8

Cultivos Tropicales, Vol. 43, No. 1, enero-marzo 2022, e-ISSN: 1819-4087, p-ISSN: 0258-5936, https.//ediciones.inca.edu.cu

Cu-ID: https://cu-id.com/2050/v43n1e07 Articulo original

O 10 Comparacion de dos protocolos de radiomutagénesis
= in vitro para el portainjertos citrico citrumelo Swingle

Comparison of two in vitro radiation-induced mutagenesis
protocols for the Citrus rootstock Swingle citrumelo

Alba Alvarez-Gonzalez", ©Amarilys Martinez-Pérez', “Victoria Zamora-Rodriguez?,
Mayda Betancourt-Grandal?, “Livia Santiago-Hernandez', ®“Mario Varela-Nualles?,
Maria C. Gonzalez-Cepero®, “Sandra Carro-Palacios’, “Armando Chavez-Ardanza’

'"Centro de Aplicaciones Tecnoldgicas y Desarrollo Nuclear (CEADEN), calle 30 # 502 esq. 5ta Ave., Miramar, Playa, La Habana,
Cuba.

?Instituto de Investigaciones en Fruticultura Tropical (lIFT), calle 7ma e/: 30 y 32, Miramar, Playa, La Habana, Cuba

3Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), carretera San José-Tapaste, km 3%, Gaveta Postal 1, San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba. CP 32 700.

RESUMEN: Con el objetivo de establecer un esquema de radiomutagénesis in vitro eficiente para el portainjertos
citrumelo Swingle, se compararon el Protocolo 1 (se irradiaron semillas y se propagaron los brotes axilares de las plantulas
regeneradas) y el Protocolo 2 (se irradiaron segmentos de epicotilo y se propagaron los brotes adventicios). Se evalué la
radiosensibilidad frente a rayos gamma de *°Co, la brotacion y tres tratamientos de enraizamiento (MS, MS+ANA y
MS+AIB). Se compard la eficiencia en cuanto al total de plantas y el tiempo, hasta su adaptacion a sustrato y se estimo el
tamafio de la poblacion mutada. Se determinaron dosis mutagénicas (DL30) de 29 y 37 Gy para semillas y segmentos de
epicotilo, respectivamente. La brotacion fue mayor del 93 % para ambos protocolos. El enraizamiento fue
significativamente mayor para los brotes adventicios en MS+ANA (0,5 mg L), debido al mayor enraizamiento secundario
(92 %), que favorecié su adaptacion a sustrato (91,8 vs 70,4 %). A partir de 1000 semillas, con las DL30 propuestas y
considerando una frecuencia de mutaciones inducidas de 0,5 %, se estimaron 50 y 70 mutantes en los Protocolos 1 y 2,
respectivamente. Se demostroé que el Protocolo 2 basado en organogénesis adventicia es mas eficiente que el Protocolo 1,
basado en irradiacion de semillas y propagacion de brotes axilares; pues permite obtener mayor nimero de mutantes en la
mitad del tiempo (siete meses), debido principalmente a la elevada capacidad de enraizamiento y mejor arquitectura
radicular, favoreciendo una mayor supervivencia ex vitro de las plantas.

Palabras clave: Citrus, micropropagacion, mutacion inducida, radiosensibilidad.

ABSTRACT: In order to establish an efficient in vitro radiation-induced mutagenesis scheme for the rootstock Swingle
citrumelo, two protocols were compared: Protocol 1 (seeds were irradiated and axillary shoots from the regenerated
plantlets were propagated) and Protocol 2 (epicotyl segments were irradiated and the induced adventitious shoots were
propagated). Radiosensitivity against °Co gamma rays, shoot induction and three root induction treatments (MS, MS +
NAA and MS + IBA) were evaluated. The efficiency regarding the total number of plants and the time required until their
acclimatization was compared. The mutated population size was estimated. Mutagenic doses (LD30) of 29 and 37 Gy were
determined for seeds and epicotyl segments, respectively. Shoot induction was higher than 93 % in both protocols. Root
induction was significantly higher for adventitious shoots on MS + NAA, due to a higher secondary root induction (92 %),
which also enhanced their adaptation to substrate (91,8 vs. 70,4 %). Starting from 1000 seeds, 50 and 70 mutants were
estimated from Protocols 1 and 2, respectively, considering the proposed LD30 and 0,5 % frequency of induced mutations.
It was demonstrated that Protocol 2: radiation-induced mutagenesis based on adventitious organogenesis was more
efficient than Protocol 1, based on seed irradiation and axillary shoots propagation; since half the time (seven months) is
required to obtain a higher number of mutants. It was mainly due to a high root induction potential and a better root
architecture, which allowed for a higher plant ex vitro survival.
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INTRODUCCION

El citrumelo Swingle (Citrus paradisi Macf. x Poncirus
trifoliata (L). Raf.) es uno de los portainjertos mas utilizados
comercialmente, no solo en Cuba (1), sino a nivel
mundial (2,3). Es un arbol vigoroso que induce elevados
rendimientos, es resistente a suelos con poco drenaje y
de moderada tolerancia a la sequia. Sin embargo, al igual
que otros portainjertos trifoliados, crece poco en los suelos
calcareos (4), por lo que es necesario mejorar su tolerancia
a la deficiencia de hierro inducida por la caliza; lo cual es
un problema de importantes regiones del mundo y en Cuba
para la zona citricola de Jagliey Grande en Matanzas (5).
Asimismo, es de interés reducir su arquitectura, pues se
requieren portainjertos enanizantes en las plantaciones de
alta densidad, como una de las estrategias de manejo del
Huanglongbing (6).

Caracteres como el enanismo y la tolerancia a
diferentes estreses bidticos y abidticos se han podido
inducir en numerosas especies vegetales mediante la
radiomutagénesis (7). En el caso de los citricos, existen
15 cultivares mutantes en la base de datos (MVD)
del Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA),
registrados entre 1970 y 2017 (8). En su mayoria, se trata
de cultivares copa mejorados para el tamafio y calidad del
fruto, la reduccién del nimero de semillas, retardo de la
madurez, rendimiento, asi como la tolerancia a algunas
enfermedades (9,10).

Para los citricos, en particular los portainjertos, los
métodos tradicionales de hibridacién sexual estdan mas
limitados por su biologia reproductiva (la apomixis), los
largos periodos juveniles y la alta heterocigocidad (11). En
este sentido, la radiomutagénesis in vitro es una estrategia
alternativa, ya que combina las ventajas de la induccion
de mutaciones con las técnicas biotecnoldgicas (12). De
hecho, recientemente, se informaron cinco mutantes del
portainjertos Citrus macrophylla con mayor tolerancia a
la salinidad, obtenidos por radiomutagénesis y seleccion
in vitro (13,14).

Para el desarrollo de enfoques de mutagénesis in vitro
en Citrus spp. se utilizan diferentes explantes que incluyen
semillas, yemas, callos, protoplastos, segmentos de epicotilo
y apices caulinares (15). Sin embargo, en todos ellos es
necesario establecer las condiciones éptimas de irradiacion
asi como protocolos de propagacion eficientes (7), ya que
la respuesta a los mismos también esta determinada por el
genotipo y el tipo de explante (16).

Con el objetivo de establecer un esquema de
radiomutagénesis in vitro eficiente para citrumelo Swingle,
en este trabajo se comparan dos protocolos: en el Protocolo
1 se irradian semillas y se propagan los brotes axilares de
las plantulas regeneradas y en el Protocolo 2 se irradian
segmentos de epicotilo y se propagan los brotes adventicios
inducidos. Se evalua la radiosensibilidad de ambos explantes
frente a rayos gamma de ®°Co; se determinan los porcentajes
de brotacion, enraizamiento y adaptacion a sustrato de los

propagulos y se compara la eficiencia de ambos protocolos
en cuanto al numero final de plantas adaptadas a sustrato
y el tiempo requerido hasta su adaptacion. Basado en estos
resultados, se estima también el tamafio de la poblacion
mutada necesario para obtener un numero adecuado de
posibles mutantes en cada protocolo.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los frutos maduros fueron colectados en la UCTB “Félix
Duque” de Jagliey Grande, perteneciente al Instituto de
Investigaciones en Fruticultura Tropical (IIFT); a partir de
plantas de citrumelo Swingle que mostraron un 40 % de
poliembrionia y un promedio de 1,8 plantulas por semilla
(datos no mostrados).

Explantes

Los explantes irradiados en los Protocolos 1 y 2 fueron
semillas y segmentos de epicdtilo, respectivamente.

Las semillas se extrajeron de los frutos frescos, se
descascararon y desinfectaron con hipoclorito de sodio
(0,7 %) y se transfirieron a tubos de cultivo que contenian
medio de Murashige y Skoog (MS) basal, sin vitaminas
ni sacarosa ni reguladores del crecimiento vegetal (RCV).
Luego de la irradiacion, se transfirieron inmediatamente a
nuevos tubos de cultivo con medio fresco, una semilla por
tubo y se mantuvieron para su germinacién por 30 dias en
cuarto de crecimiento controlado a 25 °C, 60 % de humedad
relativa, fotoperiodo de 16-h luz / 8-h oscuridad e iluminancia
de 2500 Ix suministrada con lamparas fluorescentes Chiyoda.
Las plantulas germinadas se transfirieron a MS liquido con
mioinositol (0,1 gL")y 30 g L' de sacarosa y se subcultivaron
por 60 dias hasta tener al menos tres entrenudos. En
las semillas poliembridnicas solo se tomé la plantula mas
vigorosa por semilla.

Los segmentos de epicétilo se obtuvieron de plantulas
etioladas (regeneradas de semillas germinadas en la
oscuridad en MS basal por 30 dias). De la region del
epicétilo se cortaron segmentos de aproximadamente
0,5 cm que se colocaron en Placas Petri con MS basal.
Inmediatamente después de irradiados, los segmentos se
transfirieron a nuevas placas Petri con medio de brotacion:
Murashige y Tucker (MT) suplementado con 2,0 mg L' de
6-bencilaminopurina (6-BAP) (16) y fueron mantenidos en
cuarto controlado en la oscuridad para la brotacién.

Protocolos

En la Figura 1 se muestra un esquema con las etapas
de los protocolos evaluados. En el Protocolo 1 se irradiaron
semillas y se propagaron los brotes axilares de las plantulas
regeneradas. En el Protocolo 2 se irradiaron segmentos de
epicétilo y se propagaron los brotes adventicios inducidos.
Ambos propagulos se sometieron a etapas de elongacion,
enraizamiento y adaptacion a sustrato.
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Figura 1. Protocolos de radiomutagénesis in vitro de citrumelo Swingle comparados en el estudio.

Curvas de radiosensibilidad

Los explantes fueron irradiados a 10, 20, 30, 40 y 50 Gy
de rayos gamma de Cobalto 60 (®*°Co), a 35 °C y a
una tasa de dosis de 14 Gy/min. El rango de dosis se
selecciond basado en estudios previos de radiosensibilidad
en Citrus spp. con estos tipos de explantes (16,17). Se
utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado.
Se irradié una semilla por tubo y 20 semillas por tratamiento
(dosis de irradiacion), en dos experimentos independientes.
Para los segmentos de epicdtilo se irradiaron dos placas
Petri por dosis en dos experimentos independientes. Cada
placa contuvo 15 segmentos en el primer experimento
y 20 segmentos en el segundo. Como criterio de
radiosensibilidad de semillas y segmentos de epicétilo
se considerd la fraccion de semillas germinadas (FSG);
es decir, semillas con brotes completos del total de
semillas y la fraccion de segmentos que respondieron
a la induccion de brotes adventicios (FSR) del total de
segmentos, respectivamente.

Propagacion in vitro
Induccién de brotes y elongacién

Para la induccion de brotes axilares, los segmentos
nodales se transfirieron a medio de induccién consistente
en MS suplementado con 6-BAP (1 mg L") y &cido 1-
naftilacético (ANA) (0,1 mg L") (18), en cuarto de crecimiento
controlado durante 60 dias. Para aislar los sectores mutados,
los brotes axilares se separaron y se propagaron en dos
subcultivos, hasta la generacion M1V3. Para la induccion
de brotes adventicios, se mantuvieron los segmentos de

epicétilo en medio de brotacién (16) en la oscuridad por
15 dias en cuarto de crecimiento controlado y luego se
restauré el fotoperiodo de 16-h luz/8-h oscuridad por 60 dias.
El porcentaje de brotacién (B), longitud del brote (LB)
(mm) y numero de brotes por explante (BE) se evaluaron
en 150 explantes para cada protocolo. Para BE, sélo
se registraron los brotes adventicios de aproximadamente
10 mm, considerando que los menores de este valor no
se desarrollan posteriormente, de acuerdo a observaciones
previas y a otros autores (19).

Posteriormente los brotes se transfiieron a medio de
elongacion, consistente en MS suplementado con 6-BAP
(0,5mg L")y acido giberélico (GA3) (0,1 mg L") (20). Basado
en los valores de longitud promedio de brotes axilares (21)
y adventicios (19), en varias especies citricas, se decidid
evaluar la eficiencia de elongacién (EE) como el porcentaje
de brotes mayores de 15 mm para brotes axilares o de 10 mm
para los adventicios. Este se determiné a los 30 dias de
cultivo, en 150 brotes para cada protocolo.

Enraizamiento y supervivencia en el sustrato

Se compararon tres tratamientos de enraizamiento: I) MS
(MS a la mitad de su fuerza iénica (MS (1/2)) + 30 g L' de
sacarosa), Il) MS + ANA (MS (1/2) + 30 g L' de sacarosa
+ 0,5 mg L' de ANA) y Ill) MS + AIB (MS (1/2) + 30 g L
de sacarosa + 0,5 mg L' de &cido 4-3 indolbutirico (AIB)). A
los 60 dias se determind el porcentaje de enraizamiento
(E), numero de raices por explante (RE) y la longitud
promedio de las raices (LR). También se evalué el porcentaje
de enraizamiento secundario (ES) y el nimero de raices
secundarias por explante (RSE).
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Los brotes enraizados fueron transferidos a recipientes
plasticos de 1 L de capacidad, con una mezcla de tierra
y humus de lombriz. La tierra se desinfecté en horno, a
200 °C por dos horas y se mezclé con el humus de lombriz
(50 %:50 %). Las plantas se protegieron con una cubierta
plastica transparente por 15 dias. Se aplicé riego manual
tres veces por semana entre las 8:00 y las 10:00 de la
mafana, hasta saturacién del sustrato. Se regé con MS (1/2)
en la primera semana y con agua corriente posteriormente.
Durante la tercera semana se retird la cubierta una hora
diaria, en la mafana. Cuando emergieron las hojas nuevas
a partir de la cuarta semana, se removid la cubierta una
hora mas cada dia hasta que las plantas se dejaron
completamente destapadas. A los 30 dias se determiné el
porcentaje de supervivencia en el sustrato (S).

Analisis de los datos

Las curvas dosis-efecto se obtuvieron por ajuste de los
valores medios de radiosensibilidad en Origin- PC. Para
comparar la brotacion, el enraizamiento y la supervivencia
en el sustrato, se calculdé la media, desviaciéon estandar y
error estandar de cada caracter. El ajuste a la normalidad y la
homogeneidad de varianza se determinaron por las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente.

Los valores de BE y LB se compararon por una prueba de
Mann-Whitney y un test t de Student, respectivamente. Los
valores de LR se analizaron por un ANOVA de clasificacion
simple seguido de un test de comparacion multiple de Tukey.
Para los valores de RE se aplicé un Kruskall-Walis seguido
de una prueba de Dunn (SPSS V19). Para comparar los
porcentajes de B y EE se calcularon los intervalos de
confianza (p<0,05). En el caso de los porcentajes de E y
S se aplicd una prueba Chi cuadrado (x?) de comparacién de
proporciones (Statgraphics Plus V5.1).

RESULTADOS Y DISCUSION
Radiosensibilidad y dosis mutagénicas

A partir de las curvas dosis-efecto se determiné una
dosis letal media (DL50) de 40 Gy y 45 Gy para semillas
y segmentos de epicdtilo, respectivamente (Figura 2).

FSG=-0,0002X2- 0,0006 X + 0,947

R2=0,94

DL50=40 Gy
~ DL30=29 Gy

1.0+

094
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805‘
w
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02+
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0.0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Dosis (Gy)

Aunque se encontré un valor de DL50 mayor (200 Gy)
para semillas de C. suhuiensis ‘limau madu’ que fueron
desecadas hasta un 25 % de humedad antes de la
irradiacion (17), los mismos autores hallaron una DL50 de
50 Gy cuando las semillas de C. suhuiensis ‘limau langkat’
fueron irradiadas sin desecar. Este valor es mas cercano
a nuestro resultado, donde las semillas fueron irradiadas
inmediatamente después de extraidas de los frutos frescos
con un elevado contenido de humedad. Esta puede
ser la causa de las diferencias entre estos resultados,
ya que en las semillas, los contenidos de agua y de
dioxigeno son los principales factores que modifican la
radiosensibilidad (22,23).

En el caso de los segmentos de epicdtilo, se informan
valores de DL50 menores al obtenido en este trabajo en
otras especies citricas como las mandarinas Fremont y
Thomas, el tangor Murcott y la lima de Rangpur, los que
variaron entre 22 y 34,5 Gy (16). Aunque estas diferencias
pudieran estar explicadas por una respuesta dependiente
del genotipo; otros factores como las condiciones del cultivo,
de la irradiacion (temperatura, tasa de dosis, energia de la
radiacion gamma) y el estado fisiolégico del material vegetal,
contribuyen también a las diferencias.

La selecciéon de la dosis mutagénica depende de
la experiencia del mejorador, asi como de la genética
y fisiologia del material vegetal. Frecuentemente se
recomienda el uso de la DL50 (£10%), ya que se considera la
dosis a la cual ocurre la mayor frecuencia de mutaciones
(23,24). Sin embargo, ocurren numerosas mutaciones
deletéreas que causan la pérdida del 50 % del material
irradiado. Por ello, muchos estudios recomiendan una dosis
intermedia que permita inducir mutaciones sin un alto grado
de dafio fisioldgico; por ejemplo, la dosis que reduce en un
30 % la supervivencia (DL30) o el crecimiento (GR30) de
la planta o del propagulo (16,23,25). En este estudio, se
determind y se recomienda una DL30 de 29 Gy y 37 Gy para
los Protocolos 1y 2, respectivamente.

Brotacion y elongacion

Se obtuvieron elevados porcentajes de brotacién y un
numero similar de brotes por explante (BE) tanto para brotes
axilares como adventicios (Tabla 1).

B FSR= - 0,0003X + 0,007X + 0,927
s R?=0,94
b — — DL50=45 Gy
091 [] DL30=37 Gy
084
]
06
x
w05
w
044
0.3
024
01
0.0 T T T T T
0 10 20 30 40 50
Dosis (Gy)

Los puntos representan el valor medio + desviacion estandar

Figura 2. Curvas dosis-efecto frente a rayos gamma (°°Co), para semillas (A) y segmentos de epicétilo (B) del portainjertos

citrumelo Swingle.
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Tabla 1. Brotacion y elongacion de brotes axilares y adventicios de citrumelo Swingle.

Brotes axilares

Brotes adventicios

Brotacion BE 2,16 £ 0,07
B (%) 94,6

Elongacion LB (mm) 26,5+0,8
EE (%) 94,3

2,01 +£0,07 n.s. p<0,01
93,5 n.s. p<0,05

15,1+0,5 ** p<0,01
95,3 n.s. p<0,05

BE y LB expresados como media + error estandar

Para los brotes axilares, el valor de 2,16 BE resulté mayor
al obtenido en estudios previos con la misma concentracion
de 1 mg L' de 6-BAP, tanto para el mismo genotipo (BE=1,14)
(26), como para mandarina Cleopatra, naranjo agrio y C.
macrophylla (1 a 1,5) (21).

El valor de BE (2,01) para los brotes adventicios resultd
mas bajo que el obtenido para este tipo de explante en otros
cultivares copa (10); mientras que, fue mayor al obtenido
en otros portainjertos como mandarina Cleopatra, naranjo
agrio y C. macrophylla (BE entre 0,8-1,4) (27). En especies
de Citrus, esta demostrado un marcado efecto del genotipo
tanto en la via de regeneracién, como en los requerimientos
ambientales y hormonales para la 6ptima formacion del brote
adventicio (27), por lo que estas condiciones deben ser bien
establecidas para cada cultivar.

Varios autores han demostrado el efecto estimulante del
6-BAP y su interaccion con otros RCV en la organogénesis
directa o indirecta de diferentes especies (19,21). En este
estudio se indujo la brotacion adventicia de citrumelo Swingle
con 2 mg L' de 6-BAP, la misma concentracion utilizada
previamente en varios cultivares de Citrus spp. (16), mientras
que otros autores utilizaron hasta 6 mg L-1 de 6-BAP, con
fines de transformacion genética en brotes adventicios de
citrange Carrizo (28). Sin embargo, otros autores coinciden
en sefalar que concentraciones de 6-BAP superiores a
1 mg L resultaron inhibitorias de la brotacion (18-20).
Por ello, para incrementar el grado de multiplicacién de
los brotes adventicios en estudios posteriores deberian
evaluarse cuidadosamente las concentraciones de 6-BAP
y probar combinaciones de este con otros reguladores
del crecimiento, considerando el efecto sinérgico que
estas tienen.

En cuanto al medio de elongacién utilizado, se observo
una buena respuesta de ambos propagulos. A los 30 dias,
el 94,3 % de los brotes axilares sobrepasé los 15 mm
(LB=26,5 mm), casi tres veces su valor inicial y el 95,3 % de
los brotes adventicios sobrepasé los 10 mm (LB=15,1 mm)
(Tabla 1).

Enraizamiento y supervivencia en el sustrato

A los 60 dias no hubo diferencias significativas entre el
enraizamiento de los brotes axilares en MS basal (67 %)y MS
suplementado con ANA o con AIB (69 %) (Figura 3).

En investigaciones anteriores se obtuvo un 65 y 95 %
de enraizamiento en mandarina Cleopatra y naranjo agrio,
respectivamente (21), con 2 mg L' de ANA; mientras que
se indujo un 80 % de enraizamiento en C. macrophylla con
una combinacion de AIB (1 mg L) + acido indolacético
(AIA) (1 mg L"). Por el contrario, los resultados de este

trabajo sugieren cierta competencia de los brotes axilares de
citrumelo Swingle para enraizar, independientemente de la
accion de RCV exdgenos. De hecho, otros investigadores
encontraron hasta un 55 % de enraizamiento de brotes
axilares de este portainjertos en RMAN (18): un medio de
enraizamiento estandar para Citrus, que contiene muy baja
concentracién de ANA (0,02 mg L"). Estudios posteriores
que incluyan la determinacion los niveles de auxinas
enddgenas en brotes axilares de citrumelo Swingle serian
necesarios para corroborar esta hipotesis.

Aunque el suplemento de auxinas no incrementd el
porcentaje de enraizamiento de los brotes axilares respecto
al medio de cultivo MS basal, si se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos en cuanto al numero de
raices por explante (RE) y a la longitud de la raiz (LR). EI AIB
(0,5 mg L) indujo raices mas largas (9,6 cm) comparadas
con el medio de cultivo suplementado con ANA (6,5 cm).
Sin embargo, este ultimo indujo un nimero significativamente
mayor de raices por explante (3,7), en comparacién con el
medio de cultivo MS basal (1,7) o MS+AIB (1,7).

En un estudio previo, en citrumelo Swingle, se encontré
el maximo enraizamiento y un promedio de 5,66 RE,
cuando se usé 2 mg L' de ANA (26). Cuando se propagan
in vitro explantes de especies lefiosas, es importante
desarrollar suficientes raices que permitan un trasplante y
supervivencia en condiciones ex vitro exitosos. Por lo tanto,
el enraizamiento de brotes axilares con ANA (0,5 mg L)
fue mejor, ya que se indujo un mayor numero de raices
por explante mientras que la longitud de estas no fue
significativamente diferente del obtenido con el medio de
cultivo MS basal.

Los brotes adventicios mostraron elevados porcentajes de
enraizamiento, incluso en el medio de cultivo sin RCV. Su
capacidad de enraizamiento fue mayor que la de los brotes
axilares: 86 % en el medio de cultivo MS basal, 93 % en el
MS+ANA 'y 91 % en el MS+AIB (Figura 4).

En este estudio se observé una respuesta diferencial en
el porcentaje de enraizamiento entre los brotes axilares
y los adventicios. En cada tipo de explante podrian
estar actuando diferentes mecanismos de regulacién de
la biosintesis, el transporte o la respuesta a la senal
auxinica. Por ejemplo, se conoce que los receptores
de la sefal auxinica de tipo TIR1/AFB forman parte de
un complejo ligasa ubiquitina-proteina (SCFTRVA'B) y que
existen proteinas (Aux/IAA) que normalmente actian como
represores de los factores de transcripcion de la respuesta a
auxinas (ARF). Al detectarse la presencia de auxinas en la
célula, el complejo SCFTRVAFEB marca las proteinas Aux/IAAs
para su degradacion. Al eliminarse estas, se activan los
factores ARFs, desencadenando la respuesta a las auxinas.
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Figura 3. Porcentaje de enraizamiento (E), niumero de raices por explante (RE) y longitud de la raiz (LR) para brotes axilares a los
60 dias en los medios de cultivo MS, MS+ANA (0,5 mg L") y MS+AIB (0,5 mg L).

Sélo en A. thaliana existen 6 AFBs, 29 AUX/IAAs y
23 ARFs y las diferentes combinaciones de estos pueden
dar diferentes respuestas transcripcionales, en dependencia
de su presencia en ciertos tejidos o del estado fisiolégico
de las plantas. Aun mas, existe una afinidad diferencial de
estos receptores por los andlogos sintéticos de las auxinas,
que complejiza mucho mas las vias de sefializacién de estas
respuestas (29).

En cuanto al nimero de raices para los brotes adventicios
se observo un mayor numero de raices primarias (1,6) y de
mayor longitud (14,9 cm) en el medio de cultivo MS+AIB
(Figura 4), en contraste con otros estudios en Citrus spp. que
informaron mejores enraizamientos con ANA, que con AIB
o AlA (21,30). Sin embargo, desde los 30 dias se observo
un enraizamiento lateral o secundario, que alcanzé un valor
significativo (92 %) a los 60 dias en el medio suplementado
con ANA (Figura 5). En este medio de cultivo, la induccion
y la elongacion de las raices primarias fueron reemplazadas
por la emision de raices secundarias y se obtuvo el mayor
promedio de raices secundarias por explante.

A los 60 dias, los brotes axilares mostraron valores mucho
mas bajos que los brotes adventicios: 10, 10 y 8 % para
el medio MS basal, MS+ANA y MS+AIB, respectivamente y
estos no fueron, estadisticamente, diferentes.

La accion de las auxinas exdgenas en la formacion de un
sistema radicular completo es conocida en varias especies.
En plantulas de maiz, el ANA esta asociado a este proceso.
Se demostré que a bajas concentraciones (0,002 mg L)
se inhibe la elongacion de raiz primaria incrementando la
emision de raices laterales y que el mecanismo esta asociado
a un alargamiento de las células del periciclo (31).

El porcentaje de supervivencia en condiciones ex vitro se
compard en base al tratamiento de enraizamiento previo
(Tabla 2). Los brotes axilares no mostraron diferencias
significativas en la supervivencia, independientemente del
tratamiento de enraizamiento in vitro previo. Por su parte,
los brotes adventicios provenientes del medio de cultivo
MS+ANA mostraron una mayor supervivencia (91,8 %) que
los provenientes del medio de cultivo suplementado con
AIB y del MS basal. Esto se debié probablemente a un
sistema radical mas eficiente que incluyé el desarrollo de
raices secundarias. Excepto este, el resto de los tratamientos
estuvieron entre el 58 y el 74 % de supervivencia, por lo que
seria de interés probar otras condiciones de aclimatacion,
probando diferentes mezclas de sustrato, fertilizacion, mejor
control de la iluminacién y el uso de algun fungicida previo al
pase a sustrato.
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Comparacion de la eficiencia

Con el Protocolo 1 se pueden obtener 15 plantas que
sobrevivieron por cada plantula germinada, mientras que con
el Protocolo 2, se produjeron 19 plantas por cada plantula
inicial (Tabla 3).

Como se observa en la Tabla 3, en el Protocolo 1 se
incluye un paso de propagacion de los brotes axilares
hasta la generacion M1V3, con el objetivo de aislar los
sectores mutados y disminuir el quimerismo. En tejidos
pluricelulares que se propagan vegetativamente sin pasar
por la fase haploide (meidtica), la célula mutada debera
enfrentar una seleccion dipldntica, es decir, una competencia
con el resto de los linajes diploides no mutantes que por lo
general tienen mas probabilidad de dividirse exitosamente.
Por ello, muchas mutaciones recesivas se pierden (32). En
los meristemos axilares, si la célula mutante logra dividirse
hasta cierta extension, se desarrollaran quimeras sectoriales.
Estos brotes axilares daran origen a plantas quiméricas no
deseadas. Por el contrario, si se propagan vegetativamente
los brotes M1V1, es probable que se generen nuevas yemas
axilares a partir del sector mutado con un menor grado de
quimerismo. Se ha demostrado que al propagar hasta la
generacién vegetativa M1V3, se reduce entre un 60 a un
80 % el numero de citoquimeras (33).

E(%)

100 1
X¢=1.26 ns.

IMS+NAA MS+IBA

Es por ello que en el Protocolo 1 se incluye el avance de
las generaciones vegetativas hasta M1V3. Con este proceso,
el valor inicial de 2,16 brotes por explante se incrementa a
32 brotes por semilla germinada al final de la propagacion.
Sin embargo, esto hace al Protocolo 1 cuatro veces mas
extenso en esta etapa, con respecto al Protocolo 2 (Figura 6).
Por el contrario, cuando el método in vitro involucra una
etapa unicelular, como los brotes adventicios, se evitan las
quimeras (15) y es innecesaria la propagacion vegetativa de
cuatro meses. Los brotes adventicios mostraron ademas una
elevada capacidad de enraizamiento secundario y una mayor
supervivencia ex vitro en el sustrato. Por ello, se perdieron
menos brotes adventicios en esta etapa, en comparacion con
los axilares. Estos resultados indican una mayor eficiencia
del Protocolo 2 para citrumelo Swingle.

Tamaiio de la poblacion mutada

Al aumentar el numero de explantes tratados se
debe esperar una mayor probabilidad de éxito; es decir,
la obtencién de los mutantes deseados depende del
tamafo de la poblacion mutada. Para estimar el mismo,
deben considerarse el numero de ciclos de propagacion
vegetativa después de la irradiacion, asi como los
porcentajes de enraizamiento y de supervivencia (33).
A partir de los resultados de este trabajo, se puede estimar el
numero de posibles mutantes a obtener en cada protocolo.
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Figura 4. Porcentaje de enraizamiento (E), nimero de raices por explante (RE) y longitud de la raiz (LR) de los brotes adventicios a
los 60 dias en los medios de cultivo MS, MS+ANA (0,5 mg L") y MS+AIB (0,5 mg L™").
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Figura 5. (A) Porcentaje de enraizamiento secundario (ES) y nimero de raices secundarias por explante (RSE) para los brotes
adventicios a los 60 dias en los medios de cultivo MS, MS+ANA (0,5 mg L") y MS+AIB (0,5 mg L). (B) Raices secundarias
desarrolladas por un brote adventicio a los 60 dias en el medio de cultivo MS+ANA (0,5 mg L™").

Tabla 2. Porcentaje de supervivencia ex vitro (S) de los brotes axilares y adventicios basado en tratamiento de enraizamiento previo.

Tratamiento de enraizamiento Brotes axilares Brotes adventicios
N S (%) N S (%)
MS 29 58,6 50 68,0 b
MS+ANA 27 70,4 49 91,8a
MS+AIB 27 63,0 50 74,0b
Prueba de x? 0,86 ns 8,77**

Tabla 3. Comparacion de los protocolos en cuanto al numero total de plantas que sobreviven ex vitro en el sustrato, a partir de cada
plantula germinada.

Protocolo 1 Protocolo 2

Plantulas germinadas por semilla * 1 1
Segmentos (nodales/de epicétilo) por planta 3-4 10-12
Brotes axilares/adventicios inducidos 6-8 20-24
Brotes axilares propagados (M1V3.) 24-32 -
Brotes elongados @ 30 23
Brotes enraizados ®© 21 21
Supervivencia ex vitro © 15 19

® EE de 0,94 y 0,95 para brotes axilares y adventicios, respectivamente
®E de 69 % y 93 % para brotes axilares y adventicios, respectivamente (0,5 mg L' ANA)
©S de 70 % y 92 % para brotes axilares y adventicios, respectivamente
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Figura 6. Tiempo de los protocolos 1 y 2 hasta la supervivencia ex vitro de las plantas de citrumelo Swingle.

Con el Protocolo 1, de una poblacién inicial de
1000 semillas (irradiadas a la DL30), se regeneraran
700 plantulas y 2800 segmentos nodales, los cuales rendiran
unos 21000 brotes axilares después de la micropropagacion.
A partir de los porcentajes de enraizamiento y supervivencia
ex vitro obtenidos, se regeneraran 10100 plantas. Con el
Protocolo 2, 1000 semillas daran lugar a 12000 segmentos
de epicétilo. Al irradiar los mismos a la DL30, se regeneraran
unos 16800 brotes adventicios. Después de la propagacion,
enraizamiento y supervivencia ex vitro en el sustrato, se
obtendran 13655 plantas. Considerando que la frecuencia
comun de mutaciones inducidas esta en el orden de 0,5 %
(33), se podran esperar entre 50 y 70 mutantes, partiendo de
1000 semillas iniciales, en los Protocolos 1 y 2,
respectivamente.

El grado de poliembrionia puede influir en el numero
total de plantas obtenidas en estos protocolos. Como
la mayoria de los portainjertos, citrumelo Swingle es un
cultivar poliembriénico, donde mas de un embrién puede
desarrollarse de una semilla. Un lote con un elevado grado
de poliembrionia podria producir un mayor numero de
plantulas y con ello, de posibles mutantes. Ademas, los
embriones nucelares son mas vigorosos y competitivos que
los embriones cigoticos producidos por autopolinizacion,
por lo que a mayor grado de poliembrionia mayor sera la
frecuencia de plantulas nucelares, con el mismo genotipo de
la planta madre (34). Como la mutagénesis inducida esta
dirigida a la mejora de determinados caracteres sin cambiar
el fondo genético del cultivar, es recomendable usar frutos de
aisladores o campos controlados, donde es mas elevada la
frecuencia de plantulas nucelares. Por el contrario, el nimero
de plantulas hibridas se incrementa en semillas provenientes
de polinizacion abierta debido a que estos embriones
cigbticos son mas vigorosos. La calidad de la polinizacion,
la nutricién y el ambiente, entre otros factores (34), afectan
el grado de poliembrionia. Por ello, aunque los lotes usados
en este trabajo mostraron un 40 % de poliembrionia, con
un promedio de 1,8 plantulas por semilla, en este analisis
solo se consider6 una plantula (la mas vigorosa) por semilla

(Tabla 3). En cualquier caso, es recomendable confirmar el
origen nucelar de los mutantes seleccionados.

La embriogénesis soméatica se propone como un enfoque
adecuado en programas de transformacién genética y
mutagénesis in vitro de especies citricas por ser una
importante fuente de explantes unicelulares (30). Aunque
este método permite elevados grados de embriogénesis
y regeneracion, el proceso total puede ser largo y la
supervivencia después del trasplante puede disminuir entre
un 30 y un 40 % (35,36). Ademds, los explantes ovulares
de citrumelo Swingle son recalcitrantes a la embriogénesis
somatica, mientras que este genotipo tiene una elevada
respuesta a la micropropagacién via organogénesis (30). En
este sentido, la combinacion de radiomutagénesis in vitro con
organogénesis adventicia propuesta en este trabajo, permitio
elevados porcentajes de enraizamiento y supervivencia
en siete meses. Este enfoque pudiera considerarse una
alternativa a la embriogénesis somatica para el mejoramiento
por radiomutagénesis de este portainjertos.

CONCLUSIONES

Para el portainjertos citrumelo Swingle, el protocolo
de radiomutagénesis in vitro, basado en organogénesis
adventicia en segmentos de epicétilo, es mas eficiente que
el protocolo basado en irradiacién de semillas y propagacion
de brotes axilares; ya que permite obtener mayor numero de
mutantes en la mitad del tiempo (siete meses). Esto se debe,
principalmente, a la elevada capacidad de enraizamiento
y formacion de una mejor arquitectura radicular, lo que
favorece una mayor supervivencia ex vitro de las plantas.
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