchas veces esta relacion depende del patoge-
no (Litz et al., 1985). Por ello se consideran opti-
mos para lograr un buen equilibrio entre el porcen-
taje de microinjertos prendidos y la eliminacion de
virus, el empleo de explantes meristematicos, cuyos
tamanos oscilen entre 0.12-0.18 mm y que posean
de 2 a 4 primordios foliares (Navarro et al., 1975;
Gravina y Piestun, 1991).

En México, como apuntara Chagolla (1990), se
ha logrado obtener plantas de citricos libres de vi-
rus siguiendo la metodologia propuesta por Nava-
rro et al. (1975), gracias entre otros a los trabajos
desarrollados en el Campo Experimental «General
Teran» del INIFAP.

De igual forma se ha logrado inducir en citricos
el proceso de embriogénesis somatica especialmen-
te en aquellas especies poliembridnicas (Kunitaki et
al., 1991; Gill etal., 1994; Gill et al., 1995; Belkoura
etal., 1995). Sin embargo los callos embriogénicos
producidos pueden presentar cierta inestabilidad
genética, que no los hacen muy apropiados para su
uso como método de propagacion.

Muy empleada ha sido también, la regeneracion
de plantas de citricos por la via sobre todo de la
organogénesis directa (Litz et al., 1985). Esta técni-
ca ha sido descrita en diversos tejidos como: raices
(Sauton et al., 1982; Starrantino y Caruso, 1987;
Raman etal., 1992), secciones de hojas (Chaturvedi
y Mitra, 1974) y secciones del tallo (Moore, 1986;
Raman etal., 1992; Mas et al., 1994; Harada et al.,
1996; Thirumalai y Thamburaj, 1996).

Dentro de estas se han logrado muy buenos re-
sultados con el empleo en particular de explantes a

partir de segmentos del tallo (Can et al., 1992; Pérez-
Molphe-Balch y Ochoa-Alejo, 1997).

Algunos autores (Rangaswamy, 1961; Murashige
y Tucker, 1969, citados por Medina, 1995) conside-
ran que las condiciones de cultivo mas adecuadas
para la induccién de la organogénesis en citricos re-
quieren mantener los cultivos a una intensidad lu-
minosa de 3,000 lux por un periodo diariode 122 16
horas y a una temperatura de 25 a 30°C. Los mismos
autores coinciden en sefialar que la sacarosa satisface
los requisitos en la mayoria de los tejidos de citricos si
se emplea en una concentracion de 5% (p/v).

De forma general, como apuntara Espinoza
(1994), el andlisis de los resultados sobre cultivos in
vitro en citricos muestran diferencias en las respues-
tas de los explantes —aln usando técnicas simila-
res—, dada la influencia entre otros de factores como
son: tipo de tejido, preparacién de los mismos, com-
posicion quimica del medio de cultivo y condicio-
nes de cultivo. Esto ha conllevado a que el nimero
de brotes obtenidos no haya sido muy elevado com-
parado con otras especies.

Teniendo en cuenta estos resultados que demues-
tran la utilidad del empleo de las técnicas de cultivo
de tejidos para lograr el saneamiento y micropro-
pagacion de portainjertos de citricos tolerantes al
virus de la tristeza preservando la estabilidad genética
necesaria, se comenzaron desde 1999 a desarrollar
algunos trabajos en esta direccion en el Instituto de
Genética Forestal de la Universidad Veracruzana.

Como parte de los trabajos realizados se ha lo-
grado la induccion del proceso de organogénesis in-
directa, asi como se han iniciado los trabajos de
microinjertos para la micropropagacion de dos
portainjertos (Citranges Troyer y Carrizo) toleran-
tesal Virus de la Tristeza de los citricos (Fotos 1y 2).

Foto 1

Foto 2



No abundan en la literatura referencias sobre el
uso de marcadores bioquimicos y moleculares para
evaluar la estabilidad genética del material
micropropagado y caracterizar las poblaciones de
portainjertos de citricos tolerantes al VTC.

Cabe mencionar entre otros a algunos autores
(Mas et al., 1986; Grosser et al., 1993; Bowman
1994) que han empleado los andlisis isoenzimaticos
para evaluar la estabilidad genética de las
vitroplantulas obtenidas. Otros autores han emplea-
do las variantes isoenziméaticas como marcador
genético para la identificacion de posturas nucelares
y cigoticas en progenies de citricos (Iglesias et al.,
1974; Iglesias y Lima, 1978), para estudiar el
polimorfismo bioquimico en éste género (Torres et
al., 1978; Torres et al., 1985), asi como para identi-
ficar los productos de fusion de protoplastos (Tusa
etal., 1990).

Sin embargo, debido a la estrecha relacién
genetica existente entre los cultivares de citricos, los
sistemas isoenzimaticos analizados hasta la fecha han
revelado la existencia de un bajo nivel de polimor-
fismo (Roose, 1988, citado por Deng et al., 1995).
Es por ello que en los ultimos afios se ha resaltado la
utilidad del empleo en citricos de otros marcadores
moleculares como es el Polimorfismo de ADN am-
plificado al azar (RAPD) para la identificacion de
genotipos de Citrus estrechamente relacionados
(Luroetal., 1992; Deng et al., 1995; Marino et al.,
1997). De acuerdo con Deng et al. (1995), esta téc-
nica permite detectar en forma altamente repetible
simples cambios de base en el ADN gendmico si se
examinan suficientes cebadores.
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Foto 3

Foto 4

Marino et al. (1997) empleando esta técnica para
caracterizar la diversidad genética dentro del
germoplasma de C. limonia, lograron detectar 100
marcadores RAPD polimorficos que permitio distin-
guir incluso a clones morfolégicamente idénticos.

Los trabajos que actualmente se desarrollan me-
diante el uso de marcadores bioquimicos en el Ins-
tituto de Genética Forestal han revelado la existen-
cia de un marcado monomorfismo en la composi-
cion de isoenzimas peroxidasas y fosfatasas acidas
(Fotos 3y 4) en ambos portainjertos en estudio.

En otros sistemas isoenzimaticos analizados
(esterasas y polifenoloxidasas) se ha detectado algu-
nas variantes polimdrficas (datos no mostrados) que
pueden servir de base no sélo para complementar
posibles trabajos de identificacion varietal de
portainjertos de citricos sino también como una via
de evaluar la estabilidad genética en el material
micropropagado.

Por limitaciones de espacio no se ha podido in-
cluir la lista completa de referencias bibliogréficas
que acompaiia a este articulo. Los interesados en
obtenerla en formato electronico pueden solicitarla
directamente a la direccion de correo electronico de
Cuadernos de Biodiversidad.





