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ABSTRACT

The present work was carried out at the biotechnology
laboratory and experimental field of the College of
Agricultural Sciences located in San Lorenzo, Paraguay.
The investigation main purpose was to obtain mother
plants of sweetorange Citrus sinensis .. Osbeck variety
Folha murcha free of Psoriasis. To this end combined
technigques of thermotherapy and micro grafting in vitro
were used. Flushes produced by budwaod cultured invitro
subjected o thermotherapy was the source of shoot tips
and there were grafted on two-week-old Troyer Citrange
seedlings Poncirus trifoliate Raft for Citrus sinensis |..
Osbeck. After shooting the micrografted plants were over-
grafted on plants of Volkamerian lemon Citrus
volkameriana Pasquale. The tissues of plants obtained
were used as inocufum tissue, using Do ceu, Madame
vinous and Folha murcha; positive Psoriasis infected Folha
murcha sweet orange was included in each index test,
The -results of biological tests in indicator plants
demonstrated that the three mother plants obtained were
founded in Psoriasis free condition, confirming the
successful of the combination of both technigues, the
thermotherapy and shoot tip grafting in vitro.

REsuMEN

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de
biotecnologia y en el campo experimental de la Facultad
de Ciencias Agrarias, en la ciudad de San Lorenzo, Re-
publica def Paraguay. La finalidad principal de ésta inves-
tigacién fue la obtencion de plantas madres de naranjo
dulce Citrus sinensis {L..) Osbeck variedad Folha murcha,
libre del virus de la Psorosis, combinando las técnicas
de termoterapia y microinjerto de apices caulinares in
vitro. El microinjerto fue realizado utilizando brotes de
varetas, sometidas a termoterapia, e injertados en patro-
nes de Citrange Troyer Poncirus trifoliata Raft. por Citrus
sinensis {L.} Osbeck, de dos semanas de edad; luego
ded prerdimiento y desarrollo, las plantas microinjertadas
fueron sobreinjertadas en plantas de Limén volkameriano
Citrus volkameriana Pasquale. Tejidos de las plantas pro-
ducidas se usaron como inéculo en plantas indicadoras
de naranjo dulce de las variedades: Do ceu, Madame
Vinous y Folha murcha; se emplearon tejidos de plantas
infectadas, como inéeulo en las plantas indicadoras de
controf positivo. Los resultados de las pruebas biologi-
cas en las plantas indicadoras demostraron que las tres
planfas madres obtenidas se encontraban libres de la

‘enfermedad, comprobando la eficiencia de la combina-

cién de la termoterapia y el micreinjerto de apices
caulinares in vitro.
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INTRODUCCION

La Psorosis es una de las enfermedades virdsicas de
mayof importancia en el cultivo de citricos. L.a misma
provoca dafios importantes, sobretodo en naranjo dulce,
ya que éste es muy sensible a la enfermedad, siendo
afectado el rendimiento econémicos, al disminuir las co-
sechas enire un 20 y 40 %. Su modo de transmision
mas eficiente es el injerto de yemas infectadas.

Ficontrol de las enfermedades virdsicas depende de la
deteccion rapida y la eliminacion del patégeno de las
plantas madres, que sirven como fuente de yemas. La
forma de control de la enfermedad es a través de la ob-
tencion de plantas madres libres de virus, cuyas yemas
se injertan sobre portainjertos seleccionados o foleran-
tes.

Actualmente, las técnicas utilizadas para limpieza clonal
en citricos son: la termoterapia, que consiste en some-
ter a las plantas o partes de ellas a fratamientos térmi-
cos; la obtencion de plantas nucelares y la elirinacion
de virus por microinjerto de apices caulinares in vitro.
Con el desarrollo de la técnica del microinjerio, se pue-
den conseguir plantas madres libres de virosis de cual-
quier variedad en relativamente poco tiempo. Ademas,
su combinacion con la termoterapia, puede ser una ma-
nera muy efectiva de eliminar patdgenos del material
propagativo, sobretodo en el caso de la Psorosis, que es
unade las enfermedades mas dificl de erradicar.

Este trabajo tiene come finalidad la obtencidn de plantas
de naranjo dulce de la variedad Folha murcha, libre del
virus de la Psorosis, utilizando la combinacion de las
técnicas de la termoterapia y el microinjerio de apices
caulinares jn vitro, De ésta forma, la planta obtenida se-
ria utilizada como planta madre, para disponer de plan-
tas de alta calidad para su distribucion a los agriculiores,
que redundaria en una mayor produccién fruticola y de
mejor calidad.

MaTeRriALES Y METoDOS

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio y en el
campo experimental del Departamento de Biclogia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacio-
nal de Asuncidn, en el Campus Universitario de la ciudad
de San Lorenzo, Republica del Paraguay.

El microinjerto consistio en colocar un apice caulinar
{compuesto por el domo apical mas uno, dos o tres
primordios foliares), proveniente de una planta de naranjo
dulce Citrus sinensis (L.} Osbeck, infectada con el virus
de la Psorosis de los citricos, en un pairén obtenido por
germinacicn de semillas in vitrodel hibrido Citrange Troyer
Poncirus trifoliata (L.) Rafi. por Cifrus sinensis{|_.} Osbeck.

Se eliminaron los dos tegumentos de las semillas y se
desinfectaron durante 10 minutos, en una solucidn de
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hipoclorito sédico al 10% mas 1% de Tween 20. Se en-
juagaron 3 veces con agua estéril y se sembraron en
tubos de ensayo conteniendo sales del medio de
Murashige y Skoog 1962. Los tubos se maniuviercn en
la oscuridad y a temperatura constante de 279 C = 1.

El material utilizado consisitid en varetas de naranjo dul-
ce de la variedad Folha murcha Citrus sinensis (L.)
Osbeck, infectada con el virus de la Psorosis, provenien-
tes del campo de produccidn de la empresaKimex, enla
colonia Carlos A. Lopez (Iltapla - Paraguay), que fueron
utiizadas como dos fuentes de dpices: La primera fuen-
te de apices fueron plantas injertadas en invernadero
bajo cobertura plastica que fueron sometidas a una prue-
ba biolégica utilizando plantas indicadoras, al final del
cual todas las plantas indicadoras se encontraban infec-
tadas con el virus.

|.os brotes de éstas plantas se obtuvieron mediante una
termoterapia en las condiciones de invernadero, y fueron
extraidos en época estival (primavera - verane), con un
promedio de termperatura méxima de 33,52 C. Estas fue-
ron inducidas a la brotacién por medio de ia defoliacién
de plantas enteras.

La segunda fuente de apices, fueron las varetas prove-
nientes de arboles de campo en produccion sembradas
in vifro. Las varetas fueron lavadas con agua corriente,
luego con etanol al'95%, y desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 5% durante 10 minutos y enjuagadas con
agua destilada estéril. Luego, fueron sembradas en el
medio de cultivo de Murashige y Skoog solidificado con
10 gramos de agar por litro de preparacién.

Las varetas fueron colocadas en una cémara durante 12
- 15 dias a una temperatura de 30- 35 C, con un
foloperiodo de 16 horas de luz. Se ufilizaron brotes de
menos de 3 cm de fongitud, para evitar apices en estado

“de abscisién (Figura 1). Se eliminaron las hojas mayores

visibles a simple vista y se esterilizaron por 5 minutos en
una solucion de hipoclorito de sodio al 10%, ala que se
afiadié 1% del detergente Tween 20. Generalments en-
juagaron 3 veces con agua esteéril.

En el procedimiento del micreinjerio se utilizaron
portainjertos de dos semanas de edad, que se decapita-
ron entre 1,5 — 2 cm dejando del epicotilo; el épice de la
raiz fue eliminado, dejando un trozo deraizde 4 - 8 cm;
los cotitedones y sus yemas axilares también fueron eli-
minados, Un apice caulinar, compuesto por el domo apical
y dos o tres primordios foliares, fue colocado en una inci-
sion tipo T invertida del patron. La incision se realizé en
el punto de decapitacion del epicotilo. Ei dpice se colocd
con la base del corte en contacto con la corteza del
patrén, expuesta por el corte horizontal de la incisidn o
en contacto con la regién cambial,

Las plantas microinjertadas fueron colocadas en tubos
comnteniendo el medic de Murashige y Skoog, al que fue
agregado 100 mg/l de inositol, 0,2 mg/i de clorhidrato de
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t:amma 1 mgfl de chrh;drato de pif;doxma, 1 mg/f de
&cido nicotinico y 70 gr/l de sacarosa. El pH se ajustd a
5,7 ( + 0,1}, sobre un soporte de papel de filtro para la
raiz del patrdn.

L.as plantas injertadas fueron mantenidas con una ifumi-
nacion de 1000 luxes, durante 16 horas al dia, y una
temperatura constante de 27 ° C + 2 y fueron observados
periédicamente con un microscopio de diseccién. Los
brotes adventicios producidos por el patrén fueron elimi-
nados con asepeia.

Cuando las plantas microinjertadas presentaron al me-
nos 2 hojas desarrolladas {Figura 2), se procedio al
sobreinjerto de las mismas, en potita injertos de Limdn
Volkameriano Citrus Volkameriana Pasquale y Citrumelo
Swingle P. Trifoliata Baft por C. paradisi Macf,

Las plantas obtenidas por microinjerto fueron sometidas
a un test bioldgico, en plantas indicadoras de naranjo
dudce Citrus sinensis {L..) Osbeck de la variedad Madame
Vinous, Do ceu y Folha murcha, mediante la inoculacion
de tejidos.

Se incluyeron plantas de naranjo dulce de las variedades
Foltha Murcha, Madame Vinous y Do ceu infectadas con
el virus, como controles positivos. Al cabo de cuatlto a
seis semanas luego de la inoculacion, los brotes que se
encontraron infectados por el virus de la Psorosis, pre-
sentaron el sinfoma de areas clordticas internervales,
conocido como «hoja de roble», caracteristico de la en-
fermedad, (Figura 3).

L.as pruebas se llevaron a cabo en sala de crecimiento
con uha temperaturade 20-23° Cdadiay 15-20°Cde
noche y fotoperiodo de 16 horas. La induccién de la
brotacidn se realizé por medio de la poda. La prueba se
llevé a cabo en, por lo menos, dos brotaciones de las
plantas indivadoras.

ResuLtaADOS Y Discusion

En todo el proceso se levaren cabo 130 microinjertos de
naranjo duice (Citrus sinensis .. Osbeck} de la variedad
Fotha murcha, 62 utilizando brotes de invernadero, lo que
corresponde a un porcentaje de prendimiento del 0%, vy
68 de varetas cultivadas ih vitro, que dio un porcentaje de
prendimiento del 10,3 %, sobre el patron Citrange Troyer
{Poncirus tiifoliata L. Raft. por Citrus sinensis 1. Osbeck).

Los brotes, extraidos de las plantas bajo invernadero,
fueron retirados durante la época estival (septiembre -
diciembre), periodo en el cual se registran altas tempera-
turas en nuestro pais, por ello se asumid que éstas reci-
bieron un fratamiento de termoterapia natural. Esto con-
cuerda con lo afirmado por Monteverde et al {1596}, que
en paises dondse las temperaturas son altas durante ia
emisionde brotes, no es necesario utilizar invernaderos
calientes o con temperaturas controladas, ya que de igual
forma es posible obtener mayor porcentaje de plantas

genats

kbres de Psorosls virosis que puede ser ;nactwada con

temperaturas entre 28 - 40 °C.

De igual manera, Navarro et al {1980), ha encontrado que
cuando los brotes para los microinjertos son tomados
durante la primavera u ofofio, o de invernaderos frios (18
-25 2C}), el porcentaje de plantas libres de sintomas de
Psorosis se reduce a un 20 %. Por el contratio cuando
éstos son tomados de invernaderos calientes (27-32 2C)
se obtiene hasta un 88% de plantas libres de Psorosis.

Sin embarge, a partir de las condiciones del presente
experimento no se obtuvieron plantas brotadas luego del
proceso de microinjerto.

La segunda fuente de apices para la realizacion de los
microinjertos fueron las varetas, sometidas a una
termoterapia in vifro, con temperatura controlada de 30 -
35°C, durante 12 -15 dias. Para Nyland & Goheen (1969),
la hipstesis mas convincernte para el mecanismo de
termoterapia es que las altas temperaturas causan la
destruccidn de la actividad guimica esencial de ambos,
tanto del virus, como del huésped, psro el hospedero estd
mejor preparado para recuperarse del dafio, siendo que
la temperatura de inactivacion térmica del hospedero
excede a Ja del virus.
4

Roistacher (1977), manifiesia que las cdmaras contem-
peratura controlada han resultado el método més efecti-
vo en el tratamienio de plantas para la inactivacién de
patégenos: Concave gum, Greening, Impietratura,
Variegado infeccioso, Psorosis, Tatter leaf, Tristeza,
Seedling yellow, Vein enation.

De los 68 microinjertos, realizados a partir de brotes de
vareias, se obtuvieron seis plantas, esto significa un indi-
ce de prendimiento del 10,3 %, utilizando apices que
jlevaban como méximo tres primordios foliares. Navarro
(1979}, afirma que el nimero de apices prendidos au-
menta con el tamafio del apice, pero la proporcidn de
plantas libres de virus, disminuye. Lo gue disminuye, en
especial, es la proporcidn de plantas libres de Psorosis,
al pasar de dpices con 2, a 4 ¢ 5 primordios foliares.
Navarro {1978), asegura también que por esio se puede
suponer que los patégenos de los citricos no se locali-
zan en las mismas zonas de los apices.

Carvalho et al (2002}, en su trabajo de obtencicn de plan-
tas libres de Psoresis, obtuve un prendimiento del 14 %
y afirma que las pérdidas estan relacionadas solamente
a la fase in vitro del proceso. La variabilidad de resufta-
dos endistintos laboralorios, con respecto al prendimiento
de los &pices, podria deberse en gran parte a la habilidad
o destreza manual del operador y también a la presencia
de agentes contaminantes como hongos y bacterias.

las seis plantas resultantes del microinjerto, fueron
sobreinjertadas en Limén volkameriano Citrus
volkameriana Pasquale y en el hibrido Citrumelo Swingle
Poncirus trifofiata Raft por Citrus paradisiMact.. Luego
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del sobreinjerto se obtuvaeron, sobre el Limén
volkameriano, fres plantas entotal. Carvalho et al (2002),
con la técnica del sobreinjerto en plantas ya estableci-
das de Lima Rangpur (Citrus limonia Osbeck) obtuve 100%
de prendimjento. Por su parte Monteverde et al (1996},
obtuvo 100% de prendimiento, luegoe del sobreinjerto en
plantas de Limon volkameriano. Asi mismo, Carvalho et
al (2002}, recomienda utilizar el sobreinjerto como medio
de adaptacion de las plantas resultantes del microinjerto.

Los sintomas caractetisticos de la Psorosis, fueron ob-
servados en dos brotaciones de las plantas indicadoras
de controi positivo, en un lapso de seis meses, al tiempo
de observar la ausencia de sintfomas en las plantas obte-
nidas, luego de la combinacion de termoterapia y
microinjerto de apices caulinares. Monteverde (1986),
realizé un estudio de expresion de sintomas caracteristi-
cos de la Psorosis como las dreas cloréticas intemervales
{hoja de roble}, utilizando plantas indicadoras de naranjo
duice de la variedad Hamlim Citrus sinensis (L.) Osbeck,
con iluminacion y temperatura controladas. De éstafor-
ma demostrd que es posible obtener sinformas de Psorosis
enplantas indicadoras, en la sexta semana después de
la inoculacidn de tejidos, con temperaturas constantes
de 192 C + 1. Guirado et al. (1986), también realizé una
investigacion sobre la expresion de sintomas en plantas

-indicadoras de naranjo dulce de la variedad Do ceu Citrus
sinensis {L.) Osbeck, utilizando unasalaa20°C +1e
iluminacién diaria de 10 horas, y luego de cinco dias de
iniciado el ratamiento, todas las plantas infectadas con
el virus de la Psorosis presentaron fuertes sintomas
foliares (hoja de roble). Las plantas sanas sometidas al
mismo tratamiento no exhibieron ningun sintoma de la
enfermedad.

Entlatabla 1 se aprecian los resultados obtenidos luego
de las pruebas bioldgicas en las plantas producio del
micrainjerto, utilizando comoe indicadoras a las varieda-
des de naranjo dulce: Do ceu, Madame Vinous y Folha
murcha; las plantas obtenidas no mostraron sintomas
de Psorosis. Este resultado muestra, por lo tanto, que
fue factible la combinacion de ias téchicas del microinjerto
de apices junto con la termoterapia, para la eliminacion
del patdgeno.

Seguin Carvalho et al (2002), el tratamiento con calor o
termoterapia es de suma importancia en la eliminacion
dei virus de la Psorosis, principalmente en los trabajos
de introduccidn de plantas o partes de ellas a diferentes
paises. Esto refuerza las afirmaciones hechas por
Roistacher (1877), al decir que la termoterapia debe ser
utilizada en asociacién con el microinjerto, como estra-
‘tegia para mayor seguridad en los trabajos de limpieza
cional.

Este resultado concuerda con Carvalho et af (2002), al
decir que la técnica del microinjerto, en forma aislada, da
solo una eficiencia limitada de aproximadamente 83%,
en contrapartida con la combinacion de las téchicas de
termoterapia y microinjerto, que siendo utilizadas de
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manera cohjunta, otorgan una garantia def 100%, satis-
factoria para la obtencién de plantas libres del virus de la
Psorosis.
Tabla 1.  Resultados obtenidos, luego de combi-
nar las técnicas de termoterapia y
microinjerto de apices caulinares, para
Ia eliminacién del virus de la Psorosis,
en plantas de naranjo dulce Citrus
sinensis (L..) Osbeck variedad Folha
murcha. San Lorenzo, 2004,

Femoterapia +
Microinjerto

Scbreinferie
en B Volk.
Prend. (%}

FPlantas libres
de Psorosis.
(Toyre*

*Test

- e
Variedad micial Test

Microinjertes | Prend.
Pread/ Total | (%)

Fola

mmrcha

;ﬁi‘,’é + . ) o

* Procba realizada en las plantas madres de invemadero y de campo.

** Prucba realizada a las plantas resultantes del tratamiento de
termoterapia + microinjerto.

#+% Resultado obtenido en plantas indicadoras.

) 6 130 5 100 ) 160

Segun Carvalho et al (2002), el tratamiento con calor o
termoterapia es de suma importancia en la eliminacion
del virus de la Psorosis, principalmente en los trabajos
de introduccion de plantas o partes de ellas a diferentes
paises, Esto refuerza las afirmaciones hechas por
Roistacher (1977), al decir que la termoterapia debe ser
utilizada en asociacién con el microinjerto, como estra-
tegia para mayor seguridad en los trabajos de limpieza
clonal.

Este resultado concuerda con Carvalho et al (2002), al
decir que la técnica del microinjerto, en forma aislada, da
solo una eficiencia limitada de aproximadamente 63%,
en contrapariida con la combinacidn de las técnicas de
termoterapia v microinjerio, que siendo utilizadas de
manera conjunta, olorgan una garantia del 100%, satis-
factoria para la obtencién de plantas libres del virus de la
Psorosis.

ConcLusION

La combinacidn de las dos técnicas, la termoterapia y el
microinjerto de dpices caulinares in vitro, es efectiva para
fa obtencidn de plantas madres libres del virus de la
Psorosis.

El sobreinjerto, de las plantas resultantes del microinjerto,
resulté efectiva como téenica de transplante y permitié
acelerar el desarrollo de las mismas y la realizacion de
las pruebas biologicas.

Las tres variedades de naranjos dulces, ufilizadas como
indicadoras para ia deteccion de la Psorosis, fueron efi-
cientes para la observacién de sintomas en las condicio-
nes del presente estudio.

m;n vestigacicn Agraria, vol 6 n*® 1




R e e e R

LiTERaTURA CiTADA

CARVALHQO, S.; SANTOS, F; MACHADO, M. 2002,
Eliminacaoc de virus do complexo sorose dos citros
por microenxertia asociada a termoterapia.
Fitopatologia brasileira (BR}. 27 (3): 306 - 308.

GUGUIRADO, N.; MULLER, G.; BETT!, J.; PRATES H.
1986. Manifestacao rapida de sintornas follares do
virus da sorose dos cittos em ambiente refrigera-
do. Fitopatologia Brasileira. (BR) 11{2): 366.

MONTEVERDE, E. 1986. La investigacion del virus en
citricos en el FONAIAIP y el Servicio Nacional de
certificacion de plantas citricas. {en linea).
FONAIAF. Macaray, VE: FONAIAIP. Consultado
el 3 de mayo de 2004. Disponible en hitp:// www.
cenjap. gov. ve/bdigital/fdivul/id22/texto/
investigacion.htm

MONTEVERDE, E.; GARCIA, M.; BRICERO, M. 1996.
Obtencién de plantas citricas libres de Psorosis y
Exocortis en arboles infectados a través de
microinjertacidn de apices in vitro. Agronomia Tro-
pical (VE). 36 (6): 5-14.

e e e e e e

SR

NAVARRO, L. 1979. Microinjerto de apices caulinares in
vitro para la obtencién de plantas de agrios libres
de virus. Boletin del servicio de plagas (ES). &
127-148.

NAVARRO, L.; JUAREZ, J.; BALLESTER, J.; PINA, J.
1980. Elimination of some citrus pathogen
producing Psorosis like symptoms by shoottip
grafting in vitro. In: Conference of International
organization citrus virologist (8, 1980, Riverside,
US). Riverside, US: 5. n. p. 162- 165,

NYLAND, G; GOHEEN, A. 1969. Heat therapy of virus
dissase of perennial plants. Ann. Rewv.
Phytopathology. 7: 331- 354,

ROISTACHER, C. 1977. Elimination of citrus pathogens
in propagative budwood. Indexing and
termotherapy. Proc. Int. Soc. Citriculture (US). 3:
965-972,

Investigacion Aerarfs vol & a2 [




