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La produccion de citricos del Uruguay esta orientada
al consumo en fresco, por lo que la calidad del produc-
to es clave para la sostenibilidad de la cadena. Desde
hace varios afios el Programa de Mejoramiento Gené-
tico de Citrus de INIA viene trabajando en la busqueda
de variedades que cumplan con los requisitos de los
mercados.
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Asi, en 2015 fueron liberados nuevos hibridos de man-
darinas con caracteristicas de facil pelado, buen color
externo y calidad de la cascara, capacidad parteno-
cérpica (capaces de dar fruta sin semilla en ausencia
de polinizacién), excelente sabor, altos ° Brix y, en la
mayoria de los casos, con tolerancia a enfermedades
importantes como Alternaria y Cancro Citrico.

Junio 2019 - Revista INIA 13



En la basqueda de objetivos mas ambiciosos, tratan-
do de producir masivamente nuevas variedades sin
semilla, el programa ha orientado sus esfuerzos hacia
la obtencion de variedades triploides (3x) e induccién
de mutaciones. De este modo se han originado lineas
parentales superiores tetraploides (4x) y se estan in-
duciendo mutaciones en variedades comerciales e
hibridos nacionales derivados de cruzamientos dirigi-
dos entre variedades diploides (2x). De esta forma, hoy
contamos con un programa de mejoramiento integral a
largo plazo y con un objetivo general claro: mandarinas
de excelente sabor, color, facil pelado y sin semillas.

Para ello disefiamos una estrategia que se compone de
cuatro ejes:

1) Induccién de mutaciones.

2) Obtencioén de parentales tetraploides.
3) Obtencion de plantas triploides.

4) Uso de marcadores moleculares.

ESTRATEGIAS Y RESULTADOS ALCANZADOS
1 - INDUCCION DE MUTACIONES
1.1 - Irradiacion de yemas de variedades conocidas

La tecnologia de irradiacion es ampliamente utilizada y
avalada por la FAO para la creacion de variabilidad ge-
nética de especies vegetales. Para los citricos, la técni-
ca consiste en exponer yemas a dosis muy bajas (30-70
Gy) de irradiacion con rayos gamma. La irradiacion cau-
sa mutaciones aleatorias y, dada la amplitud de genes
que regulan el proceso de reproduccion, frecuentemente
estan relacionadas con la fertilidad, lo que es beneficio-
so en la blsqueda de citricos que no producen semillas
(Figura 1). Actualmente contamos con 9500 plantas in-
jertadas con yemas irradiadas de diferentes mandarinas.
Cada afio se evalla el niamero de semillas por fruta vy,
las plantas que producen frutos sin semillas son selec-
cionadas y multiplicadas para ensayos de evaluacion de
estabilidad (Figura 2).
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Figura 1 - Fruta sin semilla de mandarina M19 (Ellendale
x Satsuma) irradiada.
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INIA cuenta con un programa de
mejoramiento integral a largo plazo

y con un objetivo general claro:
mandarinas de excelente sabor, color,
facil pelado y sin semillas.
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Figura 2 - M6dulo de mandarinas irradiadas ubicado en
INIA Salto Grande.

1.2 - Variaciones somaclonales

Esta técnica se basa en estimular las mutaciones es-
pontaneas que se dan en el cultivo in vitro de tejidos
indiferenciados (callos embriogénicos). Luego de dos
afios de trabajo con este tejido, se avanza en el proce-
so de obtencion de plantas a partir de callos embriogé-
nicos de variedades comerciales (Figura 3). Se busca
identificar nuevos genotipos sin semilla y con diferen-
tes fechas de maduracion. La meta es generar 2000
plantas candidatas usando esta tecnologia (Figura 4);
muchas de ellas iran a campo en la proxima primavera
para comenzar su proceso de evaluacion.

Figura 3 - Callo embriogénico de mandarina con embrio-
nes diferenciados.



2 - OBTENCION DE PARENTALES TETRAPLOIDES
2.1 - Parentales autotetraploides

Los autotetraploides son plantas con el doble de conteni-
do cromos6mico (4x) utilizadas como parentales en cru-
zamientos dirigidos (2x x 4x) para la obtencién de plantas
triploides (3x). Las plantas autotetraploides se generan
espontdneamente en variedades apomipticas (poliem-
briénicas) y tienen la misma informacion genética que
la planta madre, pero duplicada. Cada afio se siembran
miles de semillas de diferentes variedades o hibridos na-
cionales promisorios y luego se seleccionan las plantas
4x mediante seleccién fenotipica y confirmacion por ci-
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Figura 4 - Plantas de mandarinas obtenidas a partir de
callos embriogénicos.
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Figura 5 - Plantas autotetraploides (4x) de mandarinas
generadas espontdneamente en semillas poliembrionicas.

Figura 6 - Microinjerto con una gota de colchicina para
estimular la duplicacién del contenido de ADN.
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Figura 7 - Esquema de la combinacién de un gameto “nor-
mal” de una planta tetraploide y un gameto no reducido de
una planta diploide, lo que da como resultado una planta
alotetraploide (4x).

Alotetraploide

tometria de flujo (Figura 5). En la actualidad se cuentan
con plantas 4x de mas de 25 genotipos, en su mayoria
de mandarinas, pero también de limones y naranjas.

Asimismo, para variedades monoembriénicas las que
no son capaces de producir plantas 4x por el método
antes descripto, se utiliza la técnica combinada de mi-
croinjerto e incubacién de apices meristeméticos con
colchicina, alcaloide capaz de inducir duplicaciones
cromosémicas en el tejido tratado (Figura 6). Mediante
esta técnica se obtuvieron plantas 4x promisorias de
una variedad de alto potencial.

2.2 - Parentales alotetraploides
En un programa de mejoramiento, contar con diversi-
dad genética es sumamente importante. La descen-

dencia de un alotetraploide presenta mayor variabilidad
genética que la de un autotetraploide.
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A través de la tecnologia de irradiacion
se logran obtener plantas con frutos
sin semillas, que son seleccionadas

y multiplicadas para ensayos de
evaluacion de establilidad.

Esto se debe a que los alotetraploides comparten infor-
macién genética de dos variedades (2x + 2x), ya que son
obtenidos por la combinacion de dos células, cada una
de un individuo genéticamente diferente. Pueden obte-
nerse por la combinacién de dos gametos no reducidos
(2x) de cruzamientos a campo (Figura 7), o por la fusion
de células sométicas en laboratorio (Figura 8). En nues-
tro caso estamos explorando las dos alternativas; hasta
el momento se obtuvieron seis plantas alotetraploides
provenientes de cruzamientos que combinan caracteris-
ticas productivas, sanitarias y de calidad de fruta.

3 - OBTENCION DE PLANTAS TRIPLOIDES

Muchas de las variedades actualmente cultivadas son ca-
paces de producir frutos sin semillas cuando se plantan
aisladas, lejos de otras variedades compatibles capaces
de polinizarlas. En nuestras condiciones de cultivo, donde
se cultivan diferentes variedades en un mismo predio en
busca de ampliar el periodo de recoleccién y oferta varie-
tal, no resulta sencillo producir fruta sin semillas.

Los alotetraploides comparten informacion
genética de dos variedades, su obtencion

mediante cruzamientos permite combinar

caracteristicas productivas, sanitarias

y de calidad de fruta.
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Figura 8 - Mezcla de protoplastos de callo embriogénico
(blancos) y de hojas (verdes) en la técnica de fusion de
protoplastos.
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Dado que la polinizacion en citricos es entomdfila (princi-
palmente por abejas), los productores que buscan producir
fruta sin semillas se ven obligados a aislar fisicamente a
las variedades. Una de las estrategias mas usadas son las
mallas anti abejas durante todo el periodo de floracién (Fi-
gura 9). Esta tecnologia, si bien es efectiva, aumenta signi-
ficativamente los costos de produccion (costo de materia-
les, estructuras, instalacion) y ademas va en detrimento de
los intereses de la industria apicola.

Las plantas triploides (3x) se caracterizan por ser comple-
tamente estériles (tanto el polen como sus évulos) y por
tal motivo son capaces de producir frutos sin semillas bajo
cualquier circunstancia y no son capaces de polinizar a
otras variedades cercanas. Esto es importante a nivel de
campo ya que permite plantar estas variedades junto con
otras sin que se produzca el fendmeno de polinizacién cru-
zada. Asimismo, esta tecnologia permitird que convivan
no solo productores con diferentes estrategias varietales,
sino también la produccién citricola y la apicola sin conflic-
to de intereses. Desde hace algunos afios el Programa de
Mejoramiento viene creando plantas triploides generadas
espontaneamente, y desde 2018 se comenz0 la realiza-
cién de cruzamientos para obtener una produccién masiva
de triploides. Estos cruzamientos son realizados utilizando
plantas tetraploides (4x) y plantas diploides (2x).

Dado que los embriones triploides no producen endos-
perma (se encuentran en las semillas subdesarrolla-
das), no son capaces de germinar en condiciones natu-
rales, para lo cual es necesario implementar la técnica
de rescate de embriones in vitro y colocarlos en medio
de cultivo en condiciones estériles (Figura 10).

Luego de que las plantas se desarrollan completamen-
te, se determina el nivel de ploidia (niUmero de juegos de
cromosomas) a través de Citometria de Flujo y aquellas
que son identificadas como triploides, son selecciona-
das, aclimatadas en condiciones de vivero, se injertan
en el portainjeto P. trifoliata, y luego se plantan a campo
para su evaluacion.

Figura 9 - Cultivo de mandarina protegido con malla anti-
abejas para evitar la polinizacién con polen externo y asi
la presencia se semillas.
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Figura 10 - Rescate de embrién presente en semilla vana
y plantas generadas en condiciones de cultivo in vitro.

Anualmente se estan rescatando aproximadamente
5000 embriones anualmente en busqueda de triploides.
Actualmente contamos con plantas 3x de mas de 20 cru-
zamientos con parentales con alto potencial. Algunos de
estos triploides ya estan a nivel de campo. Nuestro pri-
mer triploide, hibrido de Ellendale y Page, fue registrado
y liberado en 2016 y esta a disposicién para que los pro-
ductores del pais puedan adquirirlo (Figura 11).
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Figura 11 - Primer planta triploide liberada por INIA-FAGRO
con codigo F4P2. No presenta semillas en sus frutos.

La tecnologia de plantas triploides
permite producir frutos sin semillas bajo
cualquier circunstancia y no son capaces
de polinizar a otras variedades cercanas.

4 - USO DE MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares corresponden a regiones del
ADN que muestran diferencias entre diferentes individuos
dentro de una especie. El andlisis de ADN es una herra-
mienta muy valiosa en un programa de mejoramiento ge-
nético ya que logra entregar informacién genética precisa,
permitir el andlisis simultaneo de un gran nimero de mues-
tras y es independiente del medio ambiente.

Existen marcadores que estan ligados a genes de interés
agrondmico. Pueden ser utilizados para realizar seleccién
genotipica temprana de plantulas que aun estan en etapa
juvenil. También se evita manejar cientos o miles de plan-
tas en la seleccion fenotipica en invernaculo o a campo. En
definitiva, la seleccion asistida por marcadores molecula-
res permite acelerar la seleccion y disminuir los costos en
el manejo de grandes poblaciones de plantas.

En INIA contamos con diferentes marcadores molecu-
lares que pueden ser utilizados segun la necesidad.
Uno de los usos mas frecuentes es la caracterizaciéon
en cuanto a la poliembrionia, lo que determina si un
genotipo puede ser utilizado como parental femenino o
masculino. MITEL es el caso de un marcador que per-
mite determinar si una plantula es poliembriénica o mo-
noembriodnica, sin importar su ploidia (Figura 12), y asi
seleccionarla como parental.

Por otro lado, contamos con marcadores que permiten
realizar analisis de paternidad. Esto significa que es po-
sible determinar los parentales de un nuevo genotipo.
Este aspecto es de gran utilidad ya que es posible de-
terminar qué especie esta polinizando a una determina-
da variedad y causando la presencia de semillas.

Estas estrategias y tecnologias desarrolladas nos per-
mitirdn en un futuro préximo seguir un proceso conti-
nuo de liberacién de variedades de citricos sin semillas,
mejorando la calidad del producto y de los sistemas
productivos citricolas, reduciendo los costos de produc-
cion. En definitiva, permitira mejorar la competitividad
citricola de nuestro pais.
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Figura 12 - Determinacion de la poliembrionia en manda-
rinas diploides y tetraploides con el marcador molecular
MITE 1. F: fall6; P: poliembriénico; M: monoembriénico.
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