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La hibridacion somatica en
la mejora de los citricos

0. Olivares-Fuster, G. Pensabene, N. Duran-Vila, L. Navarro (Departamento de Proteccion Vegetal y Bio-
tecnologia, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Moncada, Valencia).

La obtencidn de nuevos patrones y variedades, o la mejora de los que ya existen, es uno de
los objetivos principales del programa de mejora genética de citricos que llevamos a cabo en
el IVIA. La hibridacion sexual entre parentales seleccionados es la técnica de mejora gené-
tica que tradicionalmente se ha utilizado para conseguir estos objetivos. Pero los resulta-
dos obtenidos con esta técnica no han sido siempre los deseados, principalmente debido a
algunos de los factores relacionados con la biologia reproductiva de los citricos, ya explica-
dos en otro articulo de esta revista (NAvarro, 2005). El caso de |a obtencidn del citrange
Carrizo es un ejemplo ilustrativo de los problemas con que se ha encontrado la mejora tra-
dicional a la hora de alcanzar estos objetivos. Este genotipo se obtuvo tras la hibridacion se-
xual de una especie cercana a los citricos (Poncirus trifoliata L. Raf.) con polen de naranjo
dulce (Citrus sinensis L. Osb.) con la intencion de transferir la resistencia al frio presente
en Poncirus al naranjo. El hibrido obtenido tras ese cruzamiento es el que hoy conocemos
como citrange Carrizo. Aunque se tuvo la fortuna de obtener un hibrido con buenas propie-
dades como portainjerto, el resultado final de este cruzamiento estuvo muy alejado del ob-
jetivo inicial, que era mejorar el naranjo dulce.

La hibridacion somética es una de las aproxima- - o

ciones de la biotecnologfa vegetal que en la ac-
tualidad permite mejorar genéticamente los citri-
cos. Esta técnica se basa, al igual que Ia hibrida- i

cion sexual, en la unidn de dos células y la consi-
guiente regeneracion de una nueva planta hibrida
con propiedades distintas a las de los parentales.
La principal diferencia entre la hibridacion sométi-
cay la hibridacion sexual es que en esta ultima se
unen dos células sexuales, una masculina y una fe-
menina, mientras que en la hibridacién soméatica se
unen dos células no sexuales de la planta (Figuras
4y5). Las células no sexuales de una planta se de-
nominan somaticas. Ademds, en Ia hibridacion se-
xual entre dos parentales diploides hay una re-
combinacion de los genomas de ambos parentales
para producir un hibrido diploide (Figura 4), mien-
tras que en la hibridacién somatica hay una adicién
de los genomas de ambos parentales para produ-
cir un hibrido tetraploide (Figura 5). i Figura 1. Mislamiento de proloplastos. a) Hoja corlada transversalmente al nervio cenlral; b) Callo n
Uno de los principios de la biologia que ha per- st S I AL A T -
mitido desarrollar Ia hibridacién somatica es la to-
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tipotencia, que es un fendmeno que ocurre en la
mayorfa de las plantas y consiste en la capacidad
que posee cualquier célula vegetal para regenerar
una planta completa. Con algunos tipos de células
y plantas se ha conseguido regenerar plantas ente-
ras a partir de una sola célula mediante métodos de
cultivo in vitro y en consecuencia demostrar |a to-
tipotencia, mientras en otros casos aiin no se han
desarrollado los métodos adecuados para conse-
guirlo. Este fendmeno no s6lo se explota en técni-
cas tan recientes como la hibridacion somatica o la
crioconservacion de germoplasma, sino que es la
base de otras tan antiguas como la propagacion ve-
getativa por estaquillado de muchas especies ve-
gelales. En esta técnica de propagacion se toma un
fragmento de una planta (estaquilla) y en unas con-
diciones determinadas se consigue regenerar rai-
ces en el extremo basal de la estaquilla, y por tan-
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to obtener una planta entera, sin |a participacion de
las células sexuales de la misma. En este caso la
totipotencia se manifiesta en el hecho de que célu-
las programadas para ser parte del tallo de la plan-
ta, al dividirse dan lugar a otro tipo de células, que
se organizan formado un 6rgano distinto como son
las ralces. Este fendmeno biol6gico que ha permi-
tido este modo de propagacion esté tan extendi-
do.

En Ia hibridacién somética se afslan en el la-
boratorio dos células no sexuales de una planta, se
fusionan, y en unas condiciones de cultivo deter-
minadas se dividen y regeneran los tejidos y 6rga-
nos de una nueva planta, gracias al fenémeno de la
totipotencia, Esta nueva planta se aclimata después
a las condiciones de cultivo del invernadero y fi-
nalmente se cultiva en campo para su evaluacion
agronémica.
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Las células empleadas habitualmente en la hi-
bridacion somética de citricos son de dos tipos. Por
un lado se afslan células de hoja, y por otro lado
células procedentes callo originado por cultivo in
vitro de la nucela que se encuentra en las semillas
de los frutos inmaduros de los cftricos (DurAN-VI-
LAY col. 2005) y que por tanto se denominan célu-
as de callo nucelar. La obtencidn de las células de
hojas es sencilla, pues disponemos de plantas en
los invernaderos que nos proporcionan el tipo de
hoja adecuado para aislarlas. La obtencion de ca-
llos nucelares requiere un proceso mucho mas la-
borioso, que dura al menos un afio de cultivo in vi-
fro y requiere muchos recursos para su conser-
vacion por métodos convencionales (DurAN-ViLA
y col. 2005). La disponibilidad del Banco de Ger-
moplasma de Callos Crioconservados facilita enor-
memente el trabajo de fusion de protoplastos. Co-
mo se comenta en ese mismo articulo, conocemos
las condiciones de cultivo para que las células de
callo nucelar regeneren plantas de citricos com-
pletas, es decir, conocemos las condiciones para
que estas células expresen su totipotencia. En el
caso de las células procedentes de hojas de citri-
cos desconocemos estas condiciones de cullivo,
por lo que no somos capaces de regenerar plan-
tas completas a partir de células de hoja (en otros
sistemas vegetales donde también se emplea la hi-
bridacion somatica para la mejora, como tabaco,
meldn, tomate o arroz, si se ha descubierto la for-
ma de que las células de hoja expresen su totipo-
tencia y regeneren plantas completas). Aunque en
principio esto pueda parecer una desventaja, lo cier-
fo es que en el campo de la hibridacion somatica
de citricos resulta ser una ventaja, pues cuando
en el laboratorio unimos células de hoja y de ca-
llo nucelar, son estas (ltimas las que confieren a
las células hibridas la capacidad para dividirse y re-
generar plantas, mientras que las células de hoja
que no se fusionen con otras de callo no pueden
dividirse. Asi, tras |2 hibridacién somatica (nica-
mente se podréan obtener plantas hibridas o proce-
dentes de las células de callo que no se han uni-
do a ninguna célula de hoja, pero no de fas células
de hoja.

Antes de fusionar las células sométicas es ne-
cesario eliminar su pared celular. Este es un pro-
ceso sencillo que se lleva a cabo en el laboratorio
en condiciones estériles. Para ello se emplean en-
zimas (celulasas, hemicelulasas, pectinasas) capa-
ces de degradar la pared celular, aislando células
“desnudas” que se denominan protoplastos. La Fi-
gura 1 muestra los dos tejidos de partida, la hoja
(a) y el callo nucelar (b) y los dos lipos de proto-



plastos, que se obtienen a partir de ellos (c) y (d).
Como se aprecia en las imégenes existen diferen-
cias morfoldgicas entre protoplastos de hoja y de
callo, pues los primeros mantienen el color verde
del tejido original.

Una vez se dispone de los dos tipos de pro-
toplastos se procede a su fusién, que también se
Ileva a cabo en el laboratorio en condiciones esté-
riles. Existen tres métodos diferentes para fusionar
los protoplastoes de citricos. Uno quimico, que em-
plea un producto llamado polietilenglicol, el cual
es capaz de poner en contacto las membranas de
los protoplastos y fusionarlas. Otro eléctrico, que
emplea corriente alterna para poner en contacto los
dos tipos de células y después corriente continua
para fusionar las membranas. Y un fercero que se
denomina electro-quimico, desarrollado en nues-
tro laboraterio, que emplea primero el polietilen-
glicol para poner en contacto las células y después
la corriente continua para fusionarlas. La Figura 2
muestra células agrupadas por accién del polieti-
lenglicol (a), protoplastos alineados tras aplicarles
el campo de corriente alterna en la fusion eléctrica
(b) y protoplastos fusionados tras emplear el mé-
todo eléctrico (c). En esta ultima imagen se puede
observar que la nueva célula posee los cloroplas-
tos verdes procedentes de la hoja y los granulos
blancos del protoplasto de callo nucelar. Estas cé-
lulas se denominan heterocariontes o protoplastos
hibridos.

Una vez obtenidos los heterocariontes se pro-
cede a su cultivo en condiciones que permiten la
regeneracion de |a pared celular, la division y la for-
macidn de callo que produce pequefios embriones
somdticos (no sexuales) y a partir de ellos brotes
que se injertan en el laboratorio y dan lugar a plan-
tas completas que se transplantan a suelo y se acli-
matan a las condiciones de invernadero. La Figu-
ra 3 muestra los distintos pasos del proceso de re-
generacion, desde las primeras divisiones del he-
terocarionte (a), la obtencidn de callo hibrido y em-
briones somaticos (b), la germinacion de los em-
briones (c) hasta la obtencidn de la nueva planta,
el hibrido somético (d). Antes de transferir estas
nuevas plantas a los campos experimentales para
su evaluacion agronémica se debe confirmar que
las plantas obtenidas son hibridos de los dos pa-
rentales empleados originalmente. Para ello se de-
{ermina el numero de cromosomas de |2 planta me-
diante la técnica de citometria de flujo (e) y también
se hace un estudio genético para confirmar si el hi-
brido posee informacién genética de los dos pa-
rentales (f). El ultimo paso de I hibridacion somé-
tica de citricos es la seleccion, esto es, la evalua-
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cién en campo de los hibridos obtenidos. Sin du-
da este es |2 etapa mas larga de todo el proceso, al
igual que ocurre en la seleccién de los hibridos se-
xuales.

La metodologia descrita hasta este momento,
independientemente del método de fusitn emple-
ado, permite la obtencion de un tipo particular de
hibridos somaticos de citricos, los hibridos so-
méticos simétricos (Figura 5). Se les denomina si-
métricos porque contienen toda la informacion ge-
nética nuclear de cada uno de los dos parentales
utilizados para el aislamiento de protoplastos, es
decir, son hibridos que resultan de sumar los dos

PHYTOMA Espafia ® N° 170 Junio / Julio 2005

genomas completos. Los hibridos sométicos si-
métricos tienen pues la particularidad de expresar
|as caracteristicas de los dos parentales en una tini-
ca planta.

Variaciones en los protocolos descritos per-
miten obtener otros tipos de hibridos somaticos.
Se pueden obtener lo que se denomina hibridos so-
maticos citoplasméticos (Figura 6), también |la-
mados cibridos, si se inactiva el nticleo de los pro-
toplastos de uno de los dos parentales. Practica-
mente toda Ia informacién genética de una planta
se encuentra en el ndcleo de sus células, pero una
parte de la misma esta fuera de éste, en los orga-
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nulos del citoplasma (mitocendrias y cloroplastos).
La inactivacidn del ndcleo de los protoplastos se
puede realizar empleando agentes quimicos. Asl, la
fusi6n de protoplastos intactos de un parental con
protoplastos de otro parental al que se le ha inac-
tivado el nicleo, da lugar a hibridos citoplasmati-
C0s, que poseen la caracteristica de mantener las
mismas propiedades que el parental que no ha si-
do modificado excepto para algunos caracteres cu-
ya informaci6n se encuentra en el citoplasma, co-
mo podria ser resistencia a enfermedades, esterili-
dad masculina, eficiencia energética,... Por ultimo

existe también la posibilidad de generar los llama-
dos hibridos sométicos asimétricos (Figura 7). Se
trata de hibridos que mantienen toda la informa-
cién, tanto del ndcleo como del citoplasma, de uno
de los parentales pero ademés poseen un fragmento
de la informacidén del ndcleo del otro parental. La
metodologfa empleada para obtener estos hibridos
asimétricos consiste en fusionar protoplastos in-
tactos de un parental con protoplastos de otro pa-
rental que previamente han sido irradiados con luz
ultravioleta o con rayos gamma. Al someter pro-
toplastos a esta irradiacion se fragmenta el ADN, la
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molécula que contiene la informacidn genética de
la célula en el nicleo, y Iras la fusién de los pro-
toplastos solo una parte de la informacion es trans-
ferida al otro parental.

Los distintos tipos de hibridos sométicos de
citricos obtenidos mediante estas tecnologias pue-
den ser empleados tanto para la mejora de por-
tainjertos y variedades comerciales ya existentes,
como para la generacion de nueves genotipos. Asi,
los hibridos somaticos simétricos pueden emple-
arse directamente para obtener nuevos portainjer-
tos y de forma indirecta para la obtencion de nue-
vas variedades comerciales de citricos. La utiliza-
ci6n directa de los hibridos somaticos simétricos
como portainjertos resulta obvia ya que se generan
genolipos nuevos que expresaran caracteres de am-
bos parentales. Por ejemplo, si se fusionan células
de un patrén que tolera niveles altos de caliza en el
suelo con células de otro patrén que es tolerante
ala sequia, se podria obtener un hibrido somético
que presente esos dos caracleres. La evaluacion en
campo de los hibridos regenerados determinaré en
qué grado el nuevo hibrido expresa los caracteres
de interés presentes en los parentales. En cuanto a
las variedades comerciales, los nuevos hibridos,
que son tetraploides, se pueden usar como paren-
tales en el programa de obtencidn de nuevas va-
riedades triploides que también lievamos a cabo en
nuestro grupo (Navagro y col., 2005). Por otra par-
te los hibridos citoplasmaticos, cibridos, encuen-
tran su maxima aplicacion en el campo de la me-
jora de variedades ya existentes, ya que el hibrido
que se obtiene es practicamente igual a uno de los
parentales, sin perder ninguna de sus caracteristi-
cas originales, pero puede adquirir alguna nueva
codificada por genes del citoplasma del otro pa-
rental. Por el tipo de informacion genética almace-
nada en el citoplasma, estas nuevas propiedades
pueden tener gran importancia en la mejora de va-
riedades comerciales de naranjo y mandarino ya
existentes, mas que en la de patrones. Los hibridos
asimétricos pueden ser importantes tanto a nivel de
portainjertos como de variedades comerciales. Ello
dependerd lanto del parental que se desee mejo-
rar como del fragmento de informaci6n genética que
se consiga transferir desde el otro parental. En ge-
neral se transferiran pequefios trozos de DNA, con
lo que se puede asumir que habitualmente se lo-
grara la mejora genética de portainjertos y varieda-
des comerciales ya existentes.

La hibridacién somética representa una alter-
nativa a 1a hibridacién sexual tradicional para ob-
tener nuevos genotipos o mejorar los existentes ya



que dos de los problemas principales por los que
la hibridacién sexual no ha sido muy efectiva para
la mejora genética de citricos no afectan a la hi-
bridacién somatica. Por una parte elimina las ba-
rreras sexuales entre genotipos sexualmente in-
compatibles y entre especies de citricos y de gé-
NEros cercanos que presentan caracteres intere-
santes para la mejora genética. Al no estar impli-
cadas las células sexuales, |a hibridacion somati-
ca permite crear hibridos entre virtualmente cual-
Quier combinacion de parentales que se desee. Ade-
mas, los hibridos somaticos contienen la suma del
genoma de ambos parentales, por lo que el nivel de
recombinacidn génica es muy bajo y expresan los
genes de ambos parentales y en consecuencia los
caracteres de ambos. En cambio, los hibridos se-
xuales son muy distintos a sus parentales, a causa
de la elevada heteracigosis de los citricos.

La hibridacion somatica también permite abor-
dar objetivos de mejora que hasta ahora eran im-
pensables empleando la hibridacion sexual. Asf, la
hibridaci6n somética permite modificar los carac-
leres genéticos que son codificados por el cito-
plasma. El citoplasma de los hibridos sexuales siem-
pre procede del parental femenino mientras que, tal
y como se ha visto anteriormente, en la hibridacion
somatica se pueden combinar los citoplasmas de
los dos parentales.
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Otra de las ventajas estd asociada directamen-
te con la capacidad de obtener hibridos sométicos
asimétricos, que permite transferir pequefios frag-
mentos de informacién genética. Asi, en 1a hibri-
dacidn sexual toda la informacion genética conte-
nida en el ndcleo del parental femenino se recom-
bina con la del parental masculino, es decir, tanto
los caracteres deseables como los indeseables,
mientras que en los hibridos asimétricos se consi-
gue transferir de un parental a otro, solo un frag-
mento de dicha informacién, idealmente la res-
ponsable de los caracteres deseables para la me-
jora. Actualmente se esta descubriendo en distin-
tas especies, entre las que se encuentran los citri-
c0s, que hay regiones del genoma donde se con-
centran genes de interés, como los que confieren
resistencia a pat6genos. La trasferencia de estas re-
giones genémicas tendria obviamente gran interés
para la mejora.

A pesar de estas ventajas, no se debe Ilegar a
la conclusion precipitada de que la hibridacion so-
matica es mejor o peor que la hibridacién sexual,
0 que otras que se empleen para la mejora genéti-
ca de los citricos. En realidad la mejor técnica en
cada caso dependera del objetivo final que se per-
siga. La hibridacién somatica es una técnica rela-
tivamente nueva que ahora estd empezando a pro-
ducir los primeros resultados transferibles en el ca-
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so de portainjertos, ya que se estan finalizando los
largufsimos experimentos de campo necesarios pa-
ra evaluar su comportamiento, Hay que tener en
cuenta que todos los tipos de hibridos somaticos
que hemos descrito més arriba son juveniles cuan-
do se obtienen, por lo que deben superar la larga
fase de juvenilidad de los citricos y posteriormen-
te el largo periodo de evaluacion agrondmica, Asi
mismo hay que mencionar de nuevo uno de los
principales problemas con los que debe enfrentar-
se cualquier tipo de mejora genética de citricos, es
el desconocimiento béasico sobre los genes que de-
terminan los principales caracteres agronémicos
de los citricos. Si se dispusiera de un mayor co-
nocimiento a ese nivel, todas las técnicas de me-
jora genética, incluida la hibridacién somética, se-
rian mucho més efectivas pues podrian aplicarse
de forma mucho més dirigida y efectiva de como se
hace actualmente. Como conclusién solo cabe se-
fialar que la hibridacidn somética es uno de las apro-
ximaciones de |a biotecnologfa actual que ofrece
mds posibilidades en la mejora genética de los ci-
tricos. Nuestro grupo es uno de los pocos que la
aplica de forma rutinaria en sus programas de me-
jora, y hemos desarrollado y adaptado todos los
procesos necesarios para la obtencitn de todos los
tipos de hibridos sométicos.
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