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Nunca vayas por el camino 
trazado porque conduce hacia 

donde otros han ido ya. 

Sir Alexander Graham  Bell 
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Resumen. 

Los cítricos son uno de los principales cultivos a nivel mundial, pero su producción se ve 
reducida por diferentes tipos de estrés. Entre ellos, la salinidad es el que probablemente 
causa un mayor impacto, principalmente en zonas áridas y semiáridas que son las zonas 
principales de producción de cítricos. 
La mejora de patrones de cítricos mediante métodos tradicionales se encuentra limitada 
por factores relacionados con su biología reproductiva. Como alternativa, el desarrollo de 
herramientas biotecnológicas como la mutagénesis, en combinación con el cultivo de 
tejidos, deberían ser consideradas como valiosas estrategias para abordar la mejora 
genética de estas especies. 
En el presente trabajo, se ha desarrollado por primera vez un protocolo simple y eficaz de 
micropropagación, a partir de material adulto, de tres importantes patrones de cítricos. Si 
bien existen diferencias debidas al genotipo, fueron indispensables, para la multiplicación 
de los explantos, medios con alta concentración salina, como DKW o MS, y diferentes 
combinaciones de BA y GA o BA y AD. Durante la fase de enraizamiento, la adición de 
auxinas ha sido esencial, si bien mientras que en Macrophylla, los mejores resultados se 
obtuvieron con combinaciones de IBA e IAA, en Naranjo amargo y Cleopatra, se 
obtuvieron con IBA y NAA. La aclimatación de los explantos fue casi del 100% para 
todos los patrones estudiados. Este protocolo podría ser usado para la producción de 
plantas de patrones de cítricos certificadas y como fuente de material aséptico y 
genéticamente homogéneo para estudios de comportamiento frente a diferentes estreses 
y para su uso en programas de mejora genética mediante mutagénesis o transformación. 
La evaluación del comportamiento de los cultivos en campo bajo condiciones salinas es 
realmente complicada debido a la variabilidad de la salinidad y a la importante interacción 
que se produce con otros factores ambientales. El cultivo de tejidos ofrece una alternativa 
eficaz para el estudio de los mecanismos implicados en la tolerancia a la salinidad, ya que 
proporciona una respuesta relativamente rápida en un ambiente controlado. Se analizó la 
respuesta a la salinidad de explantos de Macrophylla en proliferación o en enraizamiento. 
La tasa de crecimiento de los explantos disminuyó con el aumento de la concentración de 
NaCl en el medio de cultivo en los dos tipos de explantos. A nivel fisiológico, la 
concentración total de clorofila disminuyó de manera significativa con la sal, y este efecto 
fue más significativo en los explantos enraizados. Para contrarrestar el daño por la sales, 
los explantos respondieron mediante la síntesis y acumulación de sustancias 
osmoprotectoras como prolina y glicina betaína. La concentración de Na+ y Cl- en los 
explantos de Macrophylla aumentó de manera significativa con la salinidad, pero los 
niveles fueron más altos en los explantos en proliferación.� Los resultados obtenidos 
sugieren que los importantes daños sufridos en los explantos se deben principalmente a 
la toxicidad celular de los iones salinos, principalmente al Cl-. 
Se ha desarrollado un sistema eficiente de organogénesis in vitro, para explantos nodales 
adultos de Macrophylla y Naranjo amargo, que podría ser utilizado para la introducción 
de variación genética a través de transformación o mutagénesis. El protocolo fue 
optimizado variando la concentración de los reguladores del crecimiento, las condiciones 
de incubación, el medio basal y el tipo de explanto usado. La adición de BA (2-3 mg/l) y 
el periodo de inducción en oscuridad (3-4 semanas) fueron indispensables para la 
regeneración de los explantos y el tipo de explanto o el medio basal tuvieron una gran 
influencia. Los mejores resultados fueron obtenidos con segmentos nodales, frente al uso 
de segmentos internodales, y la eficiencia organogénica fue superior cuando se utilizaron 
explantos de la zona apical del brote. 



  



Abstract. 

Citrus fruits are regarded as the major culture around the world, but citrus production is 
limited by abiotic stress. Among them, salinity is probably the most impacting adverse 
condition, mainly in arid and semiarid regions, where citrus are produced. 
The improvement of Citrus rootstock via conventional breeding strategies is normally 
hampered by several factors related to their reproductive biology, such as large tree size, 
polyembryony, high level of heterozygosity, and long juvenile period. As alternatives, 
biotechnological techniques, such as plant tissue culture in combination with 
mutagenesis, should be looked on as valuable strategies for improvement of Citrus

rootstocks. 
In the present work, has been developed a simple and useful methods of micropropagation 
from mature plants of alemow, Sour orange and Cleopatra mandarin, by optimization of 
culture medium (nutrients salts and growth regulators), since introduction of plant 
material, multiplication and rooting in vitro to acclimatization ex vitro. In general, 
although differences due to the genotype were observed, in all rootstocks, best results in 
micropropagation phase were obtained in DKW-based culture medium in combination 
with BA and GA. In the rooting stage, IBA and IAA combinations for alemow, and NAA 
and IBA for Cleopatra mandarin or Sour orange produced highest rooting percentages. 
Success during acclimatization was close to 100 % for all rootstocks. These 
micropropagated explants could be used for the production of certified citrus rootstocks 
plants and as an ideal source of aseptic and homogeneous material for different 
transformation or mutagenesis experiments, and the protocol of micropropagation 
described in this study can be easily applied for the effective propagation of genetically 
modified plants. 
Evaluating field performance crops under saline conditions is notoriously difficult 
because of the variability of salinity within fields and the enormous potential for 
interactions with other environmental factors. In vitro tissue culture is a simple system 
that offers a suitable alternative to studying physiological mechanisms of tolerance to 
salinity, since it provides relatively fast responses, a short generation time and a controlled 
environment. In the present study, the possible use of in vitro culture to evaluate the 
growth and physiological responses to salt-induced stress in cultivated explants of 
alemow was analyzed. All growth parameters were decreased significantly by these NaCl 
treatments. At physiological level, in both type of explants, a reduction in chorophyll 
contents was observed. For osmotic adjustment, high concentrations of compatible 
solutes (proline and quaternary ammonium compounds QAC) were accumulated in 
tissues. The Na+ and Cl- concentrations in the explants increased significantly with the 
salinity level, but Cl- levels were higher, so we suggest that the important deleterious 
effects in the in vitro explants of Citrus macrophylla grown at increasing NaCl 
concentrations were due mainly to toxic effects of saline ions, particularly Cl-, at the 
cellular level. There is evidence that in vitro nodal segments of Citrus macrophylla

respond to salinity in a similar way to the whole plant, so this technique could be used for 
pre-selection and evaluation of salt tolerance. 
An efficient system of regeneration via organogenesis is the first step in the successful 
introduction of genetic variation by mutagenesis or genetic transformation. In the present 
study, we have evaluated the effect of the composition of culture media, incubation 
conditions, and explant type and origin, on in vitro organogenesis of two citrus rootstocks, 
alemow and sour orange, using mature tissues taken from in vitro-proliferated shoots. 
Explants from two citrus rootstocks showed similar responses on the regeneration 
medium. Best results were obtained when explants from apical shoots were used and 



cultured in darkness in DKW basal medium in combination with BA. This regeneration 
protocol could be integrated in a Citrus rootstocks salinity breeding program. 
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1. LOS CÍTRICOS. 

Los cítricos pertenecen a la familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae. Son 

árboles de hoja perenne con orígenes tropicales y subtropicales. Los frutos tienen forma 

de baya en hesperidio, procedentes de un ovario multicarpelar, la pulpa contiene 

vesículas de zumo y la corteza es coriácea con alta densidad de glándulas de aceites 

esenciales.  

La ordenación de la subfamilia Aurantioideae resulta compleja debido a la gran 

capacidad de hibridación que poseen los cítricos, incluso entre diferentes géneros, tienen 

una elevada tasa de mutaciones espontáneas y, como consecuencia de la apomixis, las 

variaciones genéticas tienden a perpetuarse (Davies y Albrigo, 1994). Los tres géneros de 

cítricos cultivados en la actualidad son: 

1) Fortunella (kumquat), 

2) Poncirus, formado por especies de hoja trifoliada caduca, de gran resistencia al 

frío y utilizados como portainjertos. 

3) Citrus, que incluye las especies más importantes desde el punto de vista 

agronómico como las naranjas dulces (C. sinensis [L.] Osb.), mandarinas (C. reticulata

Blanco y C. unshiu Marc.), pomelos (C. paradisi Macf.), limones (C. limon Burm. f.) y 

limas (C. aurantifolia L.).

La sistemática del género Citrus también es controvertida ya que según Swingle 

y Reece (1967) este género está formado por 16 especies mientras que según Tanaka 

(1977) comprende 162 especies. Análisis filogenéticos realizados por Scora (1975) y 

Barret y Rhodes (1976), indican que únicamente hay tres especies verdaderas dentro de 

los cítricos cultivados: C. medica L. (citrón), C. reticulata Blanco (mandarina) and C. 

maxima (Burm.) Merr. (pumelo) y estudios moleculares más recientes han confirmado el 

papel central de estas tres especies (Nicolisi y col., 2000; Froelicher y col., 2011). El resto 

de especies de cítricos como C. aurantium L. (Naranjo amargo), C. limon (L.) Burm.f. 

(limón), C. aurantifolia (Christm.) Swing. (lima), C. sinensis (L.) Osb. (naranja) y C. 

paradisi Macfad. (pomelo), se consideran especies secundarias que han derivado de 

hibridaciones de estas especies verdaderas.  

La gran mayoría de las especies de los géneros Citrus, Fortunella  y Poncirus

son diploides, con un número básico de cromosomas x = 9 (2x = 2n = 18), excepto 

Fortunella hindsii que es tetraploide (4x = 2n = 36). El tamaño estimado del genoma de 



Introducción 

3 

cítricos es de 382 Mb (Arumuganathan y Earle, 1991), inferior al de arroz (419 Mb) (Goff 

y col., 2002) y unas tres veces superior al tamaño del genoma de Arabidopsis (125 Mb) 

(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). 

Los cítricos se originaron hace unos 20 millones de años en el sudeste asiático, 

incluyendo desde Arabia oriental hasta Filipinas y desde el Himalaya hacia el sur, hasta 

Indonesia ó Australia. Dentro de esta gran región, el noreste de la India, el norte de 

Birmania y la provincia de Yunnan (en el centro-sur de China), se consideran los tres 

centros de origen más importantes (Gmitter y Hu, 1990). Actualmente el cultivo de los 

cítricos se extiende por la mayor parte de las regiones tropicales y subtropicales 

comprendidas entre las latitudes 44º N y 41º S (Agustí, 2003). 

1.1 Importancia del cultivo de los cítricos. 

Los cítricos, incluyendo naranjas, mandarinas, limones, limas y pomelos, se 

cultivan en más de un centenar de países, en una superficie total de 9.7 mill. Has y 

alcanzan una producción de 135.7 mill. Tm, cifra muy superior a la de otras frutas como 

plátanos (5.1 mill. Has y 106.7 mill. Tm) o uvas (7.2 mill. Has y 77.2 mill. Tm) (FAO, 

2013). 

España, con una producción de en torno a 6.4 millones de toneladas, ocupa el 

sexto lugar en la producción mundial de cítricos, precedido de China, Brasil, India, EEUU 

y México (Fig. 1). La producción de naranjas es la mayoritaria a nivel mundial (57.7%), 

seguida de la de mandarinas (23.2%), limones (12.3%) y pomelos (6.8%) (FAO, 2013). 

España es el país con el mayor volumen de exportación de cítricos del mundo, para su 

consumo en fresco, con más de 3.4 mill. Tm, siendo el primer exportador mundial de 

naranjas, mandarinas y limones (FAO, 2009) y su mercado más importante es la UE, 

principalmente Alemania y Francia, países a los que destina más del 50% de la 

exportación (Magrama, 2014). A pesar de que en los últimos años ha aumentado la 

competencia internacional en el sector de la citricultura, España se mantiene como el 

primer país exportador de fruta fresca y esta posición de liderazgo se debe en gran medida 

a la dinámica varietal que ha permitido ofrecer en los mercados internacionales las 

mejores variedades existentes en cada momento (Navarro y col., 2006). 
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Figura 1. Principales productores mundiales de cítricos (FAO, 2013) 

Los cítricos de mayor producción en España son las naranjas (53.3%), seguidas 

de las mandarinas (33.2%) y los limones (12.3%). La Comunidad Valenciana lidera la 

producción de naranjas (59%) y mandarinas (73.3%), mientras que la Comunidad de 

Murcia lidera la producción de limones (55%) (Magrama, 2014). Esta producción supone 

para España, además de un gran beneficio social, una parte importante de su PIB. De la 

adecuación al mercado y de la calidad de esta producción depende, en cierta manera, este 

beneficio económico y social. 

En los últimos años la producción citrícola española está siendo sometida a una 

fuerte competencia por parte de otros países mediterráneos y sudamericanos. Hoy día, los 

distintos sectores citrícolas están de acuerdo en que, para aumentar la competitividad de 

nuestros cítricos, es absolutamente imprescindible ofrecer productos de una elevada 

calidad, ya que los consumidores de los países europeos como Alemania, Francia, Italia 

y Reino Unido, principales destinatarios de nuestras exportaciones (FEPEX, 2014), 

muestran unas exigencias cada vez más importantes en relación con la calidad de la 

producción. Así, la obtención de patrones capaces de tolerar estreses tanto bióticos como 

abióticos y que confieran a las variedades alta calidad comercial y elevada producción, 

de manera que se satisfagan las exigencias del mercado, constituyen los principales 

objetivos esenciales ligados a la mejora genética vegetal de los cítricos (Agustí, 2003).   
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1.2. Limitaciones de la producción de cítricos. Influencia del patrón.

Los cítricos están sometidos a distintos estreses tanto de tipo abiótico, como 

sequía, salinidad, altas y bajas temperaturas, como de tipo biótico, donde se incluyen 

plagas y enfermedades, provocadas principalmente por hongos, bacterias y virus. Algunas 

enfermedades a las que son susceptibles los cítricos han tenido gran repercusión en las 

distintas zonas citrícolas como son la gomosis producida por el hongo Phytophtora sp. ó 

el virus de la tristeza de los cítricos (CTV). La aparición de estas enfermedades  repercutió 

seriamente en la citricultura mundial. En el caso de la gomosis, esta enfermedad estuvo a 

punto de hacer desaparecer el cultivo y sólo se consiguió controlar con el uso de patrones 

como el Naranjo amargo (Citrus aurantium) que sustituyeron a los pies francos utilizados 

hasta ese momento (Giner, 1893; Rullán, 1896). Sin embargo, con el uso de este patrón 

se crearon las condiciones idóneas para la aparición de epidemias sucesivas de tristeza, 

que fue el resultado directo de la interacción del virus de la tristeza de los cítricos con las 

distintas variedades injertadas sobre este patrón. El resultado de esta enfermedad, en los 

años 30, fue dramático para la industria citrícola e incluyó la pérdida a nivel mundial de 

casi 100 millones de árboles injertados sobre Naranjo amargo y la necesidad de utilizar 

nuevos portainjertos tolerantes a la tristeza para reconstruir la citricultura en los países 

afectados (Moreno y col., 2008).  

En España, la tristeza causó la muerte de más de 50 millones de árboles de naranjo 

dulce, mandarino y pomelo injertados sobre Naranjo amargo. Sólo se consiguió controlar 

la enfermedad mediante la utilización de patrones alternativos a Naranjo amargo que 

resultaron tolerantes a la enfermedad, fundamentalmente los citranges ‘Troyer’ y 

‘Carrizo’, así como el mandarino Cleopatra (Forner, 1985). Esta cualidad de resultar 

tolerantes a CTV, convirtieron a los citranges en los principales patrones utilizados en la 

citricultura española. En la actualidad CTV se encuentra presente con incidencia desigual 

en casi todas las zonas citrícolas del mundo. Es prácticamente endémico en Asia, 

Australia, África del Sur y gran parte de Sudamérica, mientras que tiene una incidencia 

mínima en los países del Mediterráneo (Cambra y Moreno, 2000; Moreno y col., 2008).  

En la actualidad, el cultivo franco de cítricos es inexistente debido a la sensibilidad 

de las distintas variedades de cítricos a las enfermedades, condiciones ambientales, etc. 
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La elección del patrón es fundamental porque: 

1) Permite la adaptación de la variedad a las condiciones particulares del suelo 

confiriendo tolerancia a factores desfavorables como caliza, sequía y salinidad. 

2) Confiere tolerancia ó resistencia a ciertas enfermedades. 

3) Proporciona cierto control sobre la calidad y cantidad de la cosecha, pudiendo 

adelantar o retrasar la producción y confiere mayor uniformidad de la 

plantación. 

Además, el patrón influye en muchas de las características de una variedad como 

el vigor, el desarrollo y el tamaño del árbol, la cosecha y el tamaño y calidad del fruto 

(Agustí, 2003). 

Los portainjertos de cítricos normalmente no se corresponden con la misma 

especie del injerto, sino que pueden ser otra especie, híbridos o pertenecer a otro género 

botánico.  

El patrón perfecto y universal no existe y el éxito en la elección de un determinado 

patrón viene determinado principalmente por las condiciones edafoclimáticas de cada 

zona y por la variedad a injertar (Agustí, 2003). Así, en países como Brasil se utilizan 

Poncirus trifoliata y C. jambhiri, en Sudáfrica el híbrido Citrumelo CPB 4475, citranges 

y C. jambhiri, en Australia P. trifoliata, citrange ‘Troyer’ y ‘Carrizo’, y en países como 

China, Japón o Argentina, el principal patrón es P. trifoliata (Agustí, 2003). En España, 

los principales patrones de cítricos utilizados son citrange ‘Carrizo’, C. macrophylla y 

mandarino Cleopatra. En la Región de Murcia, debido a las características 

edafoclimáticas de la zona, con bajas precipitaciones y práctica ausencia de heladas, 

convierten a Macrophylla en el principal patrón utilizado en la citricultura murciana 

(Consejería de Agua, Agricultura y Medio Ambiente, 2013), seguido por citrange 

‘Carrizo’, mandarino Cleopatra y Naranjo amargo (Fig. 2). 
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Figura 2. Evolución en el uso de patrones en la citricultura murciana. Elaboración 
propia a partir de datos proporcionados por la Consejería de Agua, Agricultura y Medio 
Ambiente de la Región de Murcia. 

Por otro lado, en el cultivo de limonero, los principales patrones utilizados en la 

Región de Murcia en el período 2005-2010 son Citrus macrophylla y C. aurantium con 

un porcentaje de 88.15 % y 9.1 %, respectivamente (Fig. 3), mientras que en los casos 

donde los altos niveles salinos impiden la utilización de estos patrones, se utiliza como 

patrón el mandarino Cleopatra debido a la gran tolerancia que presenta este patrón frente 

a la salinidad. El empleo de otros patrones como C. volkameriana y citrange ‘Carrizo’ es 

prácticamente testimonial, suponiendo en conjunto con Cleopatra un total de menos del 

3% entre estos tres patrones (Fig. 3). 
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Figura 3. Porcentaje de uso de patrones en el cultivo de limonero en Murcia 
durante el período 2005-2010. Elaboración propia a partir de datos 
proporcionados por Consejería de Agua, Agricultura y Medio Ambiente de la 
Región de Murcia. 

Una de las principales exigencias de la citricultura española y mundial es la 

disponibilidad de nuevos patrones con mejores características de los que se utilizan 

actualmente (como por ejemplo el citrange ‘Carrizo’ que hoy en día se utiliza en el 61% 

de las nuevas plantaciones en España). Por un lado existe la exigencia de disponer de 

patrones con buenas características agronómicas, como por ejemplo Naranjo amargo o C. 

macrophylla, y por otro lado la exigencia de que los nuevos patrones sean resistentes a 

las enfermedades más comunes como el Poncirus trifoliata que es resistentes al virus de 

la tristeza. 

1.3. Características de los portainjertos utilizados en la tesis doctoral  

A continuación se describen de manera breve algunos de los principales patrones 

utilizados en la citricultura murciana y española y que han sido objeto de estudio en esta 

tesis doctoral: Citrus macrophylla, C. aurantium y C. reshni. 
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1.3.1. Citrus macrophylla (Wester) (Macrophylla)

C. macrophylla es una especie híbrida, posiblemente de C. celebica y C. grandis, 

nativa de Filipinas (Fig. 4). Morfológica y genéticamente es muy similar a limones y 

limas. A pesar de que este patrón resulta sensible al Virus de la Tristeza de los Cítricos 

(CTV), su combinación con limonero sí resulta tolerante, por lo que en la actualidad es el 

principal patrón utilizado en los viveros de la Región de Murcia, tanto para el cultivo del 

limón como de otros cítricos (Fig. 2 y 3), ya que este patrón incrementa la productividad 

y el rendimiento de los cultivos de limón y además, producen limones con bajos niveles 

de acidez (Pérez-Pérez y col., 2005). Sobre la variedad induce mucho vigor, una rápida 

entrada en producción, una productividad muy alta y una marcada precocidad de sus 

frutos, aspectos muy importantes económicamente. 

Figura 4. Árbol de Citrus macrophylla. 

Los árboles se desarrollan bien en suelos calcáreos y arenosos que tengan pH 

elevado. Este patrón tiene un sistema radicular denso y profundo que confiere cierta 

tolerancia frente a la sequía y salinidad, pero resulta muy sensible a las heladas y a la 

asfixia radicular, razones por las cuales se adapta perfectamente a la Región de Murcia, 

donde las heladas son muy escasas. Respecto a las enfermedades, este patrón resulta 
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tolerante a exocortis y resistente a Phytophtora sp., aunque resulta sensible a Xiloporosis 

sp. y nemátodos (Agustí, 2003). 

1.3.2. C. aurantium (L.) (Naranjo amargo) 

El Naranjo amargo (Fig. 5), al igual que C. macrophylla, a pesar de ser un patrón 

sensible a CTV, su combinación con limonero si resulta tolerante, razón por la que 

subsisten plantaciones adultas y se sigue utilizando en la actualidad en este cultivo, siendo 

el segundo patrón en importancia en el cultivo del limón tras C. macrophylla (Fig.2). 

Figura 5. Árbol de Naranjo amargo. 

La masiva utilización de este patrón se debe a las buenas características 

agronómicas que presenta, ya que resulta muy compatible con las diversas especies 

comerciales, les confiere una gran productividad y buena calidad de la fruta. De fácil 

multiplicación en vivero y bastante homogeneidad de las plantas jóvenes, a pesar del 

grado reducido de poliembrionía de sus semillas. Con la variedad ‘Fino’ tiene buena 

afinidad, pero entra tarde en producción, por lo que suele combinarse con la variedad 

‘Verna’ (Agustí, 2003). En comparación con Macrophylla entra en producción más tarde 

y no es tan productivo, pero la calidad de la fruta es mayor. 

Este patrón es resistente a la asfixia radicular y a las heladas y resulta tolerante a la 

clorosis férrica (Forner-Giner y col., 2010). Con excepción de CTV, este patrón resulta 

resistente a todas la enfermedades virales y es resistente a hongos como Phytophthora sp.
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y Armillaria sp. (Agustí, 2003). Respecto a la salinidad, se considera más sensible que 

mandarino Cleopatra y Citrus macrophylla (Cerdá y col., 1977; García-Lidón, 1998). 

1.3.3. C. reshni (Hort ex Tanaka) (Cleopatra) 

Genéticamente pertenece al grupo de las mandarinas (Fig. 6). Es el tercer patrón 

más utilizado en España después de citrange ‘Carrizo’ y C. macrophylla. (Agustí, 2003) 

(Fig. 2). 

Figura 6. Árbol de mandarino Cleopatra. 

Es un patrón tolerante al virus de la tristeza, exocortis, psoriasis y xiloporosis, 

aunque sensible a Armillaria mellea y presenta tolerancia media a Phytophtora sp. 

(Agustí, 2003). Es un patrón muy sensible al encharcamiento (Arbona y Gómez-Cadenas, 

2008), pero al igual que C. aurantium resulta tolerante a la clorosis férrica (Forner-Giner, 

2010) y es considerado un patrón resistente a la salinidad (López-Climent y col., 2008), 

por lo que se utiliza en zonas con elevados contenidos de cal o problemas de salinidad 

(Amorós, 2003). 

Su comportamiento en vivero no es bueno, requiriendo hasta dos años de 

semillero y alargando de este modo el período total de producción de plantones, pero su 

principal defecto es la irregularidad que induce sobre el desarrollo de los árboles, a los 

que puede conferir además un vigor reducido. Con todo ello, en general, la entrada en 

producción de la plantación se demora ligeramente y su producción es más reducida en 

comparación con otros patrones. A pesar de ello, la producción y la calidad del fruto de 
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las variedades injertadas sobre él son buenas, aunque el calibre del fruto es pequeño y la 

piel más fina (Agustí, 2003). No se ha observado incompatibilidad con ninguna variedad 

comercial (Castle, 1987; Castle y col., 1993). 
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2. SALINIDAD. 

El desarrollo y la productividad de las plantas están fuertemente influenciados por 

un amplio rango de condiciones ambientales estresantes, que incluyen sequía, salinidad y 

temperatura. Estos estreses abióticos pueden reducir el rendimiento de los cultivos en más 

de un 70% (Ashraf, 2004; Agarwal y col., 2006), lo cual supone un serio problema en el 

suministro de alimentos para una población mundial en continuo crecimiento.  

La salinidad es uno de los principales estreses abióticos y provoca efectos 

adversos sobre el crecimiento de las plantas y la productividad de los cultivos, llegando 

a ser incluso más prevalentes como resultado de la agricultura intensiva (Zhu, 2002). El 

estrés salino afecta a más de 800 millones de hectáreas en todo el mundo (FAO, 2008), 

lo que representa más el 6% del área total de la tierra. Principalmente, la salinidad tiene 

un origen natural por la acumulación de sales presentes en el suelo por la dilución debida 

al agua de lluvia, aunque una gran extensión de tierras cultivadas están expuestas a los 

efectos producidos por la salinidad secundaria como consecuencia de la transformación 

del terreno con fines agrícolas y la irrigación de los cultivos (Munns, 2005). 

Las sales presentes en el agua de riego se acumulan a un ritmo más o menos 

acelerado y determinan la degradación y la pérdida del valor agrícola de los suelos. Este 

problema es más acuciante en zonas áridas y semiáridas, donde las precipitaciones son 

insuficientes para lavar las sales solubles aportadas al suelo. La historia de las grandes 

civilizaciones es, en gran medida, la historia de la agricultura de irrigación, y ésta no 

puede perdurar ilimitadamente sin un control adecuado del equilibrio entre la salinidad 

de las aguas de riego, la salinidad nativa del suelo y la capacidad de drenaje del mismo, 

para permitir que el exceso de sales sea lixiviado de la zona radicular de los cultivos. 

(Gárate y Bonilla, 2000).  

En los últimos años, se están haciendo grandes esfuerzos para lograr variedades 

tolerantes a la salinidad, aunque estos avances son lentos debido probablemente a la 

complejidad del estrés salino, como demuestra el hecho de que no se conocen 

completamente las bases fisiológicas de la tolerancia en las plantas (Munns y Tester, 

2008).  
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El efecto negativo de la salinidad en los cultivos se debe a dos tipos de estrés 

(Ferguson y Grattan, 2005) (Fig. 7):  

• el estrés hídrico, al reducirse la absorción de agua por el efecto 

osmótico. 

• la toxicidad específica o iónica relacionada con la excesiva 

absorción de sodio y cloruro, que desencadena un desequilibrio 

nutricional en la planta y provoca estrés oxidativo. 

Figura 7. Efectos causados por la salinidad en plantas. Efecto osmótico e iónico. 

En el caso del estrés hídrico, se produce en una disminución en el potencial hídrico 

intracelular, reduciéndose el turgor celular, el crecimiento y la fotosíntesis , 

produciéndose la deshidratación la planta (Gómez-Cadenas y col., 1998). 

En el caso de la toxicidad, la presencia de altas concentraciones de iones salinos, 

como Cl- y Na+, en las células vegetales conduce a perturbaciones en la cinética del 

transporte de dichos iones. Como consecuencia de la acumulación de estos iones en el 

apoplasto, se produce un estrés hiperosmótico, desequilibrio iónico y toxicidad (Niu y 

col., 1995; Zhu, 2002). En este contexto, los altos niveles salinos restringen la absorción 

de agua, conduciendo a la pérdida de agua en el interior de la célula, lo cual podría alterar 

eventualmente el potencial osmótico de las células expuestas a la salinidad (Türkan y 

Demiral, 2009). Además, se produce un desequilibrio nutricional, induciéndose 

deficiencias de algunos nutrientes esenciales como K+, Ca2+, Mg2+ y NO3
- (Bañuls y col., 



Introducción 

15 

1990; Zekri y Parson, 1990). En estas condiciones la adquisición y distribución de 

nutrientes minerales por la planta pueden ser alteradas por la fuerza iónica de la solución 

del suelo y por la interacción directa de los iones que predominan en el medio con la 

adquisición y transporte de nutrientes en la planta (Ruiz y col., 1997)  

La exposición a estrés salino en las plantas provoca el cierre de estomas, de forma 

que se restringe la entrada de CO2 en la hoja, se induce una reducción en el contenido de 

clorofilas, afecta al transporte electrónico e inhibe la actividad del fotosistema II, 

reduciendo la tasa fotosintética neta y la acumulación de carbohidratos (Arbona y col., 

2005; García-Sánchez y Syversten, 2006), lo cual esté probablemente asociado a la 

reducción en la difusión del CO2 en los estomas (Paranychianakis y Chartzoulakis, 2005) 

como consecuencia de la acumulación de sales en los cloroplastos (Sudhir y Murthy, 

2004). Esta reducción en la actividad fotosintética está directamente relacionada con la 

reducción en el rendimiento de los cultivos (Meloni y col., 2003), aunque el mecanismo 

por el cual el Cl- inhibe la fotosíntesis no está claro.  

Para defenderse de los efectos nocivos de la salinidad, las plantas responden a los 

estreses abióticos mediante modificaciones celulares, fisiológicas y bioquímicas, 

desarrollando un arsenal de sofisticados mecanismos de defensa para poder adaptarse a 

dichas condiciones desfavorables.  

Una de estas modificaciones implica la producción y acumulación de pequeñas 

moléculas orgánicas muy solubles en agua y que no resultan tóxicas a altas 

concentraciones denominadas solutos compatibles (Chen y Murata, 2011). Entre estas 

sustancias se encuentran compuestos de amonio cuaternario como la glicina betaína (GB) 

y aminoácidos como la prolina. La producción de estos osmolitos protectores es una 

repuesta universal de las plantas sometidas a estrés salino (Zhang y col., 2004; Sahi y 

col., 2006) y el incremento en su producción ha sido correlacionada con la tolerancia a 

estrés salino en plantas (Asrhaf y Akram, 2009). Estos compuestos juegan un papel 

esencial en la protección de las estructuras celulares y proteínas indispensables para una 

actividad fisiológica normal (Serraj y Sinclair, 2002; Ashraf y Foolad, 2007). Estas 

moléculas actúan sobre el ajuste del potencial osmótico, resultando esenciales para la 

regulación coordinada entre el volumen citoplasmático y vacuolar que es imprescindible 

para el mantenimiento del turgor celular en células expuestas a estrés salino (Munns, 

2005).  

La presencia de sales en la planta provoca un descenso en la tasa fotosintética que 

provoca la producción de Sustancias reactivas de Oxígeno (ROS) en los cloroplastos 
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(Meloni y col., 2003). Las ROS son moléculas extremadamente reactivas y pueden 

interactuar con un gran número de macromoléculas como ADN, proteínas, lípidos y 

pigmentos, que pueden inducir procesos degradativos en las células vegetales cuando no 

se mantienen bajo control dichas moléculas (Mittler, 2002). Por lo tanto, un nivel 

excesivo de ROS es considerado como un indicador de estrés y resulta esencial para las 

plantas equilibrar la generación y eliminación de estas moléculas (Arbona y col., 2008).  

Junto con estas moléculas, existen otros marcadores que indican el grado de daño 

oxidativo que están sufriendo las plantas, como por ejemplo el malondialdehído (MDA), 

que es un subproducto de la peroxidación de lípidos en las membranas biológicas (Wong 

y col., 1987).  

2.1. Salinidad en los cítricos. 

Los cítricos son cultivados principalmente en climas áridos, donde la salinidad 

ocurre de manera natural y este fenómeno se encuentra incrementado por el uso de 

fertilizantes en el agua de riego. En comparación con otros cultivos, los cítricos son 

considerados como unos de los más sensibles a la salinidad, aunque su capacidad de 

tolerancia a la salinidad depende en gran medida de la especie y del patrón utilizado 

(Maas, 1993). Este problema ha sido estudiado desde diversos puntos de vista como el 

agronómico (Zekri, 1993; Ruíz y col., 1997), bioquímico (Cerezo y col., 1997) y 

molecular (Gueta-Dahan y col., 1997; Brumós y col., 2009). 

La salinidad en cítricos provoca un descenso en el crecimiento vegetativo y afecta 

a la cantidad y calidad de los frutos, reduciéndose el número de frutos por árbol, peso de 

los frutos y su diámetro, abscisión prematura del fruto, incremento de la corteza del fruto 

y reducción en el porcentaje de zumo, factores todos ellos negativos desde el punto de 

vista comercial (Primo-Millo y col., 2000; García Sánchez y col., 2002; 2003)  

Los primeros síntomas debidos a la salinidad se observan directamente en las 

hojas (fig. 8), donde se produce una progresiva quemadura en los bordes y puntas que 

terminará con la abscisión foliar. Además, junto con los daños en las hojas, la salinidad 

produce otros daños en los cítricos como son necrosis de brotes y yemas y, finalmente, la 

muerte de la planta (Storey y Walker, 1999; Ferguson y Grattan, 2005).  
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Figura 8. Efecto de la salinidad en hojas de cítricos. 

Bajo condiciones de estrés salino, los daños en los cítricos están provocados 

principalmente por la toxicidad del Cl- más que a la acumulación del Na+ (Munns y Tester, 

2008; Teakle y Tyerman, 2010) ya que el Na+ tiene una mayor tendencia que el Cl- a ser 

secuestrado en las raíces y otras partes leñosas impidiendo su transporte al resto de la 

planta (Ferguson y Grattan, 2005). Sin embargo, el Cl- no encuentra estas limitaciones y 

accede más fácilmente a las hojas, convirtiéndose en el componente tóxico más 

significativo de la solución salina (Munns y Tester, 2008). Se ha sugerido que la 

tolerancia a la salinidad está asociada principalmente a las características del patrón para 

la reducción de la absorción de cloruro o de su transporte desde la parte radicular a la 

aérea (Moya y col., 1999; 2003; Levy y Syversten, 2003).  

Al igual que la mayoría de las plantas, los cítricos responden fisiológicamente a 

la salinidad del medio con el incremento en la producción de solutos compatibles como 

GB (Fu y col., 2011) y prolina (Gómez-Cadenas y col., 1998; Arbona y col., 2003; 

Chatzissavvidis y col., 2014). Además, este incremento en la producción de prolina 

también ha sido observado en cítricos en condiciones de inundación del sustrato (Arbona 

y col., 2008) y sequía (Molinari y col., 2004), por lo que parece ser una respuesta común 

de los cítricos a factores ambientales adversos. Así mismo, el incremento en el daño 

producido por la salinidad se refleja en un incremento en los niveles celulares de MDA 

(Arbona y col., 2008; Hossain y col. 2009). 



Introducción 

18 

3. MEJORA GENÉTICA. 

La mejora genética vegetal se puede definir como “la ciencia cuyo objetivo es 

cambiar el genotipo, mejorándolo para un determinado medio y según el 

aprovechamiento para el que se vaya a destinar de acuerdo con las necesidades del 

hombre” (Frankel, 1958). Además, es una elección hecha por el hombre de las mejores 

plantas escogidas dentro de una población en la cual exista variabilidad. En otras palabras, 

la selección es posible gracias a la existencia de variabilidad o a la capacidad de generar 

dicha variabilidad. 

Así, las tres principales premisas para el planteamiento de cualquier programa de 

mejora genética vegetal son: 

1. La existencia de variabilidad o bien la capacidad para crearla. 

2. La capacidad de detectar dicha variabilidad, o lo que es lo mismo, la habilidad 

del mejorador para observar las diferencias que puedan tener valor económico 

entre plantas de la misma especie y/o la existencia de técnicas capaces de 

medirlas. 

3. La capacidad de manipular dicha variación para producir un nuevo cultivar 

estable. 

3.1. Problemática de la mejora de los cítricos. 

La mejora genética de los cítricos mediante hibridaciones en campo se encuentra 

muy limitada debido a sus características genéticas y reproductivas, lo que ha dado como 

resultado solo la selección de unas pocas variedades y patrones de cítricos (Soost y 

Cameron, 1975; Gmitter y col., 1992). 

Entre las principales limitaciones para la mejora de los cítricos podemos citar la 

esterilidad del óvulo y/o grano de polen, autoincompatibilidad, poliembrionía, alta 

heterocigosidad y un largo período de juvenilidad (Gmitter y col., 1992). 

Debido a su naturaleza heterocigótica, la hibridación sexual para crear nuevos 

genotipos resulta en una substancial variación de los caracteres en la progenie reduciendo 

las posibilidades de recuperación de genotipos con los caracteres deseados (Herrero y 

col., 1996; Soost y Roose, 1996). 
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La poliembrionía o embrionía nucelar (apomixis) es una característica muy 

extendida en cítricos y es uno de los mayores impedimentos para la recombinación 

genética (Cameron y Frost, 1968; Soost y Roose, 1996). Todos los cítricos son 

apomícticos a excepción de cidros, zamboas, clementinos y algunos mandarinos. En estos 

casos, las semillas producen embriones nucelares, procedentes de células de la nucela del 

ovario de la flor, idénticos a la planta madre, que limitan el desarrollo del embrión 

zigótico, haciendo muy difícil la recuperación de progenie sexual para la selección de los 

caracteres deseados, ya que frecuentemente, los embriones nucelares son más vigorosos 

que el zigótico que en muchos casos no completa su desarrollo y aborta. La condición de 

apomixis ofrece ventajas en relación a la propagación a través de semillas y por la 

fidelidad genética que brinda la reproduccion asexual, sin embargo, es un inconveniente 

a la hora de buscar individuos recombinantes para obtener genotipos de mejor aptitud 

agronómica (Miles, 2007). La consecuencia es que en la práctica sólo suelen usarse los 

escasos genotipos monoembriónicos no apomícticos como parentales femeninos. 

Por otra parte, muchos genotipos de interés presentan esterilidad parcial o total 

del polen y/u óvulos (Iwamasa, 1966) con lo que no se pueden utilizar como parentales 

en programas de mejora. Además, hay muchos casos de autoincompatibilidad y de 

incompatibilidad entre ciertos genotipos (Soost y Cameron, 1975; Soost y Roose, 1996) 

lo que también limita enormemente la trasmisión de caracteres deseables mediante 

hibridación sexual. 

Los cítricos tienen periodos juveniles muy largos, de manera que necesitan entre 

5 y 8 años para empezar a florecer y fructificar en zonas subtropicales como la nuestra 

(Cervera y col., 1998). Además, el tamaño de los árboles es grande, lo que dificulta la 

disponibilidad de mucha progenie por razones de espacio y de coste. La duración del 

periodo juvenil, junto con la gran superficie de cultivo que exigen las nuevas plantas, sólo 

permiten en la práctica, efectuar selecciones individuales en la F1, impidiendo el 

desarrollo de programas de mejora más prolongados (Agustí, 2003). 

Esta combinación de factores adversos ha dificultado los esfuerzos dedicados a la 

mejora genética de los cítricos mediante métodos tradicionales, de modo que la gran 

mayoría de las variedades actualmente existentes en el mundo son el resultado del azar, 

originadas por mutaciones espontáneas de yemas o semillas apomícticas (Hodgson, 1967) 

y seleccionadas en campo por el agricultor. Esto era posible hace décadas, cuando los 

agricultores gestionaban pequeños huertos y, mediante la observación directa, era factible 

identificar variaciones potencialmente útiles entre sus árboles. Actualmente, los gestores 
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de las grandes extensiones dedicadas a este cultivo no pueden tener este conocimiento de 

sus árboles, pasando desapercibidas las posibles variaciones. Así, parece claro que para 

retener las características esenciales de los cítricos e introducir mejoras significativas es 

preciso desarrollar otras técnicas de mejora diferentes de la mejora clásica como puede 

ser la mutagénesis inducida. 

3.2. Mutagénesis inducida. 

La mutagénesis inducida es una técnica con la cual se pretende variar uno o pocos 

caracteres de una variedad, sin cambiar de forma significativa su acervo genético, además 

de generar un amplio rango de variación fenotípica (Spiegel–Roy y Vardi, 1989) y pueden 

contribuir a la mejora del frutal sin perturbar los requerimientos de la industria ni los de 

los consumidores. La mutagénesis es una herramienta importante en la mejora de cultivos 

y está libre de las restricciones impuestas sobre los organismos modificados 

genéticamente (Parry y col., 2009).  

La mejora genética mediante mutagénesis ha resultado muy exitosa en los últimos 

tiempos, tal y como refleja la Base de datos de variedades mutadas de la FAO/IAEA, que 

incluye más de 3200 variaciones mutantes oficialmente liberadas, de 214 especies 

vegetales, en más de 60 países en todo el mundo. De ellas, más de 1000 variedades 

mutantes pertenecen a cultivos esenciales cultivados en más de 10 millones de hectáreas 

lo cual indica su importancia (FAO/IAEA, 2015). 

Los genotipos que así se generen cumplen una doble función: desde un punto de 

vista exclusivamente comercial pueden incorporarse directamente como nuevas 

variedades ó como nuevos patrones con características mejoradas y, desde un punto de 

vista científico, constituyen un material y una herramienta únicas para el aislamiento y 

caracterización de genes y secuencias génicas de interés agronómico, tanto de variedades 

como de patrones. 

Las mutaciones se pueden provocar mediante agentes químicos o físicos (Van 

Harten, 2007). Las alteraciones que causan pueden ir desde cambios puntuales de unos 

pocos pares de bases, característico de los mutágenos químicos, a grandes deleciones en 

el ADN, más frecuente empleando mutágenos físicos. Esta variabilidad genética ha sido 

y está siendo ampliamente empleada en estudios de genómica, desarrollándose líneas de 

investigación sobre caracteres de interés agronómico en diversos centros de investigación 
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en el mundo (Kharkmal y Shu, 2009).  Dentro de los agentes químicos más empleados se 

puede mencionar el etilmetanosulfonato (EMS) y como agentes físicos los rayos gamma 

(Ahloowalia y col., 2004; Liu, y col., 2005; Jain, 2005). Estos agentes mutagénicos son 

reconocidos por inducir cambios a nivel génico, cromosómico y genómico, tanto en el 

ADN nuclear como en el cloroplástico (Donini y Sonnino, 1998).  

3.2.1. Mutagénesis química. 

El agente mutágeno EMS provoca mutaciones puntuales (Luan y col., 2007), con 

efectos pleiotrópicos, mostrando modificaciones en más de un carácter, quizás en parte 

porque dichas mutaciones ocurren en diferentes loci (Basu y col., 2008).  

La obtención de cultivares de difusión comercial mejorados para caracteres 

agronómicos ha permitido la implementación de mutaciones con este agente químico 

dentro de un programa de mejoramiento genético, por ser una herramienta barata y 

fácilmente accesible (Donini y Sonnino, 1998). 

Mediante la exposición al agente mutagénico EMS, Iglesias y col. (2004) 

obtuvieron nuevas variedades de naranjo ‘Washington navel’ con nuevas características 

agronómicas mejoradas como mayor número de frutos por árbol, aumento del tamaño de 

los frutos o incremento en el contenido en ácidos o azúcares. Estos autores, a partir de 

20000 óvulos no fertilizados tratados con EMS al 1%, seleccionaron 1300 mutantes, de 

los cuales sólo 26 individuos mostraron diferencias significativas frente a la variedad 

salvaje parental ‘Navel’ en alguno de los parámetros analizados. 

3.2.2. Mutagénesis física. 

Distintas investigaciones en mejora de frutales han mostrado que el uso de 

mutágenos físicos ha resultado ser una vía más eficiente en la inducción de mutaciones, 

en comparación con los mutágenos químicos (Broertjes, 1977; Broertjes y Van Harten, 

1988). Los mutágenos físicos, específicamente los rayos gamma y los neutrones, son los 

más empleados por su mayor penetración en frutales (Pinet-Leblay y col., 1992; Fuentes 

y col., 2004) y los de mayor efectividad (Predieri, 2001). Ambos mutágenos son 

radiaciones ionizantes que provocan reordenamientos cromosómicos de todo tipo, 

deleciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones (Yost y col., 1954). 
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Generalmente, el tratamiento mutagénico se realiza sobre semillas o yemas axilares de 

material adulto. La irradiación con rayos gamma se realiza mediante el uso de irradiadores 

celulares que utilizan como fuente de radiación Co60 o Cs137 (fig. 9) y ha sido el agente 

mutante más utilizado en los programas de mejora de cítricos (Roose y Williams, 2007). 

Fig. 9 Irradiador celular gamma IBL 437C con fuente de radiación Cs137

Mediante la inducción de mutaciones con rayos gamma se han mejorado muchos 

caracteres útiles como: tamaño de las plantas, precocidad en la floración, incremento en 

rendimiento, autocompatibilidad, eliminación de semillas y espinas, resistencia a plagas 

y enfermedades, y adaptabilidad a distintos tipos de estrés abiótico y, de hecho, el número 

de cultivares derivados de mutaciones inducidas mediante agentes físicos aumenta 

constantemente (Maluszinski y col., 1995; Predieri, 2001).  

La mutagénesis inducida mediante radiación gamma ha sido utilizada de manera 

rutinaria en programas de mejora de cítricos en diversos países (Spiegel-Roy y col., 1990; 

Shanchun y col., 1991; Gonzaga y col., 2011). Esta tecnología ha dado origen a nuevas 

variedades comerciales donde, entre otras características, se ha modificado el color 

interno y externo del fruto, el número de semillas por fruto, se han eliminado las espinas 

o se han obtenido clones resistentes a enfermedades (Vardi y col., 1996, 2008; Gulsen y 

col., 2007; Sutarto y col., 2009).  

La primera variedad de cítricos con interés comercial obtenida mediante el uso de 

esta tecnología fue el pomelo ‘Star Ruby’. Se obtuvo irradiando semillas de pomelo 

‘Hudson’. Posteriormente se obtuvo otra variedad de pomelo, la ‘Rio Red’, mediante 
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irradiación de varetas de ‘Redblush’ (Hensz, 1971). Las características más destacables 

de estas variedades fueron por un lado su atractivo color rojo y por otro la ausencia de 

semillas, como consecuencia de la aberración cromosómica producida por la rotura de 

cromosomas seguida de un apareamiento asimétrico de los extremos truncados 

(Froneman y col., 1996). Recientemente en California, gracias a los programas basados 

en la mutagénesis inducida, se han obtenido variedades de mandarinas de interés como la 

“Tango” (mutante de “Afourer” sin semillas) y la “Mor” (mutante de “Murcott” con 

número de semillas reducido) (Roose y Williams, 2007). En España, irradiando ápices de 

la clementina ‘Clemenules’ se ha obtenido la variedad “Nulessin”, un mutante que se 

caracteriza por una fertilidad reducida lo que origina la reducción del número de semillas 

por fruto (Asins y col., 2002) y se están evaluando distintos clones mutantes de las 

variedades de mandarina ‘Murcott’ y ‘Moncada’ obtenidos por irradiación de yemas con 

Cobalto 60 (Co60) (Bermejo y col., 2011). La irradiación de yemas de la variedad de 

limonero ‘Kutdiken’ produjo plantas mostrando variaciones en el momento de 

maduración de la fruta, la floración, la brotación y la ausencia de espinas (Gulsen y col., 

2007). 
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3.3. Mejora genética de patrones de cítricos. 

Tanto en España como en otros países destacados en el cultivo de los cítricos, los 

últimos años se han caracterizado por un afán investigador en busca de un patrón que 

reúna el mayor número posible de ventajas y, por ello, se vienen desarrollando distintos 

proyectos de mejora genética de patrones. En todo el arco mediterráneo, el principal 

objetivo de los programas de mejora en patrones es la obtención de portainjertos que 

combinen tolerancia a estreses bióticos, principalmente CTV y Phytophtora sp., con la 

tolerancia a estreses abióticos como salinidad y sequía (Dambier y col., 2011). Junto con 

la tolerancia a estreses, también resultan  de gran importancia, desde el punto de vista 

agronómico, el control del tamaño de los árboles y la influencia sobre la calidad de la 

fruta de las variedades injertadas (Soost y Roose, 1996).  

Como se ha visto anteriormente, el principal problema en los programas de mejora 

genética de leñosas estriba en que son muy lentos. El estudio de un nuevo patrón lleva 

consigo el trabajo de más de veinte años y una vez obtenido ese patrón en un país, los 

trabajos necesarios para estudiar su adaptación a las condiciones de otros países se alargan 

del orden de diez años más. 

Tras muchos años de investigación, un escaso número de patrones tolerantes a la 

salinidad han sido obtenidos mediante selección y mecanismos convencionales de 

mejora, debido principalmente a la gran limitación existente en el pool genético y en el 

largo período de tiempo necesario que requieren esos experimentos. El empleo de 

herramientas biotecnológicas como la regeneración de plantas in vitro a partir de callos 

que hayan mostrado tolerancia al estrés o mediante mutagénesis para la obtención de 

patrones tolerantes a la salinidad es un campo que no ha sido explorado suficientemente 

(Ben-Hayyim y Moore, 2007).�
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3.4. Alternativas biotecnológicas para la mejora de los cítricos. 

Como se ha visto anteriormente, las técnicas tradicionales mediante cruzamientos 

sexuales no han resultado muy útiles en la mejora genética de la mayoría de los genotipos 

de cítricos. Aunque las mutaciones espontáneas han proporcionado nuevos genotipos 

mejorados, la aplicación de nuevas herramientas biotecnológicas, como el cultivo in vitro

de tejidos vegetales, podrían ayudar a solventar las barreras provocadas por la complicada 

biología reproductiva de los cítricos (Gmitter y col., 2009).   

El cultivo in vitro de plantas ha sido una metodología de gran utilidad para 

complementar los programas de mejora genética de especies leñosas, ya que una vez 

generada la variabilidad, debemos ser capaces de regenerar ese genotipo y posteriormente 

de propagarlo. 

3.4.1. Micropropagación. 

El desarrollo de un protocolo de cultivo de tejidos es un procedimiento riguroso 

que implica la optimización de diferentes factores químicos, físicos y ambientales para 

garantizar el crecimiento de las plantas en unas condiciones que se alejan un tanto de las 

que imperan en su hábitat natural (Bairu y Kane, 2011). Se denomina micropropagación 

al crecimiento y multiplicación de plantas en medio sólido o líquido bajo condiciones 

asépticas y ambiente controlado. El éxito de esta técnica ha permitido producir en masa 

diferentes especies herbáceas y frutales. 

Los métodos de propagación in vitro de plantas frente a los métodos tradicionales 

presentan las siguientes ventajas: 

1. Los cultivos pueden ser iniciados a partir de porciones pequeñas de plantas, 

denominadas explantos. Además, se requiere poco espacio para el mantenimiento de 

los cultivos o para su multiplicación. 

2. Los sistemas de propagación son realizados de manera aséptica, por lo que una vez 

que se inician los cultivos no se tendrían pérdidas debidas a enfermedades y las 

plantas producidas mediante este sistema de propagación se encuentran libres de 

patógenos. 
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3. Las técnicas de micropropagación permiten un ajuste más flexible y exacto de los 

factores que afectan a la multiplicación como son los niveles de nutrientes y 

reguladores del crecimiento vegetal y condiciones de humedad, luz y temperatura. 

4. El mantenimiento de stocks de plantas requiere menos energía y espacio que el 

mantenimiento en condiciones in vivo. Además, el material vegetal requiere muy poca 

atención entre los distintos ciclos de subcultivo y no requiere riegos, fertilizaciones y 

uso de pesticidas y plaguicidas durante esos intervalos. Además, la producción de 

planta puede ser continua a lo largo de todo el año y es más independiente de los 

cambios estacionales y meteorológicos. 

5. En la naturaleza, las plantas están expuestas a variables biológicas y condiciones 

climáticas que pueden complicar estudios básicos de fisiología del estrés. Las técnicas 

de cultivo in vitro pueden ayudar a superar estas limitaciones (Zhang y col., 1998), 

permitiendo el crecimiento de plantas genéticamente idénticas bajo condiciones 

climáticas y nutricionales controladas. Además, este sistema permite realizar estos 

experimentos en condiciones idénticas a lo largo de todo el año, sin necesidad de 

utilizar grandes extensiones de terreno o ensayos de rendimiento en campo (Niknam 

y McComb, 2000).  

3.4.1.a. Micropropagación en cítricos. 

La importancia de la industria citrícola y la necesidad de selección e introducción 

de nuevos genotipos mejorados enfatiza el uso de métodos modernos que nos permitan 

una propagación rápida y eficaz del nuevo material seleccionado mejorado. 

Los principales patrones de cítricos comercializados actualmente son propagados 

mediante semillas poliembriónicas producidas por polinización abierta en campo (Barlass 

y Skene, 1986). Sin embargo, este método de propagación presenta la desventaja de que 

las semillas pueden contener embriones tanto nucelares como zigóticos y la uniformidad 

no es completa (Corazza-Nunes y col., 2002; Grosser y col., 2004). En estos casos, las 

plántulas zigóticas deben ser identificadas en base a su morfología y deben ser eliminadas 

con el fin de mantener la uniformidad clonal. La frecuencia de embriones zigóticos 

detectada varía en el rango de 0 a 76% dependiendo del cultivar y de los factores 

ambientales (Khan y Roose, 1988) y en los viveros comerciales cerca del 25% de las 

plántulas son descartadas para excluir a los individuos zigóticos (Hirai y col., 1986). Por 
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otra parte, en algunos casos, las semillas de patrones de cítricos no están disponibles, 

mientras que en otros casos, patrones potencialmente interesantes, presentan un bajo nivel 

de poliembrionía y no producen una adecuada cantidad de plántulas nucelares (Grosser y 

Chandler, 1986; Hartman y col., 2004), por lo que la capacidad de suministrar una gran 

cantidad de plántulas resulta frecuentemente un obstáculo (Starrantino y Caruso, 1988). 

Además, la propagación de patrones de cítricos mediante métodos convencionales se 

restringe a una época en particular y no garantiza la producción de plantas a lo largo de 

todo el año. 

Así, las técnicas de cultivo de tejidos emergen como una poderosa herramienta 

para incrementar la disponibilidad de patrones de cítricos (George, 1996). Los individuos 

obtenidos mediante esta técnica presentan la gran ventaja de mantener la uniformidad 

genética y preservar sus rasgos específicos, los cuáles influirán en el futuro crecimiento 

de la variedad injertada (Hartman y col., 2004). Además, la propagación in vitro asegura 

la disponibilidad del material vegetal a lo largo de todo el año (Starrantino y Caruso, 

1988).  

Diversos trabajos de micropropagación y cultivo de tejidos han sido publicados a 

partir de explantos de variedades y patrones de cítricos (Begum y col., 2004; Shawkat y 

Bushra, 2006; Da Silva y col., 2008; Pérez-Tornero y col., 2010), donde las respuestas 

morfogénicas de los cítricos in vitro están fuertemente influenciados por el genotipo, edad 

y tipo de explanto y composición del medio de cultivo (Carimi y De Pasquale, 2003; 

Pérez-Tornero y col., 2010).  

El medio de cultivo juega un papel muy importante en los protocolos de 

micropropagación, ya que aporta los nutrientes esenciales para el crecimiento del 

explanto y los reguladores del crecimiento para su desarrollo y diferenciación.  

Normalmente, los medios de cultivo están basados en la formulación del medio 

MS (El Morsy y Millet, 1996; Marutani-Hert y col., 2011), si bien en diferentes 

variedades de limón se han obtenido mejores resultados con el uso del medio de cultivo 

DKW (Pérez-Tornero y col., 2010). 

El balance de los reguladores del crecimiento juega un papel esencial en cada una de las 

etapas del ciclo de micropropagación (Fig. 10). Durante la fase de multiplicación resulta 

esencial la adición de citoquininas, siendo BA la más usada en estudios de proliferación 

en cítricos (Carimi y De Pasquale, 2003; Goswami y col., 2013). Además, el uso de otros 

reguladores como GA3 por un lado promueve la multiplicación de los nuevos brotes y por 

otro estimula su elongación (Kotsias y Roussos, 2001). 
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Figura 10. Fases del ciclo de micropropagación a partir de segmentos nodales de material 

adulto de limonero. (1) Selección de planta madre (2) Introducción del material, (3) 

Multiplicación de los explantos, (4) Enraizamiento y (5) Aclimatación. 

Si durante la fase de proliferación la adición de citoquininas es esencial, durante 

la fase de enraizamiento las auxinas tienen un papel primordial (Carimi y De Pasquale, 

2003). La elección de una auxina, en una concentración específica, va a depender del 

genotipo (Omura y Hidaka, 1992). Si bien para algunos autores la adición de NAA, en 

combinación con IBA, resulta fundamental para la diferenciación de las raíces y la 

elongación de las mismas (Mendes y col., 2011), para otros autores el IBA parece ser más 

eficaz que NAA en el proceso de rizogénesis (Kotsias y Roussos, 2001) 

En cítricos, en términos de altas tasas de proliferación, los mejores resultados 

normalmente son obtenidos a partir de explantos juveniles procedentes de la germinación 

de semillas (Perez-Molphe-Balch y Ochoa-Alejo, 1997; Carimi y De Pasquale, 2003). Sin 

embargo, el material juvenil presenta una serie de inconvenientes agronómicos como la 

presencia de espinas, excesivo vigor y retraso en la producción de frutos, ya que durante 

la fase juvenil no se produce la floración (Carimi y De Pasquale, 2003). La transición 

entre la fase juvenil y adulta puede estar influenciada tanto por el ambiente como por 

factores genéticos (Hackett, 1985), varía entre especies y normalmente se requiere entre 

4 y 7 años para la entrada en producción (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1990), aunque 

Cervera y col. (1998) mantienen que los naranjos dulces (C. sinensis) podrían requerir 
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más de 20 años para perder sus caracteres juveniles. Estas características resultan 

indeseables en los programas de mejora y de propagación vegetal y el uso de explantos 

procedentes de plantas adultas proporciona la posibilidad de subsanar ese problema 

(Marutani-Hertz y col., 2011). 

El uso de explantos procedentes de plantas adultas, en los protocolos de cultivo in 

vitro, no suele ser muy frecuente debido principalmente al alto nivel de contaminación 

(Drew, 1988), a la reducida o ausente capacidad morfogenética (Bonga, 1982) y a la 

reducida capacidad de enraizamiento de los explantos regenerados (George 1993). Sin 

embargo, el cultivo in vitro de plantas procedentes de tejidos adultos ha resultado exitoso 

en diversas especies como Castanea sativa y C. crenata (Vieitez y col., 1983), Quercus 

robur (Vieitez y col., 1985), Carica papaya (Drew, 1988), Fraxinus ornus (Arrillaga y 

col., 1992), Persea americana (Barceló-Muñoz y col., 1999) y Prunus armeniaca (Pérez-

Tornero y Burgos, 2000). 

En cítricos, se han desarrollado algunos protocolos de multiplicación de 

variedades a partir de tejidos adultos (Begum y col., 2004; Rathore y col., 2007; Pérez-

Tornero y col., 2010), pero muy pocos protocolos han sido desarrollados a partir de 

material procedente de plantas adultas en patrones. Montoliu y col. (2010) desarrollaron 

un protocolo de enraizamiento in vitro eficiente para citrange ‘Carrizo’ a partir de plantas 

crecidas en invernadero de 3 años de edad y Barlass y Skene (1982) regeneraron plántulas 

a partir de segmentos nodales de plantas adultas de citrange ‘Carrizo’ y lima ‘Rangpur’. 

En España, los requerimientos para la producción de plantas certificadas de 

cítricos mediante técnicas de micropropagación se encuentran reflejadas en el 

Reglamento Técnico Española para el Control y Certificación de Viveros de Árboles 

Frutales, que estipula que la introducción de plantas producidas in vitro deben ser 

realizados a partir de plantas adultas certificadas, por lo que el desarrollo de protocolos 

de multiplicación a partir de explantos procedentes de material adulto es esencial. 

3.4.1.b. Salinidad in vitro 

El cultivo in vitro puede ser utilizado como una herramienta útil para estudiar los 

mecanismos de tolerancia a salinidad (Rus y col., 1999; Carretero y col., 2007). Tales 

sistemas permiten una respuesta relativamente rápida ya que las plantas cultivadas in 

vitro, incluso en diferentes estados de desarrollo, podrían exhibir su capacidad para 
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resistir el estrés salino (Gosal y Bajaj, 1984), en un tiempo de generación corto (Lutts y 

col., 1999), y un medioambiente controlado (Torregrosa y Bouquet, 1993), lo que está 

especialmente indicado en especies leñosas ya que tienen ciclos reproductivos bastante 

largos (Zhang y col., 2004). 

El comportamiento de especies leñosas tolerantes a salinidad en cultivo in vitro

ha recibido poca atención. Sin embargo, estos estudios están ganando gran interés debido 

a los graves problemas encontrados en el cultivo en suelos con alta concentración salina 

en todo el mundo. Encontramos ejemplos que incluyen chopos (Zhang y col., 2004), 

eucalipto (Woodward y Bennett, 2005), almendro (Shibli y col., 2003), morera (Vijayan 

y col., 2003) y uva (Charbaji y Ayyoubi, 2004). Estos autores concluyen en sus trabajos 

que los estudios de cultivo in vitro pueden servir para analizar la respuesta de las plantas 

a la salinidad y para la selección de individuos tolerantes al estrés salino. Por otra parte, 

Zhang y col. (2004) observaron que la respuesta in vitro de callos de Populus sp. a estrés 

salino era similar a los de la planta completa en condiciones naturales. Estos resultados 

también fueron observados por Vijayan y col. (2003) en morera, donde encontraron una 

correlación altamente positiva entre el comportamiento de la planta in vivo e in vitro en 

condiciones de salinidad, correlación que fue más pronunciada con el incremento de la 

concentración salina.  

Troncoso y col. (1999) encontraron que la tolerancia a la salinidad en patrones de 

vid cultivados in vitro se debía a su capacidad de acumular sales, al incremento de niveles 

de K+ y el mantenimiento de altos niveles de agua. Woodward y Bennett (2005) 

observaron que, en Eucalyptus camaldulensis cultivados in vitro, las líneas tolerantes a la 

salinidad acumulaban mayores niveles de prolina En este mismo sentido, He y col. (2009) 

a partir de suspensiones celulares de embriones irradiados de patata (Solanum 

tuberosum), seleccionaron líneas celulares tolerantes a la salinidad con niveles superiores 

de prolina y mayor actividad de la enzima Superóxido dismutasa (SOD). En esta misma 

especie, Queirós y col. (2007) seleccionaron diversas líneas tolerantes a la salinidad por 

presentar mayores niveles de peroxidación de lípidos, ácido ascórbico y proteínas 

insolubles. Estos estudios concluyen que el cultivo in vitro puede servir para analizar la 

respuesta de las plantas a la salinidad y para la selección de individuos tolerantes, ya que 

los explantos cultivados in vitro y sometidos a estrés salino pueden desarrollar algunos 

desordenes fisiológicos similares a los de las plantas in vivo (Vijayan y col., 2003; 

Woodward y Bennett, 2005). 
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Los trabajos realizados para la selección de genotipos tolerantes a la salinidad se 

han llevado a cabo utilizando numerosos sistemas como el cultivo de callos, suspensiones 

celulares o cultivo de brotes. Los investigadores que han utilizado el cultivo de callos han 

tenido éxito en distintas especies como tomate (Rus y col., 2000) o arroz (Lutts y col., 

1999). Sin embargo, el uso del cultivo in vitro de callos presenta algunas desventajas 

importantes tales como variación somaclonal, el efecto del medio de cultivo y de la fuente 

del explanto (García-Reina y col., 1988). Además, la regeneración de este material no 

resulta algunas veces sencillo y las plantas regeneradas no siempre mantienen los niveles 

de tolerancia a la salinidad mostradas por el material de partida (Flowers y col., 1985; 

Tal, 1994). Para evitar los problemas que surgen con el cultivo in vitro de callos varios 

autores han utilizado el cultivo in vitro de brotes para evaluar la tolerancia a la salinidad 

(Carretero y col., 2007; Bracci y col., 2008; Montoliu y col., 2009). Además, los brotes 

en comparación con los cultivos de callo son más fáciles de propagar y el material vegetal 

seleccionado a partir de cultivos sometidos a estrés salino pueden ser utilizados para 

establecer plantaciones en suelos salinos (Lokhande y col., 2011). Por otra parte, distintos 

investigadores indican que el cultivo de brotes es la mejor elección para estudios 

fisiológicos debido a que la mayoría de las respuestas de las plantas al estrés salino son 

debidas al funcionamiento integrado de brotes y raíces que excluyen o incluyen los iones 

tóxicos y que no pueden ser observados en callos ó cultivos celulares (Vijayan y col. 

2003). 

3.4.2. Regeneración adventicia. 

Los sistemas de regeneración adventicia tienen un elevado potencial para la 

introducción de variación genética por mutagénesis o transformación genética. La 

regeneración de plantas desde células aisladas es el proceso clave en los trabajos de 

manipulación genética; al menos que esta parte pueda ser llevada a cabo de manera eficaz, 

no será posible utilizar métodos somáticos de mejora genética. (García-Luis y col., 2006). 

Una de las principales limitaciones de estas tecnologías son los bajos porcentajes de 

regeneración de planta obtenidos (Peña y col., 2004).  

La regeneración vegetal engloba el cultivo in vitro de células, tejidos y órganos 

bajo condiciones físicas y químicas definidas. Con excepción de las células madre, las 

células animales pierden la capacidad de generar otros tipos de células más allá de la 
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diferenciación. En plantas, sin embargo, las células diferenciadas son capaces de 

regenerar un organismo completo bajo condiciones apropiadas de cultivo mediante la 

propiedad de la totipotencia vegetal (Birnbaum y Sánchez-Alvarado, 2008).  

La regeneración de plantas in vitro puede ocurrir mediante dos vías: 

organogénesis y embriogénesis somática (Thorpe, 1994). En el proceso de organogénesis, 

se produce la formación de una estructura unipolar, caulinar ó radicular, cuyo sistema 

vascular está frecuentemente conectado al explanto original, mientras que en la 

embriogénesis se produce una estructura bipolar (embrión somático) con un ápice 

caulinar y un ápice radicular y con un sistema vascular. Estos dos métodos de 

regeneración pueden ser clasificados en directos o indirectos. Se denomina regeneración 

directa cuando la formación de la yema o el embrión somático se produce sin la formación 

previa de callo, a partir de tejidos meristemáticos como el cambium vascular, o 

regeneración indirecta, cuando el proceso de regeneración del nuevo órgano precede a la 

formación de callo, que es una masa de células totalmente indiferenciadas del que 

surgirán las yemas ó embriones adventicios (Phillips, 2004) (fig. 11). 
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Figura 11 Tipos de regeneración adventicia
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En el éxito de este proceso de regeneración mediante organogénesis, resultan 

esenciales factores intrínsecos del explanto como el genotipo, la edad, su origen y la 

posición en el medio de cultivo, factores físicos como la temperatura y la relación 

luz/oscuridad durante la incubación y factores relacionados con el medio de cultivo como 

su composición nutricional y los reguladores del crecimiento (George y col., 2008). 

Dentro de este último apartado, las citoquininas suelen ser muy efectivas en la promoción 

de nuevos órganos y muchos aspectos de la diferenciación celular están controlados por 

la interacción y la concentración de citoquininas y auxinas (Woodward y Bartel, 2005). 

El balance de estos reguladores del crecimiento resulta imprescindible para la formación 

de los meristemos y raíces y dicha relación determinará la formación de una u otra 

estructura. Estas interacción entre los dos tipos de reguladores suele ser compleja y su 

ajuste resulta esencial para obtener unos óptimos resultados (Sugiyama, 1999). 

3.4.2.a. Regeneración adventicia en cítricos. 

La regeneración adventicia de cítricos ha sido objeto de multitud de 

investigaciones durante los últimos años debido a la importancia económica del género y 

su utilidad en programas de mejora genética.  

Esta tecnología ha sido abordada en varios genotipos y a través de diferentes 

técnicas in vitro, tales como embriogénesis somática desde callos nucelares y cultivo de 

protoplastos (Revisado en Gosal y col., 1995) e híbridos somáticos (Revisado en Grosser 

y col., 2000) y más recientemente, el esfuerzo se ha dirigido al desarrollo de diferentes 

protocolos para la recuperación de plantas a través de organogénesis (Almeida y col., 

2003; Cervera y col., 2008).  

En el caso de patrones de cítricos, la regeneración in vitro mediante organogénesis 

también ha sido analizada (Germaná y col., 2011; Silva y col. 2010; Marques y col. 2011). 

Diversos estudios mostraron que la organogénesis de patrones de cítricos está altamente 

influenciada por el genotipo (Bordón y col., 2000; Moreira-Dias y col., 2000) y las 

diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en la respuesta organogénica indican que 

las condiciones para la regeneración, tanto físicas como nutricionales y hormonales, 

deben ser optimizadas para cada genotipo (Bordón y col., 2000).  

La respuesta de los explantos de patrones de cítricos varía considerablemente con 

la composición del medio de cultivo, donde la adición de reguladores del crecimiento 
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resulta esencial para una óptima regeneración. El BA es la citoquinina más eficaz y más 

comúnmente utilizada en la regeneración de patrones de cítricos (Bordón y col. 2000; 

Germanà y col., 2008). El nivel de citoquinina usada en el medio es crítico para la 

regeneración de yemas (Moreira-Dias y col. 2000; Cervera y col., 2008). Sin embargo, 

altas concentraciones pueden resultar tóxicas en la organogénesis de algunos genotipos 

(Almeida y col., 2002; Molina y col. 2007;).  

Dentro de los componentes del medio de cultivo, la composición nutritiva tiene 

una gran importancia en los protocolos de regeneración. Generalmente, los explantos de 

cítricos han sido cultivados en medios basados en los nutrientes del MS (Silva y col. 2008; 

Marques y col. 2011), aunque estudios más recientes, en limón, han observado mejores 

resultados en con el uso de los nutrientes del medio DKW (Pérez-Tornero y col. 2010). 

La orientación de explanto también ha jugado un papel esencial en el diseño de 

protocolos eficientes de regeneración de patrones de cítricos (Bordon y col., 2000; 

Moreira-Dias y col., 2000, 2001), obteniéndose los mejores resultados cuando el material 

vegetal de partida procedía de la parte más cercana al ápice del brote (Bordón y col., 

2000), e incluso se ha observado polaridad en el mismo explanto, obteniéndose mayor 

número de yemas regenerantes en la zona de corte de la parte apical que en la basal del 

explanto (Costa y col., 2004). 

El régimen de incubación en luz/oscuridad ha resultado ser otro factor de gran 

importancia en la regeneración de los explantos. Si bien para algunos autores, la 

incubación de los explantos directamente a la luz pareció ser estimuladora de la 

regeneración (Ghorbel y col., 1998), para otros resultó ser inhibitoria, mostrando mejores 

resultados en cuanto a porcentajes de regeneración con la incubación durante distintos 

períodos de tiempo en oscuridad (Marques y col., 2011; Schinor y col., 2011). 

En general, en cítricos, los explantos más utilizados como fuente de material 

vegetal en trabajos de regeneración proceden de semillas germinadas in vitro (Zou y col. 

2008; Dutt y col. 2010) y de plantas juveniles de invernadero (Tong y col. 2009; Silva y 

col. 2010) Los explantos derivados de plantas adultas no son utilizados normalmente en 

cultivo in vitro debido a su baja capacidad organogénica, relacionada con la represión 

progresiva ó inactivación de genes durante el desarrollo vegetal, que va disminuyendo 

durante la transición de juvenil a fase adulta (von Aderkas y Bonga, 2000), los 

importantes problemas de contaminación, y la baja capacidad de enraizamiento de los 

brotes regenerados (Almeida y col., 2003; Cervera y col., 2008; Mendes y col. 2010). El 

desarrollo de protocolos de organogénesis partiendo de explantos adultos permitiría 
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obtener plantas sin características juveniles que podrían estar listas para su selección en 

campo en un período de tiempo más corto (Cervera y col. 1998, Kobayashi y col. 2003). 

Además, la disponibilidad de protocolos de regeneración a partir de explantos adultos 

cobra mayor importancia cuando se trabaja con variedades sin semillas como por ejemplo 

las naranjas ̀ Navel’ ó distintos híbridos de mandarina autoincompatibles que no producen 

semillas como ‘Fortune’, ‘Ortanique’ ó ‘Nova’. Actualmente solo se disponen de 

protocolos de regeneración de planta adulta de cítricos de unas pocas variedades de 

naranjo dulce o mandarino (Cervera y col. 2008; Oliveira y col. 2010; Bassan y col. 2011; 

Curtis and Mirkov 2012). 

3.4.3. Mutagénesis in vitro. 

Los protocolos de mutagénesis mediante radiación gamma en combinación con el 

cultivo de tejidos ha mostrado ser una herramienta efectiva para la inducción de variación 

genética en distintos cultivos con el objetivo de incrementar la capacidad de éstos de 

tolerar estreses de tipo biótico y abiótico (Maluszynski, 2000). Gracias a esta 

combinación han sido desarrolladas nuevas variedades que presentan un incremento en 

la resistencia a enfermedades, salinidad o altas y bajas temperaturas (Jain y col., 1998). 

Esta herramienta es una excelente alternativa para la mejora de variedades que presentan 

una buena combinación de características, pero con la necesidad de incorporar un nuevo 

carácter (Micke y col., 1987; Predieri, 2001).  

Las técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales puede ayudar a mejorar de 

forma efectiva la inducción de mutaciones en varios aspectos. Ofrece la posibilidad de 

elegir el material vegetal para el tratamiento (yemas axilares, órganos, tejidos y células), 

lo que resulta más adecuado comparado con un tratamiento in vivo, ya que se disminuye 

el riesgo de obtener quimeras y hay una alta probabilidad de que las células mutadas 

expresen la mutación en el fenotipo.  

Otra de las ventajas que presenta el cultivo in vitro es que permite el manejo de 

grandes poblaciones y la selección y clonación de las variantes seleccionadas. Además, 

ofrece la posibilidad de realizar en forma rápida los distintos ciclos de propagación con 

el propósito de separar los sectores mutados de los no mutados en el tejido tratado, y 
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permite un control de las condiciones fitosanitarias durante todo el proceso (Ahloowalia, 

1998; Predieri y Zimmerman, 2001). 

El análisis de la respuesta de las plantas a los diferentes estreses abióticos en 

campo ó condiciones de invernadero suele ser complicada debido a su naturaleza 

compleja y variable y herramientas basadas en el cultivo de tejidos permiten una 

comprensión más profunda de la fisiología y bioquímica de las plantas cultivadas bajo 

condiciones ambientales adversas (Benderradji y col., 2012). Así, el screening in vitro

basado en la presión de selección constituye una técnica muy valiosa para la 

caracterización e identificación de los individuos tolerantes (Pérez-Clemente y Gómez-

Cadenas, 2012). Esta metodología se basa en el cultivo in vitro de células, tejidos u 

órganos en un medio de cultivo suplementado con el agente selectivo, permitiendo la 

selección y regeneración de las plantas con las características deseadas.  

La técnica de la presión de selección in vitro ha sido utilizada con éxito para 

identificar genotipos más tolerantes a diferentes estreses abióticos (Rai y col., 2011), entre 

los que destaca los estudios sobre la salinidad mediante el uso de NaCl como agente 

selectivo (Woodward y Benett, 2005). 
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El objetivo principal del presente trabajo fue el desarrollo de herramientas 
biotecnológicas basadas en el cultivo de tejidos que pudieran ser aplicadas a la mejora 
genética de patrones de cítricos para la obtención de clones tolerantes a salinidad. Para 
ello se siguió una estrategia basada en los siguientes objetivos secundarios: 

1. Definir las condiciones óptimas para la propagación in vitro, micropropagación, 
enraizamiento y aclimatación, de plántulas procedentes de material adulto de 3 patrones 
de cítricos (Citrus macrophylla, C. aurantium y C. reshni). Este protocolo nos permitirá 
la producción eficiente de plantas de estas especies y los explantos micropropagados 
podrán ser utilizados como fuente de material homogéneo y aséptico en experimentos de 
mutagénesis ó transformación.  

2. Estudiar el uso del cultivo in vitro para evaluar la respuesta al estrés salino en diferentes 
tipos de explantos de C. macrophylla. Examinar las respuestas fisiológicas, nutricionales 
y en el crecimiento de explantos cultivados in vitro en respuesta a un incremento en la 
concentración salina del medio de cultivo para estudiar los diferentes mecanismos 
utilizados por los explantos tanto en fase de proliferación como de enraizamiento.  

3. Analizar el efecto de la composición del medio de cultivo, condiciones de incubación, 
tipo y origen de explanto en la regeneración de C. macrophylla y C. aurantium. Evaluar 
la capacidad de regeneración in vitro de explantos adultos de C. macrophylla y C. 

aurantium procedentes de brotes cultivados in vitro como base para desarrollar un 
programa de mejora genética basado en el uso de mutagénesis con radiación gamma en 
combinación con el cultivo de tejidos. 
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1ª.- Se ha desarrollado por primera vez un protocolo eficiente para la propagación, 
enraizamiento y aclimatación, a partir de tejidos procedentes de material adulto, de 
tres importantes patrones de cítricos en España: Macrophylla, mandarino Cleopatra 
y Naranjo Amargo. El protocolo fue optimizado mediante el ensayo de distintos 
medios basales y de diferentes concentraciones de varios reguladores del 
crecimiento. En la fase de proliferación, medios con alta concentración salina, como 
DKW o MS, y diferentes combinaciones de BA y GA o BA y AD fueron 
indispensables para la multiplicación de los explantos. La productividad más alta se 
obtuvo en cada variedad con diferentes combinaciones de los reguladores del 
crecimiento. En Macrophylla, la mayor productividad fue obtenida con 1 mg/l de BA 
en combinación con 2 mg/l de GA, en Naranjo Amargo con 2 mg/l de BA y 0.6 mg/l 
de GA o 4 mg/l de AD, y en mandarino Cleopatra con una combinación de 2 mg/l de 
BA y 1 mg/l de GA o 4 mg/l de AD. 

2ª.- En la fase de enraizamiento, del protocolo de micropropagación, diferentes 
combinaciones de IBA e IAA para Macrophylla, y de NAA e IBA para mandarino 
Cleopatra o Naranjo Amargo, produjeron los porcentajes de enraizamientos más 
altos. En Macrophylla, cerca del 100% de los explantos enraizados fueron obtenidos 
cuando se utilizó una combinación de 1 mg/l de IBA y 1 mg/l de IAA, sin embargo, 
en Naranjo Amargo o en mandarino Cleopatra 1 mg/l de IBA en combinación con 1 
ó 2 mg/l de NAA produjeron los mejores resultados. La aclimatación de los explantos 
fue casi del 100% para todos los patrones estudiados. Los explantos crecieron 
activamente durante el proceso de aclimatación y las plantas viables fueron 
establecidas en macetas en el invernadero. 

3ª.- El protocolo de micropropagación puesto a punto en esta tesis podría ser utilizado 
para la producción eficiente de plantas certificadas de patrones de cítricos y estas 
plantas micropropagadas podrían ser una fuente ideal de material homogéneo y 
aséptico para su integración en ensayos de mutagénesis o transformación genética. 
Además este protocolo podría ser fácilmente aplicado a la propagación de las plantas 
genéticamente modificadas. 

4ª.- La tasa de crecimiento de los explantos de Macrophylla, tanto en proliferación como 
en enraizamiento, disminuyeron con el aumento de la concentración de NaCl en el 
medio de cultivo. La concentración de solutos compatibles, como prolina y 
compuestos de amonio cuaternario, aumentaron en los explantos en proliferación 
cuando se cultivaron en medio salino, pero no en los explantos en enraizamiento. La 
concentración total de clorofila disminuyó de manera significativa con la sal, y este 
efecto fue más significativo en los explantos enraizados. 

5ª.- La concentración de Na+ y Cl- en los explantos de Macrophylla aumentó de manera 
significativa con la salinidad, pero los niveles fueron más altos en los explantos en 
proliferación que en los enraizados.� Los resultados obtenidos sugieren que los 
importantes daños sufridos en los explantos se deben principalmente a la toxicidad 
celular de los iones salinos, principalmente al Cl-. Los niveles de malondialdehido 
aumentaron en los explantos en proliferación indicando un aumento del grado de 
daño producido en las membranas celulares.�La concentración en los explantos de 
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NO3
-, K+, Mg2+, Ca+ y Fe también estuvo afectada por la concentración salina del 

medio de cultivo  

6ª.- En los explantos de Macrophylla en proliferación en medio salino, los niveles de 
prolina y compuestos de amonio cuaternario estuvieron altamente correlacionados 
con la concentración de sodio y cloruro, indicando un posible papel de estos 
compuestos en el ajuste osmótico. 

7ª.- Los resultados de este estudio indican el potencial del cultivo de tejidos en la 
evaluación de explantos de cítricos al estrés salino, ya que las respuestas se pueden 
observar en un tiempo relativamente corto y en un ambiente controlado. Se han 
observado importantes evidencias de que los explantos de Macrophylla cultivados in 

vitro responden a la salinidad de manera similar que en la planta ex vitro, así esta 
técnica podría ser utilizada para la pre-selección y evaluación de la tolerancia a la 
salinidad de explantos de cítricos.  

8ª.- En esta tesis, se ha desarrollado un sistema eficiente de organogénesis in vitro para 
explantos nodales adultos de Macrophylla y Naranjo Amargo. Los explantos de los 
dos patrones de cítricos mostraron respuestas similares en el medio de regeneración. 
Una pequeña cantidad de callo friable y blanco se desarrolló en la superficie dañada 
y la diferenciación del callo llevó a la formación de yemas adventicias. La mayoría 
de las yemas se desarrollaron desde el callo por organogénesis indirecta pero algunas 
veces se observó la producción de yemas directamente desde el tejido. 

9ª.- El protocolo de organogénesis de patrones de cítricos fue optimizado variando la 
concentración de los reguladores del crecimiento, las condiciones de incubación, el 
medio basal y el tipo de explanto usado. La adición de BA y el periodo de inducción 
en oscuridad fueron indispensables para la regeneración de los explantos y el tipo de 
explanto o el medio basal tuvieron una gran influencia. Los mejores resultados fueron 
obtenidos con 3 ó 2 mg/l de BA para explantos adultos de Macrophylla y Naranjo 
Amargo, respectivamente. Altos porcentajes de regeneración fueron obtenidos con 
los medios basales de WPM y DKW en los explantos de Macropylla y, aunque el 
medio basal no influyó de manera significativa en la regeneración de los explantos 
de Naranjo Amargo, los mejores resultados fueron obtenidos con el medio DKW. 
Cuando se analizó el tipo de explanto, los mejores resultados fueron obtenidos con 
segmentos nodales de Macrophylla frente al uso de segmentos internodales y se 
observó un gradiente morfogenético en los explantos; la eficiencia organogénica fue 
superior cuando se utilizaron explantos de la zona apical del brote. La incubación en 
oscuridad durante las primeras 3 ó 4 semanas del cultivo fue esencial en el proceso 
de regeneración en ambos patrones. 

10ª.- En la mayoría de los estudios realizados en organogénesis de explantos de cítricos, 
se ha utilizado material juvenil como fuente del explanto. En este trabajo se ha 
establecido un protocolo simple y altamente eficiente de regeneración adventicia 
utilizando segmentos nodales de material adulto de Macrophylla y Naranjo Amargo. 
En ambos patrones, fueron obtenidos altos porcentajes de regeneración, por encima 
del 50%. Este protocolo podría ser utilizado para la introducción de variación 
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genética a través de transformación o mutagénesis de explantos de Macrophylla y 
Naranjo Amargo. En los últimos meses, experimentos de mutagénesis y pre-
selección in vitro de clones tolerantes a salinidad, utilizando explantos adultos de 
Macrophylla y Naranjo Amargo, han sido realizados con éxito en el laboratorio del 
Equipo de Citricultura del IMIDA. 
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Alemow and ‘Cleopatra’ mandarin shoots rooted well using these plant growth 
regulators; however, all combinations of IBA and IAA tested resulted in very low 
rooting percentages in sour orange. To improve rooting in sour orange and ‘Cleopatra’ 
mandarin, different combinations of naphthaleneacetic acid (NAA) and IBA were 
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level, but Cl- levels were higher in the proliferated explants than in the rooted explants. 
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quaternary ammonium compounds-QAC) accumulated in salt-stressed plants in 
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the explants, indicating a possible role of these compounds in osmotic adjustment. The 
plant concentrations of NO3-, K+, Mg2+, Ca+ and Fe were also affected by the NaCl 
concentration of the medium. We suggest that the important deleterious effects in the in 
vitro explants of Citrus macrophylla grown at increasing NaCl concentrations were due 
mainly to toxic effects of saline ions, particularly Cl-, at the cellular level. 
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Tallón, C. I., Porras, I. y Pérez-Tornero, O. (2013) “High efficiency in vitro

organogenesis from mature tissue explants of Citrus macrophylla and C. aurantium”. In 

Vitro Cellular and Developmental Biologia Plant. 49: 145-155. 

A simple and efficient protocol for obtaining organogenesis from mature nodal explants 
of Citrus macrophylla (alemow) and Citrus aurantium (sour orange) has been 
developed by optimizing the concentrations of the plant growth regulators, the 
incubation conditions, the basal medium and by the choice of explant. In order to 
optimize the plant growth regulator balance, explants were cultured in the regeneration 
medium supplemented with several N6- benzyladenine (BA) concentrations or with 2 
mgl−1 BA in combination with kinetin (KIN) or 1-naphthaleneacetic acid (NAA). The 

presence of BA was found to be essential for the development of adventitious buds; the 

best results were obtained using BA at 3 and 2 mgl−1 for alemow and sour orange, 

respectively. The combination of BA with KIN or NAA in the culture medium 

decreased the regeneration frequency, with respect to the use of BA alone. The effect of 

three different basal media was rootstock-dependent. For C. macrophylla the best 

results were obtained with Woody Plant Medium or Driver and Kuniyuki Walnut 

Medium (DKW). However, for C. aurantium, although high percentages of regenerating 

explants were obtained independently of the basal medium used, the highest number of 

buds per regenerating explants was obtained with DKW medium. Attempts were made 

to identify the type of explants which had a higher regeneration ability using particular 

regions along the mature shoots of C. macrophylla. When nodal segments, where the 

buds were completely removed, and internode segments were compared, the highest 

percentage of responsive explants was obtained with nodal segments. The existence of a 

morphogenetic gradient along the shoot was observed and the organogenic efficiency 

was highest when explants from the apical zone were used. Incubation in darkness for 3 

or 4 wk was essential for regeneration process in both rootstocks. 

DOI 10.1007/s11627-012-9476-6. 

http://link.springer.com/article/10.1007/s11627-012-9476-6
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