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Presentacion

Para IICA-PROCIANDINO es altamente satisfactorio haber con-
tribuido a la realizacion del "Seminario internacional sobre biotec-
nologia aplicada a la micropropagacion de frutales" y del "Curso
internacional de cetrtificacion de citricos", actividades a las cuales
se les dio la debida y oportuna prioridad como una iniciativa
tendente a establecer y fortalecer los nexos entre los grupos de
trabajo en los diferentes paises que laboran sobre la base de la
temdtica propuesta.

El principal interés de IICA-PROCIANDINO es logro de una
amplia la difusion del conocimiento, como una forma de lograr la
multiplicacion del mismo a los diferentes niveles de participacion.
En este sentido se dan a conocer, a través de esta publicacion,
las diferentes ponencias elaboradas y presentadas a la conside-
racion de los participantes por destacados especialistas en las
diversas disciplinas, objetos de consideracion en estas activida-
des.

IICA-PROCIANDINO busca que los participantes, tanto en el
Seminario como en el Curso, trabajen en objetivos comunes,
como una forma de lograr un mayor aprovechamiento de los
recursos disponibles en el Area Andina y a la vez contribuir al
mejoramiento y desarrollo de la explotacion de frutales en la
region, sobre la base de la obtencion de materiales mds produc-
tivos y adaptados a las condiciones de cultivo.
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Programa

Coordinador de la sesion: Ariadne Vegas

9:00 - 9:30 am

9:30 - 10:00 am

10:00 - 10:30 am

10:30 - 11:00 am

11:00- 12:00 m

12:00 - 2:00 pm

2:45 - 3:30 pm

3:30- 3:45pm
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credenciales y materiales del
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Instalacion del Seminario
por parte del Gerente de tec-
nologia del FONAIAP. Dr.
Amado Rondon.

Palabras de apertura por
parte del Representante del
IICA-PROCIANDINO. Dr.
Francisco Salcedo.

Refrigerio

Labiotecnologiaenlaagri-
cultura. El caso venezola-
no. Dr. Asdrubal Arcia.
CONICIT. Caracas

Almuerzo

Produccion de plantas ha-
ploides de especies fruta-
les. Dr. Carlos Ascanio. Fa-
cultad de agronomia. U.C.V.
Maracay.
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Martes 27

Coordinacion de la sesion: Miguel Alvarado

8:00 - 8:45 am
8:45 - 9:30 am
9:30 - 9:45 am
9:45 - 10:30 am

10:30 - 11:15 am

Rodriguez

El programa de frutales del
CIRAD y las posibilidades
de realizacion de proyec-
tos en conjunto con Lati-
noamerica. Dr. Claude
Villaume. CIRAD. FRANCIA
PIRON. ALAIN

Biotecnologia aplicada al
cultivo de la pifa. /ng.
Miriam Gallardo. FONAIAP -
LARA. Barquisimeto

Refrigerio

Plan Nacional de certifica-
cion de material de propa-
gacion de citricos Dr. Raul
Salazar. Colombia.

Obtencion de plantas de
banano resistentes a siga-
toka amarilla a través de
cultivo de tejidos. Aplica-
cion de técnicas biotecno-
lIégicas en el mejoramien-
to genético del género
Musa. Dra. Eva de Garcia.
Facultadde Ciencias.U.C.V.
Caracas.
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11:15-12:00 m  Micropropagacion y prue-
bas de compatibilidad in-
jerto/patron de tres espe-
cies de la Passifloraceae:
Passiflora edulis var.
Flavicarpa Degener, P.
Cincinnata Mast y P.
caeruleal. Ing. Haydee Co-
romoto Briceno. Facultad de
Agronomia. Universidad Na-
cional Experimental Rémulo
Gallegos. San Juan de los
Morros.

12:00 - 2:00 pm Almuerzo

2:00- 2:45pm Programa de certificacion
de citricas en California.
Dr. Timothy Williams. Uni-
versidad de California.
Riverside. USA.

2:45- 3:30 pm Lamicroinjertacion de api-
ces caulinares de citricos
paralaproduccionde plan-
tas libres de virus. /ng.
Magally Luque. CENIAP. Ma-
racay.

3:30- 6:00 pm Practica sobre microinjer-
tacion de citricas y cultivo
de segmentos de hojas de
guayaba./ng. Magaly Luque.
CENIAP. Maracay.

8:00 pm Acto Cultural

Miércoles 28

Coordinador de la sesion: Magaly Luque

8:00 - 8:45am Micropropagaciondelgua-
yabo (Psidium guajaval..).
Dra. Norka Mogollon.UCLA.
Barquisimeto.

8:45- 9:30am Micropropagacion de gua-

nabana. Dra. Silvia de Sie-
rralta. LUZ. Maracaibo.

9:30- 9:45am Refrigerio

10:30- 11:15am  Microinjertacion de agua-

cate. Lic. Gustavo Saldano.

Maracay.

11:15-12:00 m  Aislamiento y purificacion
de protoplastos de Persea
spp. Ing. Ana Liendo.
FUSAGRI. Cagua.

12:.00- 2:00 pm Almuerzo

2:00- 6:00 pm Visitaa laboratorio comer-

cial

Jueves 29

Coordinador de la sesion: Miriam Gallardo

8:00- 8:45am Avancesenlamicropropa-
gacion de banano y plata-
no en Ecuador. Fatima Ma-
cias. Ecuador.

Estado actual de la micro-
propagacion de frutales en
Ecuador. Blga. Laura Mu-
noz. Perd.

8:45 - 9:30 am

9:30- 9:45am Refrigerio

9:45-10:30 am  Aplicacion de la biotecno-
logia al cultivo del mango
(Mangifera indica L.). Ing.
Efrain Salazar. Dpto. Biotec-
nologia. CENIAP. Maracay.

Estado actual de la biotec-
nologia aplicada a frutales
en Bolivia. Carmen Villarroel
y Ladislao Vallejos. Bolivia.

10:30 - 11:15 am

11:15-12:00 m  Micropropagacion de man-
zanas. Dra. Maria Sol Gon-
zalez. UCLA, Barquisimeto,

12:00- 2:00 pm Almuerzo
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2:00 - 3:00 pm
3:00 - 6:00 pm
8:00 pm

Viernes 30 -9 - 94

Demostracion de termoci-
clador paratécnicos de bio-
logiamolecular deinmuno-
laboratorios. Pharmaciz
Biotecl.

Visita Programa de citri-
cas del CENIAP. Coordina-
dor: Ing. Magally Luque.

Practica de cultivo de em-
briomes de frutales. Coor-
dinador: Lic. Ariadne Vegas.

Acto cultural

Coordinador de la sesion: Magally Luque

8:00 - 8:45 am

Transformacion genética
en lechosa (Carica papaya
L.) para la incorporacion
de genes de resistencia a
enfermedades. El cultivo
de tejido como una herra-
mientaparalapropagacion
asexual y el mejoramiento
delalechosa(Caricapapa-
ya L.). Lic. Ariadne Vegas.
CENIAP. Maracay.

9:30 -

9:45 am

9:45 - 10:30 am

10:30 - 12:30 pm

12:00 -

2:00 -

4:00 -

4:15 -

2:00 pm

4:00 pm

4:15 pm

5:15 pm

5:15 pm

Refrigerio

Usos de la biotecnologia
para la obtencion de espe-
cies frutales resistentes a
nematodos. /ng. Zoraida
Sudrez. CENIAP. Maracay.

Mesa redonda sobre las
perspectivas y posibilida-
des del uso de la biotecno-
logia en la micropropaga-
ciony mejoramientode fru-
tales. Coordinadores: Claret
Michelangelli y Alba Nava.

Almuerzo

Conclusiones del semina-
rio. Coordinadores: Efrain
Salazar, Magally Luque y
Ariadne Vegas.

Refrigerio

Entrega de certificados y
palabras de clausura. Dr.
Claudio Chicco. Director
CENIAP. Dr. Francisco Sal-
cedo. Representante Nacio-
naldel ICA-PROCIANDINO.

Brindis de clausura.
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La biotecnologia en la agricultura. El caso venezolano

Asdrubal Arcia M.
Gerente General
Programa de Nuevas Tecnologias
CONICIT - Venezuela

Un poco de historia

La biotecnologia Agricola, en su forma mas
reciente, entra, oficialmente en Venezuela
luego de la década de los 70, cuando se se-
nalasu aparicion en el mundo como una nue-
va tecnologia para producir plantas via inge-
nieria genética. Sin embargo, antes de eso, y
hacia finales de los '50 y principios de los '60,
ya el Ing. Salomén Horovitz y la Dra. Dora
Micheletti de Zerpa, de la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad Central de Venezue-
la, habian hecho trabajos pioneros en la bus-
queda de la resistencia al virus de la mancha
anular de la lechosa (Carica papaya) por me-
dio del cultivo in vitro de cruces entre la espe-
cie cultivada y la especie C. cauliflora, cruces
que resultaban incompatibles, pero que por
medio de esa técnica podrian ser factibles.
Trabajando con técnicas muy rudimentarias,
ellos lograron producir una planta que presen-
taba un buen nivel de resistencia, pero con
frutos muy pequenos y de un extrafio aroma.

Sirva este pdrrafo como un homenaje a esos
pioneros.

Oficialmente, en el afo 1981 se inician en el
Consejo Nacional de Investigaciones Cienti-
ficasy Tecnolégicas de Venezuela, CONICIT,
reuniones de académicos, con la finalidad de
explorar las potencialidades y necesidades

del sector Ciencia y Tecnologias en el area
biotecnolodgica. Estas iniciativas ‘cristalizan
en el ano 1984 con la presentacién de un
diagnéstico de la situacién en biotecnologia y
con sugerencias en lo pertinente a las lineas
de trabajo. En agosto de 1984, mediante el
Decreto Presidencial No. 240, se crea la Co-
mision Nacional de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CNIGB) la cual entre otras
funciones, tiene la obligaciéon de coordinar y
efectuar un seguimiento al progreso de la In-
genieria Genética y la Biotecnologia en Ve-
nezuela, asi como asesorar al Gobierno Na-
cional en esta materia.

La CNIGB, en cumplimiento de sus funciones
elaboré el Plan Nacional de Biotecnologia, el
cual centra su accién en tres areas priorita-
rias, a saber: Biomedicina, Agriculturaein-
dustria.

Para seleccionar los proyectos en las areas
mencionadas, la CNIGB, en primer lugar rea-
lizé un diagndstico de las necesidades de ca-
da area, utilizando estudios anteriores y da-
tos recientes provenientes de la Oficina Cen-
tral de Estadistica e Informacioén.

Con base en los resultados obtenidos, se se-
nalaron areas de accion especificas, relacio-
nadas con sustitucién de importaciones, mejo-
ramiento de cultivos caracteristicos y siste-

11
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mas de diagndstico de enfermedades de ve-
getales.

Otra iniciativa, también tomada desde el sec-
tor gubernamental ha sido la Red de Informa-
cién en Biociencias para Latinoamérica y el
Caribe (RIBLAC) asociada al Banco de Datos
en Biotecnologia, la cual se encuentra en
desarrollo con sede en el IVIC y bajo los
auspicios del CLAB-UNESCO y la OEA.

Venezuela es actualmente centro de varias
iniciativas internacionales en Biotecnologia y
participa activamente con una gran cuota de
responsabilidad enalgunas de ellas. Porejem-
plo, es Centro Afiliado al Centro Internacional
de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(Trieste-New Delhi) el cual funciona bajo los
auspicios de la ONUDI y UNESCO. También,
tiene la sede del Programa Regional de Inge-
nieria Genética y Biotecnologia para América
Latina y el Caribe, dentro del Acuerdo Basico
de Cooperacion entre el Gobierno Venezola-
no y la Universidad de las Naciones Unidas.

En 1988, Venezuela se incorpora al Proyecto
de Altas Tecnologias de América Latina
(ATAL-2000) auspiciado porla OEA, conelfin
de efectuar estudios de prospectiva para de-
sarrollar las nuevas tecnologias y entre ellas
la biotecnologia.

En ese mismo ano, se inician las negociacio-
nes del CONICIT con el Banco Internacional
de Desarrollo (BID) para celebrar un contrato
de préstamo para financiar proyectos y for-
macion de recursos humanos en el Programa
de Nuevas Tecnologias (PNT) el cual cuenta
con cinco areas prioritarias, siendo la de
mayor impacto la Biotecnologia.

En el Programa de Nuevas Tecnologias en-
contramos que era necesario dividir el area
en varias subdreas, debido al interés que tie-
nen en Venezuela:

12

Agricola
Vegetal
Animal
Acuicola

Industrial
Fermentacion
Produccion de Alimentos
Produccion de farmacos

Salud
Desarrollo de kist de diagndstico
Producciéon de vacunas

Considerando nada mas que la primera, Bio-
tecnologia Agricola Vegetal, porsereltema
de nuestra exposicién, en el PNT se hizo un
estudio acerca del proceso de evolucién de
esa sub-area y llegamos a definir sin dar
fechas precisas, tres etapas por cumplir.

Primera etapa

- Produccion vegetal, propiamente dicha, la
cual se inicia con el cultivo de tejidos.

- Microbioldgica, que se inicia con trabajos
en control bioldgico.

La parte de produccion vegetal tiene entre
sus objetivos méas inmediatos la propagacion
masiva de especies vegetales de interés co-
mercial, mejoramiento genético de algunas
de esas especies y produccién de material
vegetal libre de enfermedades. Labores que
se han venido realizando hasta ahora con
diferentes cultivos.

La parte correspondiente a microbiologia se
inicia con los trabajos de control biolégico
usando aislamientos de hongos para el con-
trol de diferentes plagas y enfermedades.

En este momento sabemos cual es la situa-
cién actual de esta etapa y creemos que ya
esta bien consolidada por cuanto dispone de
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un minimo de infraestructura y de equipos ne-
cesarios, ademas de un recurso humano pre-
parado para esas labores y el que se esta pre-
parando en estos momentos en distintas uni-
versidades del exterior, para enfrentar las
otras etapas.

Segunda etapa

En una segunda etapa se pretende, en la par-
te de produccién vegetal, iniciar los trabajos
para la obtencién de plantas tolerantes a con-
diciones extremas, como podrian ser proble-
mas de salinidad, ciertas enfermedades del
suelo, o bien la induccién de la produccién de
ciertas proteinas en mayor escala en algunos
cultivares de maiz o de otro cereal.

En lo que corresponde a la microbiologia, se
pretende producir aislamientos de diferentes
organismos (hongos, bacterias, virus y algu-
nos insectos) con caracteristicas de mayor
agresividad y virulencia hacia las diferentes
plagas y enfermedades de las diferentes es-
pecies vegetales y a otras especies, demas
de seleccionar cepas de mayor adaptacion a
las condiciones, tanto climaticas como de
manejo de los diferentes cultivos.

Esta segunda etapa se esta apenas inician-
do, por cuanto que se debia fortalecer la pri-
mera, ya se tienen algunos proyectos avan-
zados en el conocimiento de toxinas que pue-
dan ser usadas para enfrentarlas a células o
tejidos vegetales y asi desarrollar materiales
resistentes o tolerantes a esa accion. Toda-
via no se ha determinado si ese material es
genéticamente estable.

Tanto en esta segunda etapa, como en la pri-
mera, encontramos que ya hay direcciones
claras hacia una produccién de caracter semi-
comercial y comercial, conjuntamente con los
trabajos de investigacion que en ella se re-
quieren.

La ultima encuesta realizada por nosotros, y
publicada en el Directorio Latinoamericano
de la Industria Biotecnolégica, Area Andina,
indica que en Venezuela mas de 30 empre-
sas dedicadas a la biotecnologia o que han
sido biotecnologizadas con el tiempo. Aparte,
por supuesto, de los laboratorios de investi-
gacioén propiamente dicha, que no llegan a la
comercializacion.

Tercera etapa

Esta etapa contempla el inicio del programa
en los procesos de Ingenieria Genética. Enla
parte vegetal, la modificacidn mas extrema
de las plantas para lograr su adaptacion a
nuestras condiciones climaticas y la mejora
en la produccién de proteinas, y resistentes a
enfermedades de origen viral. En la parte mi-
crobioldgica, la produccién de hibridos y mu-
tantes mas eficientes, el estudio de los fené-
menos de fijacién de nitrégeno y la accion de
las micorrizas, ademas del aprovechamiento
de los procesos de biodigestion, etc.

Avances reales en esta etapa, se encuentran
en los resultados obtenidos en papas en el la-
boratorio de la Dra. Eva de Garcia, en la Fa-
cultad de Ciencias de la Universidad Central
de Venezuela, aunque ya se anuncian traba-
jos en otros cultivos en instituciones como el
FONAIAP-CENIAP, la Universidad de los
Andes, y el IVIC.

Con esta historia en la mente, veamos ahora
en cual posicion nos encontramos, en primer
lugar debemos aclarar que lo que queremos
hacer, es biotecnologia vegetal y sobre to-
do que esa o cualquiera otra biotecnologia es
comerciable. No podemos dejar de pensar
en un proceso utilitario y de produccion de
bienes y servicios.

13
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¢ Cual biotecnologia?

A pesar de estar en el conocimiento de lo que
es la biotecnologia para todos nosotros, seria
conveniente, para efectos de nuestra discu-
sion, tratar de definir que es lo que se llama o
se ha llamado biotecnologia.

Cuando empezamos a trabajar en el Progra-
ma de Nuevas Tecnologias, decidimos adop-
tar la definicion siguiente: Grupo de Tecno-
logias resultantes de la aplicacion de prin-
cipios cientificos y de ingenieria genética,
al procesamiento de materiales, mediante
la utilizacion de agentes biolégicos, para
la produccion de bienes y servicios (Bull,
A. T., Holst, T., Lilly, M. D. OEDC Report,
Sept. 1982), la cual se adaptaba casi exclusi-
vamente a las llamadas tecnologias de punta.

Un anadlisis de la realidad venezolana, vista
de acuerdo a los primeros doscientos (200)
proyectos presentados hacia junio de 1989,
en relacion a la calidad y la cantidad de re-
cursos humanos, infraestructura cientifico-
tecnoldgica y el estado de desarrollo del
area, indicé la conveniencia de extender su
accion hacia las llamadas disciplinas basicas
asociadas, como bioquimica, inmunologia,
microbiologia, fisiologia, fitopatologia, entre
otras, con lo cual se facilitaba la adaptacion y/
o mejoramiento de las tecnologias convencio-
nales y su relacién con la biotecnologia mo-
derna.

Esa decision demostroé su total validez al co-
nocerse la nueva definicién de biotecnologia,
producida por la International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC, 1982) segun
la cual Biotecnologia es la aplicacion de la
Bioquimica, de la Biologia, de la Microbio-
logia y de la Ingenieria Quimica, a proce-
sos industriales y productos (incluidos
los productos para la atencién a la salud,
la energia y la agricultura) y al medio am-
biente.

14

Todas las definiciones coinciden en varios
puntos, uno el de la multidisciplinaridad, otro
el de la produccion de bienes y servicios vy fi-
nalmente el de la comercializacion.

Sin embargo, y para nuestros efectos, debe-
mos analizar lo que se quiere generar con la
biotecnologia:

Generacion de conocimientos o

Generacién de productos

La biotecnologia que se hace en las universi-
dades y centros de investigacion tiende a ser
generadora de conocimientos, mientras que
la que se hace en la industria, tiende a ser la
generadora de productos.

En nuestras condiciones, la generacion de
conocimientos haimperado por sobre lagene-
racion de productos. Esto no es extrafio, por-
que es asi como se define la accion de ambos
tipos de instituciones, pero lo que si no es
correcto es que las dos vayan por caminos
separados, en muchos casos ni siquiera pa-
ralelos.

Esto es lo que Zilinskas, R. A. ha llamado el
eslabon perdido entre la investigacion y sus
aplicaciones:

En este trabajo se indica que la asistencia
que se ha dado a la biotecnologia en algunos
paises, y entre ellos Venezuela, se ha dedi-
cado basicamente al incremento de las capa-
cidades en la investigacion, beneficiando a
los cientificos y sus instituciones, pero que no
existe un eslabén entre los establecimientos
de investigacioén y la industria o el sector de
mercadeo, por lo que los resultados de la
investigacién no llegan al sector industrial.

Todo lo que hasta ahora hemos venido men-
cionando para Venezuela, viene a ser como
un factor coman para los paises del area
andina, nuestro conocimiento al respecto,
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nos indica que si bien es cierto que existen
algunas empresas dedicadas a los procesos
tecnoldgicos, también es cierto que la rela-
cion investigacion - empresa es sumamente
limitada.

En los paises industrializados la adquisicion
del conocimiento cientifico y de las nuevas
tecnologias es de suma importancia, porque
ello representa ser mas competitivos tanto en
los mercados nacionales como en los interna-
cionales. Los gerentes de esas industrias de-
penden, cada vez mas, de la ciencia y de la
tecnologia que se genera tanto interna como
externamente para poder responder rapida y
apropiadamente a las demandas diarias.

Si nuestra biotecnologia quiere progresar de-
bera seguir ese camino y romper el mito de
que nuestros cientificos, ubicados enlas insti-
tuciones publicas, son vistos como que tie-
nen poco interés en los problemas de la vida
real, y que sus servicios son dificiles de ob-
tener porque se tienen muchas trabas de tipo
burocratico.

La cultura biotecnoldgica

Esarelacién empresa - universidad, en lo que
a biotecnologia se refiere, presenta algunos
obstaculos debido tal vez a una falta de lo que
hemos llamado la Cultura Biotecnolégica.

Biotecnologia, en el sentido mas popular de
la palabra, esta ligada a los llamados seres
de probeta, ya sean plantas como pueden ser
los famosos bebés de probeta.

Es extrafo, pero pareciera que la biotecnolo-
gia humana tuviera mas aceptacion por parte
del publico en general, que la misma biotecno-
logia vegetal, en el primer caso se aceptan
los bebés de probeta como una salida a pro-
blemas de esterilidad, las vacunas como un
problema de salud y muchos otros, pero todo

cuando se trata de la biotecnologia agricola
se presentan muchisimos problemas para su
aceptacion.

Comparativamente hablando, la biotecnolo-
gia agricola tiene mas posibilidades de pro-
ducir impactos de tipo social que cualquiera
otra de las biotecnologias actuales. En los
paises mas desarrollados la produccién de
alimentos no es un problema y todos se lo-
gran por las vias convencionales, de tal ma-
nera que en ese caso la biotecnologia esta di-
rigida hacia la produccion de kits de diagnés-
tico, plantas resistentes a plagas y enfermeda-
desyalaincorporacién de algunas caracteris-
ticas, como el incremento en los contenidos
de betacarotenos, antioxidantes, y se habla
de usar algunos productos comestibles como
vacunas contra algunas enfermedades como
la hepatitis.

En una conferencia celebrada recientemente
se indicaba que la biotecnologia agricola en
los paises europeos tenia su mayor énfasis
en la conservacion del ambiente, mientras
que en los paises africanos el mayor énfasis
deberia ser hacia la produccién de alimentos.

La pregunta es, ¢cual deberia ser el mayor
énfasis de nuestros paises en el area andina?

Pareciera que es una situacion intermedia, la
de producir alimentos de alta calidad y de al-
tos rendimientos, considerando que las pla-
gas y enfermedades en el trépico y en la re-
gion andina deben ser controladas de alguna
manera diferente a como se controlan en los
paises mas desarrollados, a fin de mantener
el mayor equilibrio ecoldgico posible, para
proteger nuestro ambiente.

Esto nos lleva a un razonamiento que alguien
habia propuesto anteriormente: el de que los
paises andinos, deben manejar una biotec-
nologia apropiada a sus necesidades y no
el de tratar de competir por sélo ocupar un
puesto en las revistas internacionales.
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Con esta preocupacioén en la mente, quere-
mos dejar también una definicion de lo que se
ha llamado la tecnologia apropiada:

«Tecnologia apropiada puede ser definida
como el conjunto de técnicas por medio
de las cuales se utiliza, en forma optima,
los recursos disponibles en un ambiente
determinado» (Morawetz, 1974, citado por
Frances Stewart, «Tecnology and
underdevelopment» The MacMillan Press
Ltd.).

Regulaciones en la biotecnologia

Este es un tema que debe ser de alta priori-
dad en nuestros paises en donde ocurre la
mayor diversidad genética del planeta; tanto
los Estados Unidos de América, como de los
paises europeos se han establecido normas
para la produccién y liberaciéon de organis-
mos de origen biotecnolégico, y en especial
los productos de origen transgénico. Todas
las pruebas, en esos paises, se hacen bajo
confinamiento del material experimental. Apa-
rentemente nosotros todavia no estamos pre-
parados para eso, y es asi como en una
reunion celebrada recientemente en Carta-
gena, Colombia, acerca de las Regulaciones
que se podran tener para la introduccion de
organismos transgénicos al medio ambiente,
se pudo constatar que ningun pais del area
andina o del Caribe, tienen leyes que regulen
esos productos, por su parte México, Brasil,
Chile y Argentina ya han logrado introducir
leyes de ese tipo en sus constituciones.

Esta es otra de las tareas que debemos em-
prender en nuestra area.

Quisiera referirme ahora a un aspecto de tipo
mas bien académico, como lo es el de:

La necesidad de los posgrados

En estos momentos no es dificil visualizar la
necesidad que tenemos de conjugar esfuer-
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zos no solo por la creacién de los llamados
posgrados nacionales, sino también de los
posgrados a niveles de regiones como la
Andina o la del Caribe.

Los cientificos de estas regiones ya no tienen
el mismo acceso que se tenia antes el cono-
cimiento de los paises mas desarrollados,
hay limitaciones de tipo econémico que impi-
den ese acceso, pero ademas ya se tienen
otras limitaciones de caracter legal que nos
ponen en situaciones de desventaja, es cierto
que por muchas vias se pueden obtener las
informaciones, pero también es cierto que
cada dia son mas costosas. Por otra parte, la
idea de la biotecnologia no es la de hacer lo
que los paises desarrollados estan haciendo,
es hacerlo que necesitamos para aprovechar
nuestras ventajas comparativas, nuestros re-
cursos genéticos y eso es lo que previamen-
te llamamos la biotecnologia apropiada.

Como hemos visto, cada dia es mas dificil en-
viar uno de nuestros estudiantes a recibir ese
conocimiento, pero no es dificil invitar a un
especialista que venga a nuestro medio y lo-
gremos un efecto multiplicador mayor de ese
conocimiento que podemos aprovechar. Esa
opcion es la que vemos como una de las ma-
yores posibilidades para reforzar nuestros
posgrados, organizar cursos de ese tipo en
combinacion con tutores nativos y sobre todo
con material nuestro que pueda ser estudia-
do y desarrollado en funcién de la biotecno-
logia.

Hemos tocado una serie de puntos que sabe-
mos son de interés comun en el area, tal vez
sirvan para establece: una buena discusién
al respecto, pero no queremos terminar sin
mencionar algunos otros que actualmente
nos preocupan y que seran motivo de proxi-
mas reuniones en nuestro programa.

Entre ellos tenemos:
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El componente de difusion y transferencia

La ausencia de este componente es una
barrera de caracter fundamental en el desa-
rrollo de la biotecnologia en nuestros paises.
Debe recordarse que hay necesidad de gene-
rar un producto y que ese producto debe ser
puesto en el mercado.

La contradiccion de la ofertay lademanda
de la tecnologia

Los centros de investigacion ofrecen, de al-
guna manera, sus desarrollos, pero por razo-
nes que desconocemos, esas ofertas, en la
mayoria de los casos, no se corresponden
con la demanda que tienen las empresas.

Por ejemplo, hemos visto como en los centros
de investigacion se desarrollan, casi a diario,
los protocolos de trabajo en diferentes espe-
cies vegetales; aqui nos encontramos con
dos ofertas que no son requeridas por la in-
dustria: la primera es la de los protocolos y la
segunda la de las diferentes especies vege-
tales, que por lo general no son comerciales.
Por su parte, la industria ya tiene sus protoco-
los listos en las especies que le interesan,

pero requieren de medios de cultivo mas eco-
noémicos.

La relacion de la biotecnologia con otras
areas de investigacion

En el proceso de generacion de conocimien-
to, mientras mas relacion exista entre diferen-
tes departamentos e instituciones, mayor sera
el éxito a obtener. En nuestro caso vemos
como los biotecnélogos, o mejor los que ha-
cen biotecnologia, tienen una buena relacion
con los geneticistas o mejoradores vegeta-
les, porque en la mayoria de los casos proce-
den de esas areas, luego, por la misma for-
macion, sigue la asociacion con los estadisti-
cos, ya que los resultados deben ser analiza-
dos de alguna manera, pero también hemos
visto que existe poca relacién con fitopatélo-
gos, entomologos, fisidlogos y con bioquimi-
cos, sin contar, por ejemplo, con la falta de re-
lacién con médicos, etc.

Seguimiento y control del proceso biotec-
nolégico

En este caso la pregunta es ¢,qué esperamos
y hacia dénde vamos en todo este proceso?.
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Biotecnologia aplicada al cultivo de la pina

Miriam Gallardo
Ing. Agr. M. Sc. Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias.
Centro de Investigaciones Agropecuarias del Estado Lara

La pifia representa un cultivo de gran impor-
tancia para zonas semiaridas, donde la siem-
bra de otros cultivos se hace dificil debido a
las condiciones agroecolégicas imperantes,
especialmente la baja precipitacién. En Ve-
nezuela, la pifha se siembra en el estado Lara,
el piedemonte andino (especialmente de los
estados Trujilloy Tachira) y algunas zonas de
los estados nororientales (Sucre, Anzoategui
y Monagas).

Elinterés por este cultivo se ha incrementado
ya que no solo tiene mercado como fruta fres-
ca, sino que también es usado por la agroin-
dustria y tiene grandes perspectivas para
exportacion. Sin embargo, los productores de
pina tienen dificultad para cubrir las necesida-
des de «hijos» para la fundacion de nuevas
plantaciones, las cuales se estiman en aproxi-
madamente 30 000 hijos/ha. Por otro lado, los
frutos para la exportacién y la agroindustria
deben reunir ciertas condiciones de calidad
que pueden lograrse a través del mejora-
miento genético.

La biotecnologia ofrece alternativas tanto para
el abastecimiento de hijos para la expansion
del cultivo, como para mejorar la calidad de
los frutos. Usando las técnicas de cultivo in
vitro es posible la micropropagacion masiva
de material para la obtencién de hijos que
pueden ser propagados en semilleros de pifia
para suplir las necesidades de los producto-
res. El material a multiplicar puede ser selec-
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cionado por sus caracteristicas morfolégicas,
agronomicas, de produccion y por su calidad
fitosanitaria, de acuerdo a las exigencias del
mercado nacional e internacional. Igualmen-
te, se puede inducir la variabilidad genética
en la busqueda de mejores caracteristicas
agronomicas y de calidad del fruto.

Micropropagacion de pina

Las técnicas de cultivo in vitrohan contribuido
notablemente a la produccién de material de
siembra de cultivos que se propagan vegetati-
vamente. Algunos paises usan estas técni-
cas en forma rutinaria para producir el mate-
rial requerido para las siembras de piha. Este
sistema presenta la ventaja de multiplicar en
forma masiva y acelerada, material de siem-
bra de alta calidad genética y fitosanitaria.
Mathews y Rangan (1979) senalan tasas de
multiplicacion de 1:26 y 1:63, en 50 dias de
cultivoin vitroestacionario y rotativo, respecti-
vamente, lo que hace del proceso un sistema
muy eficiente de propagacién. La técnica de
micropropagacién de pifia comprende las eta-
pas siguientes:

Seleccion del material
La Pina tiene la propiedad de producir yemas

a diferentes niveles de la planta: en hijos de
corona, basales, axilares y enraizados, las
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cuales pueden ser utilizadas en micropropaga-
cion. Sin embargo, la experiencia parece in-
dicar que los mejores resultados se obtienen
a partir de yemas de hijos basales o de la co-
rona del fruto recolectada dos meses des-
pués de la floracion.

Desinfeccion

La desinfeccién del material que viene del
campo es muy importante para evitar conta-
minacion durante la micropropagaciéon. Como
paso previo a la desinfeccion, se eliminan las
hojas del hijo seleccionado, se lavan con una
solucion de jabén azul y un cepillo suave a fin
de eliminar restos de hojas e impurezas y se
sumergen en la solucion jabonosa por 15 mi-
nutos, en constante agitacion, para luego en-
juagar con agua destilada. Luego, se sumer-
ge en una solucién de hipoclorito de sodio a
15%, durante 15 minutos, y seguidamente se
enjuagan, por lo menos tres veces, con agua
destilada estéril, dentro de la camara de flujo
laminar.

Diseccion

Una vez desinfectado el material, se procede
a la diseccion de las yemas, las cuales estan
localizadas en la insercion de las hojas y tie-
nen un tamano aproximado de 3 mm. En esta
etapa se deben cumplir las normas de asep-
sia, para evitar la contaminacién. De una co-
rona se pueden disectar entre 15 y 20 ye-
mas.

Establecimiento

Las yemas disertadas se colocan en tubos de
ensayo, con medio basico Murashige-Skoog,
1962 (MS-62), sin reguladores de crecimien-
to, y alli permanecen en observacion durante
cinco dias, a fin de detectar la presencia de
organismos contaminantes. Frecuentemen-
te, la luz estimula la oxidacion de compuestos
organicos en las células durante las etapas
iniciales del cultivo de tejidos meristematicos,

como es el caso del cultivo de yemas, por lo
tanto se recomienda manteneralos explantes
recién disectados, con baja luminosidad o en
obscuridad durante los primeros dias del cul-
tivo.

Ruptura de latencia

Para el cultivoin vitro de pifa, se debe cumplir
con una fase inicial de rompimiento de la la-
tencia de las yemas, lo cual puede lograrse
con la adicion de reguladores de crecimiento
al medio de cultivo. En el caso de yemas pro-
venientes de hijos basales de la variedad Es-
panola Roja, se puede lograrromperlalatencia
en aproximadamente 40%, adicionando 0,01
ppm de &cido naftalenacético, 1 ppm de benzil-
aminopurinay 0,1 ppm de acido giberélico, al
medio MS-62, semisolidificado con 4 g/l de
agar. Las condiciones de cultivo son: fotope-
riodo de 16 horas/luz, con una intensidad en-
tre 3000 y 4 000 lux y temperatura promedio
de 26 °C.

Proliferacion de yemas

Una vez establecida la yema bajo condicio-
nes in vitro, y cuando haya alcanzado un ta-
mafo aproximado de 2,5 cm (aprox. 3 sema-
nas), se coloca en un medio de cultivo que in-
duzca la ramificacién o proliferacion de bro-
tes, para asi lograr la multiplicacién masiva.
Este efecto se logra adicionando 2 ppm de
acido indolacético, 2 ppm de kinetina, 40 ppm
de sulfato de adenina y 170 ppm de dihidré-
geno fosfato de sodio dihidratado, en medio
MS-62. A las dos semanas, en medio liquido
sin agitacion se obtiene un promedio de 12
brotes/planta y en medio sélido de 4 brotes/
planta, sin embargo, los brotes desarrollados
en medio semisdlido (4 g/l de agar) son mas
vigoroso en cuanto a tamano, color y configu-
racién. El tamafo promedio de los brotes de-
sarrollados es de 3,5 cm en medio liquido y
6,5 cm en medio semisolido. Las condiciones
de cultivo son las mismas que para la etapa
anterior.
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Alargamiento de los brotes

Con el objeto de facilitar la separacion de los
brotes para posteriores subcultivos otrasplan-
tesalvivero, se requiere inducir el alargamien-
to de los mismos, lo cual se logra cultivando-
los en el mismo medio de la etapa anterior,
pero sin el sulfato de adenina, durante dos
semanas. A fin de lograr la multiplicacién ma-
siva, los brotes pueden ser subcultivados
nuevamente en medio de proliferaciéon de
brotes, repitiéndose el ciclo.

Aclimatacion

Las plantas multiplicadasin vitrorequieren de
un manejo especial al pasar a condiciones in
vivo, a fin de lograr la maxima sobrevivencia.
En pifia, el cultivo se desarrolla en ambientes
muy adversos, porlo que es hecesario que las
vitroplantas cumplan con una etapa de acon-
dicionamiento previo en una especie de vive-
ro, en donde se les proporcionen las condicio-
nes apropiadas de suelo, humedad y lumino-
sidad, a objeto de evitar pérdidas de plantas
en esta etapa de aclimatacion al ambiente
natural. La aclimatacion de las vitroplantas
puede hacerse en canteros o macetas de 1/4
kg; en canteros se puede usar una distancia
de siembra de 15 cm entre plantas. Paraman-
tener una alta humedad, se puede cubrir pro-
visionalmente con tela blanca tipo permalina
y aplicar riego cada cuatro dias. La sobrevi-
vencia en canteros puede estar alrededor de
90%, usando una mezcla de tierra y estiércol
de chivo, en proporcién 2:1. Cuando se incor-
pora arena a la mezcla en la misma cantidad
que el estiércol, la sobrevivencia puede dismi-
nuir (aprox. 85%), aunque mejora el vigor de
las plantas y el numero y longitud de las rai-
ces. A los 40 dias, las plantas alcanzan un ta-
maifio promedio de 7,5 cm en la mezcla sin
arena, y 9,9 cm en la mezcla con arena.
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Trasplante a campo

Una vez que las plantas tengan un tamaiio
aproximado de 20 cm, pueden ser sembradas
definitivamente a campo. El trasplante a cam-
po debe hacerse preferiblemente durante la
época de lluvias y en las ultimas horas de la
tarde, para evitar el estrés y, de ser posible,
aplicar un riego para garantizar la sobrevi-
vencia de las plantas. Esta plantacion debe
manejarse adecuadamente para los fines de
produccién de "hijos", o sea, cumpliendo efi-
cientemente con fertilizacion apropiaday con-
trol de malezas, plagas y enfermedades, para
producir material de siembra de alta calidad y
vigor. Es importante inspeccionar cuidadosa-
mente la plantacion, para detectar y descar-
tar plantas fuera de tipo que posiblemente pu-
diesen producirse a causa de las condiciones
de cultivo in vitro.

Conservacion de germoplasma

El mantenimiento de germoplasma in vitrore-
presenta una alternativa que ofrece ventajas
sobre el mantenimiento en campo, ya que
comparativamente es menos costoso (si se
tienen las instalaciones de laboratorio), se
corre menos riesgo de perder el material por
ataque de plagas y enfermedades o condicio-
nes climaticas adversas, y necesita de poco
personal y espacio fisico para su conserva-
cion. Por otro lado, se facilita el traslado de
material dentro del mismo pais o a nivel inter-
nacional y se puede programar la produc-
cion masiva para determinada época, de
acuerdo a los planes del fitomejorador. La
conservacion de plantas de pina bajo condicio-
nes in vitro es bastante sencilla, ya que vitro-
plantas han logrado sobrevivir 80%, durante
12 meses en agua destilada estéril. Sin em-
bargo, la sobrevivencia y el vigor de las vitro-
plantas mejoran cuando se usa un medio de
cultivo semisodlido preparado con 1/4 de las
sales MS, los compuestos organicos comple-
tos y 3% de sacarosa. Bajo estas condiciones
no se observa produccion de callo.
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Resumen

Los autores presentan la situacion citricola
nacional, en especial dreas y especies sem-
bradas, asi como la problematica de las en-
fermedades virales existentes en el pais. Ha-
cen un recuento de las investigaciones y lo-
gros obtenidos hasta la fecha, e indican las
actividades que se desarrollan en la actuali-
dad. Presentan a la vez los primeros resulta-
dos obtenidos en el «Plan Nacional de Certi-
ficacion de Material de Propagacion de Citri-
cos», que auin cuando no completos, si permi-
ten el inicio de una citricultura mas eficiente y
productiva; justifican también la importancia
de continuar con el plan y mantenerlo en
forma permanente, unica forma de asegurar
materiales fieles al tipo y libres de enfermeda-
des, para bien de la citricultura nacional.
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Introduccion

Colombia esta ubicada en el extremo norocci-
dental de América del Sur a 4213'30" latitud
sury 12926'46" latitud norte, entre los meridia-
nos 66°50°’54"y 79202’33" al oeste del meridia-
no de Greenvich, con costas en los océanos
Atlantico y Pacifico.

Por encontrarse en zona de bajas latitudes,
Colombia posee un clima tropical que se ve
alterado por la altura sobre el nivel del mar.
Presenta una gran variacién de climas y micro-
climas, debido a su sistemamontafoso, acom-
pafado por los vientos alisios y otros de ca-
racter local. A medida que se asciende, la
temperatura disminuye a razén de 1 °C por
cada 178 metros, aproximadamente. De esta
forma, Colombia no posee estaciones, ya que
en cada region el promedio de temperatura
es uniforme durante todo el afo.

Segun los pisos térmicos, el mayor porcenta-
je del area del pais (81,7%) corresponde al
clima calido, que vade 0 a 1 000 m.s.n.m. y
9,1% alclimamedio,de 1000a2000m.s.n.m.,
Cuadro 1.
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En estos dos pisos térmicos, con una exten-
sion total de algo mas de 103 millones de hec-
tareas (90,8% del area nacional), se encuen-
tran cultivados los citricos en el pais.

Auln cuando no existen estadisticas reales del
area sembrada con citricos en el pais, un cen-
so realizado por el Programa Nacional de
Frutales del ICA en 1993, donde se consultd
los Centros Regionales de Extension, Capa-

citacion y Difusion de Tecnologia Agropecua-
ria (CRECED) del ICA y se consideraron las
areas comerciales reportadas por la Asocia-
cion Nacional de Productores de Citricos,
ASOCITRICOS, los Comités de Cafeteros y
la Federacion Nacional de Cafeteros, se es-
tima que en el pais existen 39 027 ha sembra-
das con estas especies, (Cuadro 2) de las
cuales 38% son cultivadas con tecnologia
(Salazar y Jaramillo, 1994).

Cuadro 1. Superficie colombiana, segtn pisos térmicos.
Piso térmico Altura Temp (°C) Hectareas %
m.s.n.m.
Calido 0-1000 >24 93 257 025 81,7
Medio 1 000 - 2 000 18-24 10 365 550 9,1
Frio 2 000 - 3 000 12-18 7 576 350 6,6
Muy Frio 3 000 - 4 000 6-12 2778 000 24
Subalpino > 24 >6 187 775 0,2
Total 114 174 800 100
Cuadro 2. Area citricola colombiana (1993).
Departamento Tecnificada No tecnificada Total
Zona cafetalera No cafetalera

Antioquia 669 150 700 1519
Risaralda 1 500 1 500 3 000
Caldas 1 466 1 500 2 966
Quindio 932 1 000 1932
Valle 2500 800 3 000 6 300
Cundinam 750 200 1 800 2750
Santander 400 100 1 500 2 000
Tolima 600 300 1 300 2200
Meta 1 800 760 2 560
Zona caribe 1000 6 000 7 000
Otros 1 500 300 5 000 6 800
Total 10 317 4 650 24 060 39 027
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El restante, 62% corresponde a los llamados
«huertos caseros», que se caracterizan por
ser arboles de semilla, sembrados sin criterio
comercial y donde la tecnologia usada es
nula. Esto trae como consecuencia una baja
productividad, una mezcla de calidades y un
mercadeo deficiente, dada a que se presen-
tan picos de produccién en cada una de las
areas citricolas.

La produccidn citricola se estima en 574 000
t, de las cuales 75% (450 000 t) corresponden
anaranja, 10% (60 000t) alimas acidasy 15%
restante a mandarinas, tangelos y otras, Cua-
dro 3.

Cuadro 3. Produccion nacional de citri-
cos, 1993.
Especie Tonelada %
Naranja 450 000 75
Lima Acida 60 000 10
Mandarina 55 000 9
Tangelo 30 000 5
Otras 6 000 1
Total 547 000 100

Practicamente la totalidad de la produccién
se mercadea en fresco. Sélo un pequeiio por-
centaje de la naranja producida se procesa
en forma de concentrados y jugos, no exis-
tiendo estadisticas al respecto. Igualmente,
Colombia ha iniciado exportaciones de con-
centrados y, fruta fresca, ha realizado despa-
chos al exterior de limas acidas, Grapefruit y
Tangelo, siendo estas especies las que po-
drian en un futuro competir en el mercado in-
ternacional de frutas frescas. Los resultados
obtenidos al presente con las exportaciones
de concentrados, indican el potencial de nues-
tro pais para entrar en este tipo de mercados.
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En el proceso de modernizacién de la indus-
tria citricola de Colombia el mayor obstaculo
es el material de propagacion. El cultivador
esta sujeto a los riesgos de viveros que ex-
penden material de variedades y patrones no
fieles a los parametros internacionales y por-
tadores de dos o mas enfermedades causa-
das por virus o similares. Las practicas de
cultivo ofrecen un paliativo al problema pero
su respuesta seria mayor ofreciendo mas efi-
ciencia, rentabilidad y sobre todo longevidad
de los cultivos, si los arboles estuviesen
sanos.

Materiales y métodos

El Programa de Frutales del CIA, en el pasa-
doy el Grupo de Investigacion de la Regional
5de CORPOICA, en el presente, han realiza-
do investigaciones con las tecnologias impe-
rantes en cada época, buscando el estableci-
miento de un servicio de produccién de mate-
rial de propagacién de citricos certificados.

En 1964 se hizo el primer intento sobre legis-
lacién y funcionamiento del Programa de
Certificacion de Yemas de Citricos en Colom-
bia bajo la responsabilidad de los investiga-
dores Giacometti y Rios Castano (1965).

En 1966 se estableci6 un proyecto de rejuve-
necimiento y saneamiento de variedades de
citricos mediante la obtencion de clones
nucelares (Giacometti y Rios Castafo, 1967)
los cuales terminaron contaminandose de
nuevo y su efecto benéficono alcanzé a llegar
a todos los productores.

Para 1991 se replanteé el problema y su solu-
cion (Salazar y Jaramillo, 1988) en los térmi-
nos siguientes:

- Seleccion de arboles madres de las varie-
dades de importancia comercial. Selec-
cion programada en varias etapas que in-
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cluyen viveros comerciales cuyos huertos
madres se formaron con material basico
producido por el ICA, Centros de Investi-
gacion y cultivos tradicionales, antiguos,
de materiales criollos obtenidos de semilla
en donde se presume cierto grado de sani-
dad y una alta diversidad que permite el
florecimiento de individuos de caracteristi-
cas agronomicas excepcionales.

Los parametros a evaluar son: Desarrollo
fisico, productividad, calidad y longevidad.

- Indexacion de arboles madres a enferme-
dades de origen viral.

- Eliminacion de enfermedades causadas

por virus por medio de microinjertacion de
apices caulinares.

- Conservacion de plantas libres obtenidas
por microinjertos.

- Caracterizacion biolégica de razas del viros
de la tristeza.

- Conservacion de razasy aislados del CYV
de los citricos.

- Preinmunizacion de plantas libres de virus
con una raza protectora de CTV.

- Evaluacion agrondémica de plantas
preinmunizadas.

- Bloques de multiplicacién rapida de ye-
mas.

- Produccién comercial de semillas de pa-
trones para citricos.

Resultados y discusion

Como resultado de los primeros trabajos de-
sarrollados por el ICA y especificamente de

«Obtencion de Clones Nucelares», se han
entregado 15 variedades de citricos todas
ellas nucelares, Cuadro 4. (Salazar et al,
1988).

Sin embargo, por un manejo ina.ecuado y
desconocido para la década del 60 y 70, en
varios casos los materiales se contaminaron.
Vale la pena resaltar aca el problema existen-
te con el CTV, ya que materiales limpios ob-
tenidos por medio de clones nucelares fueron
llevados al campo, donde en poco tiempo,
adquirieron la Tristeza, por ser ésta endémi-
ca y transmitida por afidos.

En la época del trabajo, se desconocia la tec-
nologia de preinmunizacién asi como la eva-
luacion de razas débiles.

Debido a la anterior, se reinicié la limpieza de
materiales o Plan Nacional de Certificacion,
donde se involucraron las tecnologias exis-
tentes, en especial la microinjertacion para la
liberacién o limpieza de copas y la preinmuni-
zacion con razas suaves del virus.

Al presente, con el «Plan de Certificacién» se
han logrado algunos resultados.

En la actividad «Selecciéon de Arboles Ma-
dres» por sanidad y caracteristicas agroné-
micas, mediante el andlisis de mas de 30
anos de informacion y observaciones direc-
tas en el campo y laboratorio, se selecciondy
multiplic el mejor arbol de 100 variedades de
citricos, Cuadro 5. (Salazary Jaramillo, 1994).

Estos se mantienen en casade malla, sembra-
dos en materas, con el Unico fin de mantener
el germoplasma y multiplicarlo cuando sea
necesario.

Dado que la Tristeza de los Citricos (CTV) es
endémica en el pais, la actividad No. 2, «In-
dexacion de arboles madres a enfermedades
sistémicas» no se realizd, pues se asumen
que todos los arboles estan afectados del
virus y deben someterse a limpieza.
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Cuadro 4. Variedades de citricos entregadas por el Programa de Frutales del ICA a

Diciembre de 1992.
Variedad Rango de adaptacion Aio de entrega
m.s.n.m

Naranja Palmira Ruby 0-1000 1967
Naranja Salerma Valencia 0-1200 1967
Naranja ICA Hamlin

Nucelar 7 0-1600 1986
Naranja Galicia 800 - 1 400 1967
Naranja Lerma 800 - 1 600 1967
Naranja ICA Parson

Brown Nucelar-8 800 - 1 600 1990
Naranja Valle

Washington 1 000 - 1 800 1967
Mandarina Oneco Nuc. 800 - 1 400 1967
Naranja ICA Jamundi 800 - 1 400 1963
Mandarina ICA Amaime 800 - 1 400 1969
Mandarina ICA Bolo 800 - 1 400 1969
Lima Acida Tahiti Nuc. 0-1800 1968
Toronja ICA Hatico 0-1200 1969
Toronja ICA Manuelita 0-1200 1969

Fuente: Programa Frutales, ICA 1992.

Cuadro 5. Especies y numeros de varie- La actividad No. 3, «Eliminacién de enferme-
dades donde se ha seleccio- dades sistémicas por medio de la microinjerta-
nado el arbol madre. Palmira cién», se inici6 desde 1992 y a la fecha se
1994. tienen materiales injertados y algunos lim-

- pios de Tristeza y otras virosis.

Especie No. variedad

Para seleccionar el mejor patron para realizar
Naranja 43 los microinjertos, se evaluaron 4 materiales
Mandarina y Similares 29 trifoliados (Citranges C-35, Carrizo, Troyer y
Lima Acida 4 el trifoliado Pomeroy), obteniéndose los me-
Limén 7 jores resultados con el Citrange Troyer.
Grapefruit 15
Pomelo 5 Comoresultado de esta actividad, basicamen-
Ornamentales 7 te se tienen, libres de enfermedades virales,

una variedad de naranja (ICA Hamlin Nucelar
Total 110 7), dos de tangelos (Minneola y Orlando), dos
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de lima acida (Tahiti y Pajarito) y dos de gra-
pefruit (Star Ruby y Red Blush), Cuadro 6.



Seminario internacional ''Biotecnologia aplicada a la micropropagacion de frutales'

Numero de variedades micro-
injertadas, segun laespeciey
probadas para CTV y Psoro-
sis. Palmira 1994.

Cuadro 6.

Probadas
CTV Psorosis

Especie No. variedad

promisorios en proceso de caracterizacion
que permitiran avanzar en la entrega de ma-
terial (Salazar y Jaramillo, 1994).

Aislados de CTV en evalua-
cion. Palmira 1994.

Cuadro 7.

Naranja 8 3 1

Mandarina 2 - -

Hibridos 4 2 2
Lima Acida 2 2 2
Grapefruit 4 2 2
Pomelo 1 - -

La comprobacion de la ausencia del virus
Tristeza se hizo por la técnica de ELISA y el
test biolégico, usando como indicadores la li-
ma acida «Pajarito o Mexicano», la del grupo
Psorosis por indexing biolégico usando como
indicadoras tangor Dweet y la naranja criolla
Salerma. La determinacién de exocortis esta
en proceso utilizando el clon de Citron Arizona
861 S1.

La enfermedad conocida como Cachexia,
aun no reportada en el pais, esta en proceso
de prueba usando la indicadora mandarina
Parson’s Special.

Bajo la actividad «Caracterizacion biolégica
de razas del virus Tristeza», se ha recolecta-
do 26 aislados en 6 especies y en diferentes
zonas de Colombia, Cuadro 7.

Las pruebas realizadas hasta ahora en lima
acida Mexicana (Citrus aurantifolia) han de-
mostrado que existen en el pais razas seve-
ras de CTV, pero ademas hay cinco aislados

Especie Numero Origen

Naranja 3 Valle y Costa Atlantica

Mandarina 1 Santander

Tangelo 7 Zona Cafetera - Valle
Lima Acida 11 Zona Cafetera - Valle
Limén 1 Costa Atlantica

Grapefruit 3 Valle

La preinmunizacién de material sano con una
raza protectora de CTV se hara con afidos,
para lo cual ya se cuenta con una colonia de
Toxoptera citricidus libre de la enfermedad.

Los diferentes aislados de CTV se han sepa-
rado de otros virus y viroides portados en la
yema original por medio de la colonia de
Toxoptera ya mencionada y se conservan en
casa de malla en plantas de naranja duice
Salerma.

Otra actividad donde ya se tienen resultados
y que permite usar unatecnologia para produc-
cion de material, es «Campos de multiplica-
cion de yemas certificadas». Esta actividad
iniciada en mayo de 1991 con cinco varieda-
des de citricos, una de lima écida, una de tan-
gelo y tres de naranja, ya cumplié su objetivo.
Esto permite que una vez se inicien los Blo-
ques de multiplicacion de material certifica-
do, se pueda planear con exactitud, tanto por
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parte del viverista, como de la Corporacién, la
fecha de injertacion y la disponibilidad de
cualquier cantidad de yemas, en el momento
preciso de injertacién. El Cuadro 8, presenta
el nimero de yemas producidas por metro
cuadrado de terreno en 12 meses de cosecha
(cuatro cortes).

La actividad «Produccién Comercial de Se-
milla de Patrones» ya esta en desarrollo. De
trabajos previos de evaluacién de patrones,
se han seleccionado 17 clones, por sucompor-
tamiento a las condiciones del trépico, y su
notable efecto sobre produccion, calidad y
desarrollo del &rbol, asi como por comporta-
miento al Phytophthora, hongo del suelo cau-
sante de la gomosis.

Estos patrones han sido evaluados, adapta-
dos y recomendados por el ICA, enmas de 30
anos de investigacion que se continda ha-
ciendo en diferentes localidades y tipos de
suelo en el pais. Se espera que en un ano se
inicie la venta comercial de semilla, lo que sin
duda alguna solucionara uno de los mayores
problemas actuales, ya que muchos viveristas
deben importar la semilla, presentando ésta
problemas de adaptacion que, en la mayoria
de los casos, s6lo se manifiestan varios afos
después de instalado el huerto.

La mayoria, si no todas las actividades en
desarrollo son permanentes, ya que siempre
existe la posibilidad de seleccionar nuevos y
mejores materiales nacionales y foraneos,
que requieren de todo el proceso para produ-
cir material certificado. Ademas, se corre el
riesgo de nuevas infecciones de las plantas
libres y/o preinmunizadas, haciéndose nece-
saria la limpieza nuevamente.

Conclusiones

Los citricos presentan una alternativa de pro-
duccién comercial de frutas, tanto para con-
sumo nacional como para exportacién, ya
sea como fruta fresca o procesada.

La incidencia de enfermedades de tipo viral,
con la Tristeza de los citricos a la cabeza, dis-
minuye la produccién, desmejoran la calidad
y disminuyen la longevidad de los arboles.

Ante este problema es necesario, para lograr
una citricultura eficiente y productiva, la pro-
duccién de material de propagacion, tanto de
patrones como de copas o variedades, fieles
al tipo y libres de enfermedades, que asegu-
ren al citricultor éxito en su empresa.

Cuadro 8. Numero de yemas obtenidas por metro cuadrado, en 12 meses de cosecha (4
cortes). Palmira, 1994.

Tipo Vareta L.A. T. Tahiti Minneola N.ICAParson N.Gar.Val. N.Val1DE

Delgada 196 107 83 76 109

Triangul. 494 307 309 181 306

Redonda 481 75 432 79 82

Total 1171 489 824 336 497
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Aplicacion de técnicas biotecnoldgicas
en el mejoramiento genético del género Musa

Eva de Garcia

El mejoramiento de musaceas a través de
métodos convencionales presenta ciertas difi-
cultades, por lo cual la aplicacién de técnicas
biotecnoldgicas ha sido sefialada como una
alternativa complementaria en este proceso.

El banano y el platano presentan una gran
irregularidad en la produccién de semillas que
impiden los procesos de hibridacion, de-bido
a problemas de esterilidad masculina y feme-
nina, donde la mayoria de las muséaceas co-
mestibles son triploides, por lo tanto son ase-
xuales. Las caracteristicas sefaladas hacen
que el género Musa presente una serie de di-
ficultades que dificilmente son controlables
dentro del marco del mejoramiento tradicio-
nal.

Una de las enfermedades del banano para la
cual se requiere con urgencia mejoramiento
genético es ladenominadoCercospora musea
en su fase asexual yMycosphaerella musicola
en su fase sexual.

Elataque por Sigatoka Amarilla a las plantacio-
nes de banano ha traido como consecuencia
que la economia de los productores de musa-
ceas se haya visto seriamente afectada debi-
do al incremento acelerado en el costo de las
practicas agronémicas y culturales realiza-
das para el control de enfermedades como la
Sigatoka Amarilla. Por esa razén, la obten-
cién de variantes somaclonales, que exhiban
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resistencia a esta enfermedad, constituye no
s6lo una ventaja para el productor venezola-
no, sino también para la economia de los pai-
ses productores de muséceas.

El objetivo principal de este trabajo consistié
en la obtencién de somaclones variantes que
exhibieran resistencia a la Sigatoka Amarilla.
Con este propésito se utilizaron las técnicas
biotecnoldgicas siguientes: el uso de concen-
traciones relativamente altas de citocininas
para la induccién de brotes adventicios, la in-
duccién de embriogénesis somatica indirecta
(a partir de la base de las hojas y de inflores-
cencias) la utilizacién de presién de selec-
cién, mediante un medio derivado, elhomoge-
neizadoy extractos crudos del hongo causan-
tes de la enfermedad.

El material vegetal de este trabajo consistié
en cuatro clones de banano con diferente
susceptibilidad ala enfermedad, un clon diploi-
de denominado Titiaro (AA) (altamente sus-
ceptible) dos clonestriploides conocidos como
Pineo Gigante y Brasilero (AAA) (mediana-
mente susceptible); y un clon Tetraploide
(AAAA) igualmente denominado (CENIAP 81)
(resistente) Los clones Titiaro, Pineo Gigante
y Tetraploide fueron seleccionados del banco
de germoplasma del CENIAP, con asesora-
miento de los respectivos especialistas; mien-
tras que el clon Brasilero fue obtenido a través
de FUSAGRI, bajo estas mismas condicio-
nes.
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Para la induccién de brotes adventicios se
utilizaron concentraciones de una citocinina
(BAP) las cuales fueron incrementadas paula-
tinamente de 5 mg/l a 15 mg/l en tres multipli-
caciones sucesivas. Resultados satisfacto-
rios fueron obtenidos a través de esta metodo-
logia con el cual se obtuvo un somaclon pro-
veniente del clon denominado Brasilero (AAA),
que presenta caracteristicas de resistencia a
la Sigatoka Amarilla, y ha sido denominada
“Reina". Adicionalmente, plantas del clon Titia-
ro, regeneradas a partir de este proceso pre-
sentan un grado de resistencia mayor a la en-
fermedad que las obtenidas por métodos
convencionales.

Con relacion a la induccién de embriogénesis
somatica, ésta se logré al utilizar 2,4 D como
fuente de auxina y la base de las hojas como
explante. El desarrollo del proceso fue dife-
rente para cada uno de los clones utilizados.
Las plantas generadas apartirde embriogéne-
sis somatica presentaron una menor suscep-
tibilidad a la enfermedad respecto a las plan-
tas de la misma variedad obtenida por méto-
dos tradicionales.

La aplicacion de presion de seleccion se
realizé en callos embriogénicos y plantulas
obtenidas in vitro de los clones selecciona-
dos, empleando como agente selectivo el

medio derivado del cultivo del hongo y un ho-
mogeneizado del mismo, a dos concentracio-
nes diferentes (15 y 30% v/v) Adicionalmente
a nivel de plantulas se utilizé el método de
doble capa con el mismo objetivo. En estas
experiencias, la fase sexual del hongo
(Mycosphaerella musicola) resulté mas apro-
piada para ser utilizada como agente selecti-
vo, ya que permitié la discriminacion de los
explantes que exhibian mayor susceptibili-
dad ante el mismo.

Las plantas obtenidas a partir de las metodolo-
gias senaladas anteriormente fueron evalua-
das a nivel de propagadores, vivero y campo,
lo que permitié establecer comparaciones en
cuanto a su desarrollo y comportamiento que
presentaban ante el ataque de la Sigatoka
Amarilla.

Los resultados de esta investigacién constitu-
yen un antecedente de suma importancia
para los estudios relativos al mejoramiento de
la enfermedad Sigatoka Negra, de reciente-
mente introducciéon en nuestro pais, la cual
constituye una de las enfermedades que ma-
yores dafos ocasionan a las plantaciones co-
merciales de musaceas, debido a la severi-
dad de su ataque al follaje de la planta, dismi-
nuyendo notoriamente la capacidad producti-
va de las plantaciones.
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Micropropagacion y pruebas de compatibilidad injerto/
patréon de tres especies de la Passifloraceae:
Passiflora edulis var. Flavicarpa Degener,

P. Cincinnata Mast y P. caerulea L.

Haidee C. Briceno G.
Posgrado en Agronomia
Universidad Central de Venezuela — Universidad Romulo Gallegos
Facultad de Agronomia — San Juan de Los Morros

En la presente investigacion se trabajé con
tres especies de Passifloras: P. edulis var
Flavicarpa Degener, P. cincinnata, y P.
caerulea, desarrollando los protocolos de mi-
cropropagacion y las pruebas de compatibili-
dad injerto-patrén bajo condiciones de cober-
tizo. En lo concerniente a P. cincinnata, se lo-
gré cubrir todas las fases del proceso de mi-
cropropagacioén. Las vitroplantas llevadas a
ambiente abierto mostraron un excelente vi-
gor, y llegaron hasta florecer pero no a fructi-
ficar. En un ano, aparentemente se puede in-
crementar la tasa de multiplicacién aproxima-
damente 30 veces (3 000%), usando la micro-
propagacion en vez de la propagacion tradi-
cional porestacas de tallo. Todos los explantes
de P. cincinnata obtenidosin vitroy subcultiva-
dos en otros medios, bajo las mismas condi-
ciones, mostraron caracteres organogénicos.
Para P. edulis var Flavicarpa Degener, no fue
posible desarrollar el protocolo de micropropa-
gacion completo, debido a la ausencia de res-
puestas organogénicas satisfactorias para
casi todos los explantes y medios utilizados.
Sélo al utilizar segmentos de hojas con el haz
hacia el medio de cultivo, se produjeron apa-
rentes brotes inconspiscuos, que no desarro-
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llaron completamente. Es probable que la
parcial imposibilidad de variar las condicio-
nes deincubacion, en particular el fotoperiodo,
pudiera haber limitado las respuestas. Refe-
rente a P. caerulea, las respuestas organogé-
nicas obtenidas fueron aun mas escasas. Ex-
plantes obtenidos de hojas, sometidos a tra-
tamiento de frio (aprox. 10 2C) e incubados a
bajas temperaturas (aprox. 15 2C) permitie-
ron la formacion de numerosos iniciales - de
brotes. Aparentemente sus requerimientos
ecoldgicos, en términos de fotoperiodo y tem-
peratura, fueron la mayor limitante. Para to-
das las especies, el uso de los fitoreguladores
de crecimiento: BAP, GA3, AlB, combinados,
en los dos medios basicos usados (Nitsch y
Nitsch; Scorza y Janick) permitieron respues-
tas organogénicas positivas, Aunque no fue-
ron satisfactorias en todos los casos. En las
pruetas de compatibilidad injerto/patrén, ob-
servamos que la combinacion mas promisoria
fue la de P. edulis var Flavicarpa Degener
como copay P. cincinnata como patrén. Dos
de las plantas injertadas fueron llevadas a un
ambiente abierto, y se llegé a observar flora-
cion y fructificacion.
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La microinjertacion de apices caulinares de citricos
para la produccion de plantas libres de virus

Magally J. Luque y Efrain G. Salazar
Departamento de Biotecnologia. Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP) - Venezuela.

Introduccion

Las plantaciones comerciales de citricas han
sufrido de una reduccién en la productividad
debido a la incidencia de enfermedades, prin-
cipalmente de aquellas de origen viral y/o vi-
roidal. Dentro de las enfermedades causadas
por virus o viroides en citricas, deben senalar-
se a la Tristeza de los citricos, Psorosis,
Exocortis, Cachexia-Xiloporosis, entre otras.
De este grupo, responsable de gran parte de
las pérdidas sufridas en los rendimientos, la
primera es de transmision bioldgica, teniendo
como vector principal a un grupo de afidos,
entre éstos destaca Toxotera citricidus. Las
restantes son de transmision mecanica o a
través de las semillas, principalmente, lo que
las ha ubicado dentro del grupo de enfermeda-
des virales o viroidales de «dificil transmi-
sion».

A fin de mejorar la productividad de las plan-
taciones, los citricultores deben basar sus
plantaciones en materiales desprovistos de
los agentes causantes de estas enfermeda-
des, aunados a practicas que permitan contro-
lar y/o reducir al maximo la diseminacion de
las mismas. En este sentido, la obtencion de
materiales libres de agentes virales o viroida-
les sirve de control para las llamadas enfer-
medades de «dificil transmision», mientras

que para aquellas transmitidas por agentes
biolégicos, estan enfocando sus estrategias
de proteccion hacia una posible proteccion
cruzada (Ochoa y Trujillo, 1994) o por resis-
tencia genética al ataque de los patégenos
(Leey col, 1994) Sin embargo, cualquier pro-
grama de control debe realizarse con plantas
desprovistas de los respectivos agentes pa-
togénicos, por lo que la produccién de mate-
riales libres de virus es una necesidad.

A pesar de existir diferentes mecanismos
para la obtencion de materiales libres de vi-
rus, tales como la termoterapia (Calavan et
al., 1972; Nylaand y Goheen, 1969) o el uso
de plantas de origen nucelar (Rangan et al.,
1968; Bitters et al., 1972) la microinjertacion
de apices caulinares ha sido utilizada como
una de las alternativas mas eficientes en la
obtencion de materiales citricos desprovistos
de agentes virales o viroidales (Navarroet al.,
1975) ya que es una metodologia efectiva
para erradicar patégenos, tales como el viroide
de la Exocortis, particulas imposibles de elimi-
nar mediante el uso de cualquiera de las téc-
nicas mencionadas (Murashige et al., 1972)
Del mismo modo, la microinjertacién previene
problemas de reversiénde las plantas produci-
das a estados juveniles, limitante que ha fre-
nado el uso extensivo de las plantas de origen
nucelar.
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Metodologia paralamicroinjertacion

La microinjertacion consiste en la injertacion
deunmeristema caulinar, de aproximadamen-
te 0,5 mm de longitud, sobre un patrén, prefe-
riblemente de 14 a 18 dias de haberse sem-
bradoin vitro. En este sentido, para el desarro-
llo de programas de microinjertaciéon se hace
necesario contar con un sistema de produc-
cion in vitro de los portainjertos y de los meris-
temas apicales.

Seleccion de los patrones

En el caso de las citricas, y por los problemas
de compatibilidad entre los microinjertos y los
portainjertos, es imprescindible hacer una
buena seleccién del portainjerto. Se haespeci-
ficado, que generalmente la mayoria de los
meristemas de citricos de cualquier tipo, a ex-
cepcion de las limas y limones, presentan un
buen desarrollo al ser microinjertados sobre
patrones de citranges trifoliados. Las limas y
limones tienen mejor desarrollo al ser microin-
jertados sobre patrones de limoén rugoso.

El uso de patrones trifoliados presenta la ven-
taja adicional de permitir la distincion tempra-
na entre el crecimiento del microinjerto y el
desarrollo de brotes del tejido del portainjerto.

Las semillas que daran origen a los patrones
deberan provenir de frutos en estado interme-
dio de maduracion (pintones) las cuales se
desinfestaran siguiendo procedimientos
estandar en cultivo in vitro, posteriormente a
la eliminacion de las cubiertas seminales.
Las semillas ya desinfestadas se colocan en
tubos de ensayo de 25 x 150 mm conteniendo
25 ml de medio de cultivo compuesto de las
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) suple-
mentadas con tiamina, pirodoxina y acido ni-
cotinico a 1 mg/l cada uno, mio-inositol 100
mg/ly 30 g/l de sacarosa desprovisto de regu-
ladores de desarrollo, con el pH ajustado a
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5,80 + 0,02. Las semillas deben sembrarse
parcialmente hundidas y con el orificio de sa-
lida de la plumula hacia arriba.

Es necesario observar la morfologia de la se-
milla, una vezfinalizada la desinfeccion. Aque-
llas semillas que hayan alterado su forma
(generalmente arrugamiento de la superficie)
o presenten coloraciones oscuras, no debe-
ran usarse en el proceso, ya que las plantulas
que se desarrollan a partir de ellas presentan
alteraciones morfoldgicas que impiden su
uso como portainjerto.

Los tubos sembrados se colocaran en la os-
curidad a 27 °C. Entre 14 y 18 dias posterio-
res a la siembra se seleccionaran, como por-
tainjertos, aquellas plantulas de color blanco,
y que no presenten deformaciones en el de-
sarrollo de la parte aérea o radical. A este res-
pecto, se hace necesario observar la altura
promedio de las plantulas desarrolladas, a fin
de evitarla selecciéon de material muy etiolado,
lo cual representa una desventaja para el éxi-
to de la microinjertacion. Generalmente, a los
14 dias posteriores a la siembra, las plantulas
deben haber alcanzado una altura promedio
de 5-6 cm.

Preparacion de los meristemas api-
cales

Paralelamente a la siembra de las semillas de
los patrones, se procede a la defoliacion de
ramas de las plantas donadoras de meristema
0 apices caulinares, para inducir la formacion
de brotes tiernos. Generalmente, el proceso
de formacién de brotes tiernos toma 15 dias,
lo cual permite coordinar la siembrain vitrode
las semillas y la induccién de los brotes que
proveeranlos meristemas para la microinjerta-
cion. A los 15 dias se seleccionaran los bro-
tes tiernos, de coloracion verde claro unifor-
me, a los cuales se les eliminara cualquier
resto de insectos, hojas o contaminantes que
puedan presentar. En algunos casos, el proce-
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so de induccion de brotacion puede acelerar-
se mediante el uso de citocininas. Puede utili-
zarse la adicion, en cada yama, de una gota
de solucién de benciladenina (BA) 1 mg/l, lo
cual acelera el proceso de formacién de bro-
tes tiernos, en aquellos materiales en los que
el proceso lleve mas de 15 dias.

Microinjertacion de apices caulina-
res

Los apices caulinares seleccionados, se la-
van en agua jabonosa y se sumergen en eta-
nol 70% durante un minuto, finalmente se la-
van con hipoclorito de sodio 10% de una solu-
cion comercial durante 5 minutos, y ya bajo
condiciones de flujo laminar de aire estéril se
lavan tres veces con agua destilada esterili-
zada.

Los portainjertos seleccionados, bajo campa-
na de flujo laminar, se descapitan a 2 cm por
encima del cuello de la raiz, eliminandose los
cotiledones, y a 4 cm por debajo del cuello. A
1 mm desde la superficie superior de corte se
hace una incisiéon en forma de T invertida de
aproximadamente 1 mm de longitud. Los me-
ristemas caulinares extraidos de los brotes
tiernos, reducidos a secciones de 0,5 mm de
longitud (domo meristematicoy dos primordios
foliares) se colocan en el interior de la T inver-
tida, procurando el maximo contacto entre la
base del meristema y la superficie del porta-
injerto.

Los patrones ya microinjertados se colocan
entubos de ensayo conteniendo 25 ml de me-
dio liquido MS suplementado con tiamina, pi-
ridoxina y acido nicotinico, cada uno a 1 mg/
|, sacarosa 75 g/l y benciladenina (BA) 1 mg/
| Navarro y col., 1975) Los microinjertos se
cultivan bajo luz fluorescente a unairradianza
de 16,95 W. m2y una temperatura de 25 °C.

Los meristemas microinjertados comenzaran
a formar hojas verdes 15 dias posteriores al

proceso anterior, aproximadamente. Una vez
formado el brote, a fin de acelerar el ritmo de
crecimiento de la planta, se procede a la rein-
jertacion del mismo, sobre patrones vigoro-
sos creciendo en potes. El proceso de reinjer-
tacion se realiza siguiendo técnicas estéandar
de injertaciéon, adaptando gradualmente el
microinjerto a las condiciones de humedad
ambiental mediante el uso de bolsas plasti-
cas.

Deteccion de virus

A fin de corroborar el éxito de la
microinjertacion debe descartarse la presen-
cia de particulas virales en las plantas gene-
radas. Se dispone de metodologias, tales
como:

- Pruebas biol4gicas
- Test ELISA
- Pruebas moleculares

Las pruebas bioldgicas consisten en extraer
indculos de las plantas microinjertadas e im-
pregnar con el extracto plantas altamente
susceptibles al patégeno seleccionado, lo
cual permitira el desarrollo rapido de sinto-
mas en las plantas impregnadas con extrac-
tos que contenian particulas del patégeno.
Otro posibilidad dentro de las pruebas biolo-
gicas, es la injertaciéon de yemas de las plan-
tas microinjertadas en patrones altamente
susceptibles a los virus estudiados, y esperar
por la aparicién de los sintomas en aquellos
injertos cuyas copas sean portadoras del
patégeno.

Las pruebas ELISA permiten, mediante el uso
de anticuerpos especificos para los virus im-
portantes en citricas, una deteccion rapida de
los mismos, permitiendo, a su vez, el andlisis
relativamente rapido de gran cantidad de ma-
teriales (Fishman et al., 1983) Se han disena-
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do sistemas de anticuerpos, tanto monoclona-
les (Permar et al., 1990; Vela et al., 1988)
como policlonales (Marco y Gumpf, 1991)
para deteccion seroldgica de razas de virus
delatristeza de los citricos. Mediante reaccio-
nes colorimétricas, producto del reconoci-
miento de enzimas ligadas al anticuerpo, per-
miten la detecciéon de los materiales conta-
minados con el virus. Aquellas muestras que
posean particulas de CTV, se acoplaran al
anticuerpo, el cual lleva consigo acoplada
moléculas de una enzima (generalmente
fosfatasa acida o peroxidasa) Al agregar el
substrato, especifico para cada enzima, las
muestras donde esté acoplado el anticuerpo,
y por ende poseedoras del virus, desarrolla-
ran una coloracion, casi siempre amarilla, lo
cual se traducira en un aumento de la absor-
bancia de luz a 405 nm. Las muestras sanas
no presentaran aumento de la absorbancia.

Las técnicas moleculares permiten, del mis-
mo modo, una deteccion rapida de particulas
virales o viroidales. En este caso se aislan las
particulas de acidos nucleicos (ARN o los
ARN de doble cadena, tipicos de la replicacion
viral) mediante extraccién en columnas de
celulosa (ARN de doble cadena) posterior a
una separacion fendlica (Duran-Vila et al.,
1986) Las particulas se separan electroforéti-
camente en geles de agarosa 1%, y se com-
para la aparicién de los fragmentos del tama-
fo molecular, esperando una particula viral.
En este caso, la técnica sélo puede aplicarse
en aquellas particulas que previamente han
sido aisladas, purificadas y caracterizadas
electroforéticamente. En el caso de citricos,
ha sido importante el uso de estas metodolo-
gias para la deteccién y caracterizacion de
razas de Exocortis (Gillings et al., 1991).

Consideraciones finales

La microinjertacion de apices caulinares es
una herramienta eficiente para la produccion
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de plantas libres de virus, por lo que debe
implantarse como técnica obligatoria de apo-
yo a cualquier programa de certificacion de
plantas. Es un proceso laborioso que requiere
de la supervision constante de los materiales,
ya que se debe estar pendiente de la forma-
cion de brotes, sobretodo de aquellos origina-
dos del tejido patron.

Es importante recalcar la importancia del es-
tado fisioloégico de los explantes, especial-
mente los meristemas caulinares, para el
éxito del proceso de microinjertacion. A este
respecto, el uso de portainjertos desarrolla-
dos in vitrio uniformiza la condicion fisioldgica
de los patrones, quedando al cuidado del
microinjertador, la seleccion, como fuente de
meristemas, de brotes tiernos sin sintomas
aparentes de estrés, provenientes de plantas
en buenas condiciones fisiologicas. En caso
de decidirse a usar meristemas provenientes
de yemas auxiliares, es conveniente obser-
var el comportamiento de estos microinjertos,
en relacion al desarrollo mostrado por los
microinjertos provenientes de meristemas
caulinares terminales. La condicién fisiologi-
ca de ambos tipos de meristemas (caulinares
y axilares) no necesariamente es la misma, y
puede establecer diferencias significativas
en el comportamiento in vitro de ambos tipos
de materiales.

Finalmente, la manera de colocacion del
explante en el microinjerto ha sido otro aspec-
to en el que se ha puesto un gran esfuerzo, ya
que de este factor dependera, en buena parte
el éxito practico de la microinjertacion. Hasta
la presente fecha, se ha impuesto el uso de la
T invertida, a un costado del portainjerto
como la metodologia mas eficiente. En algu-
nos laboratorios, especialmente en el caso
de Cuba, se coloca el microinjerto en un
orificiotriangular. Entre los aspectos cruciales
a considerar esta el contacto fisico entre la
superficie de corte en el portainjerto y la base
del meristema caulinar. Debe haber un buen
contacto o «pegue» entre ambos, a fin de
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garantizar un flujo efectivo de nutrimentos,
agua y fotosintetizados para el desarrollo fu-
turo del meristema. Del mismo modo, debe
evitarse la pérdida de los microinjertos pro-
ducto de la desecacion, lo cual es garantiza-
do por los dos métodos de colocacion de los
meristemas, anteriormente mencionados.

Alinsertar un eficiente programa de microinjer-
tacion en los programas de certificacion de
plantas, y garantizar la produccion de mate-
riales libres de enfermedades virales o viroi-
dales, se esta impulsando el aumento de la
productividad en las plantaciones comercia-
les, y por ende la satisfaccion de la demanda
de productos agricolas, que en el caso de los
citricos se mantiene elevada a nivel mundial.
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Micropropagacion del guayabo
(Psidium guajavaL..)

Norca Mogolién
Ing. Agr. M. Sc.

Introduccion

El guayabo (Psidium guajavo L.) es un arbol
frutal que pertenece a la familia de las Myrta-
ceas y se considera la especie mas valiosa
dentro de su género. Originario de América
Tropical con su centro de expansion en Amé-
rica Central, donde existe la mayor cantidad
de formas (5y 24). Se encuentra naturalizado
entodas las regiones tropicales del mundo en
una franja comprendida entre los 0° Latitud
Norte y Sur del Ecuador, distribuido desde el
nivel del mar hasta los 1 200 m de altitud y en
un régimen de humedad desde los 100 a
3 700 mm, lo que demuestra su rusticidad (5).

El cultivo del guayabo, a partir de la década
de los ochenta, ha venido adquiriendo una
gran importancia econémica, debido funda-
mentalmente alaumento en la demanda nacio-
nal e intemacional de sus frutos, tanto para
consumo fresco, como en la elaboracién de
productos procesados, entre ellos: mermela-
das, compotas, dulces, jaleas, etc. (18) En
este sentido, la produccion en el pais se hain-
crementado a un ritmo acelerado en los ulti-
mos anos, de tal modo, que para 1989 la su-
perficie sembrada en el municipio auténomo
Mara del estado Zulia, superaba las 2 000 ha,
con una produccion de 36 000 t (9) No obs-
tante, segun proyecciones estadisticas de
Avilan et al (3), el déficit en la produccién de

frutos para el ano 1990, estaria por el orden
de 90%. Este hecho, aunado con latendencia
a desarrollar una fruticultura con miras a la
exportacion, plantea la necesidad de utilizar
métodos y técnicas de propagacion asexual
capaces de garantizar un nimero adecuado
y suficiente de plantas para fundar nuevos
huertos fruticolas con material proveniente
de individuos preseleccionados.

Propagacion convencional

Hasta el presente, los métodos de propaga-
cién convencional que han sido senalado a
nivel mundial son: 1) Sexual, a través de
semilla botanica y 2) Asexual, por estacas,
acodos e injertos.

Sexual: las drupas del guayabo contienen
una gran cantidad de semillas monoembriéni-
cas que representan hasta 2% del peso del
fruto, las cuales son usadas como propagulos,
constituyendo elmétodo mas comuin de propa-
gacion (5) Sin embargo, la gran variabilidad
de tamanos, formas y color de los frutos que
exhiben las plantas procedentes de semi-llas,
impide que este método pueda ser utilizado
para perpetuar algunas caracteristicas de in-
terés. Portanto, la propagacion sexual queda
limitada a la obtencién y evaluacion de nue-
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vos clones y plantas para ser usadas como
portainjertos (15 y 25).

Asexual: el guayabo ha sido propagado a
partir de estacas de tallo y de raiz; no obstan-
te, ambos tipos presentan limitaciones. Las
de tallo requieren el uso de un propagador de
neblinay la aplicacién de reguladores de cre-
cimiento para obtener un aceptable porcenta-
je de estacas enraizadas. Las de raiz presen-
tan la dificultad en la obtencion del material
vegetal (5).

La mayoriade las investigaciones se hanrea-

lizado con estacas de tallo, utilizando los ti-
pos de madera dura, semidura, blanda y chu-
pones; asi como diversos estimuladores del
enraizamiento, entre ellos: AIB, ANA y AlA.
Los resultados han sido variables. En este
sentido, Kilany y Gabr (14) sefialan haber ob-
tenido 81,4% de enraizamiento en estacas de
madera semidura con 2 500 ppm de AIlB;
mientras que Sanchez et al (25) obtuvieron
88% en estacas provenientes de ramas chu-
pones con aplicaciones de 200 ppm de AIB
por 30 minutos. No obstante, la mayoria coinci-
de en que los mejores porcentajes de enraiza-
miento se logran utilizando estacas de made-
ra blanda con tres a cuatro hojas y aplicacio-
nes de auxinas entre 2000 y 2500 ppm (6, 22
y 23) pero difieren en la respuesta ante el tipo
de auxina empleada, ya que algunos regis-
tran mejor enraizamiento con AlB (6) otros
con ANA (22) y otros con AlA (23).

Caiiizares (5) sehala que el acodado no es el
método mas conveniente para la propaga-
cién asexual del guayabo, ya que se obtienen

plantas con un sistema superficial y escaso,

recomendando que sélo debe usarse cuando
no hay patrones disponibles. Asi mismo, Nel-
son (20) afirma que este método no permite

una produccién de las plantas a gran escala:

a partir de una limitada fuente de material

vegetal y que su unica ventaja radica en que.

las plantas formadas crecen en sus propias
raices. :
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Los logros alcanzados mediante la injertacion
de esquejes y yemas en el guayabo, han sido
muy variables e impredecibles. Los mejores
resultados se han obtenido con el uso de ye-
mas de madera verde, cuadrangulary semilig-
nificada. Sin embargo, este método presenta
la limitacion de que para obtener buena su-
plencia de material vegetal a partir de plantas
adultas, hay que despojarlas hasta de 1/3 de
su supefficie foliar productiva. Ademas los
portainjertos procedentes de semilla, poseen
gran variabilidad que puede ser conferida al
injerto. Por tanto, las plantas resultantes no
pueden ser consideradas uniformes (5, 20 y
25).

Micropropagacion

Virtualmente, todos los frutales de clima tem-
plado de importancia econémica han sido ob-
jeto de micropropagacion por el método de
cultivo de apices caulinares, con cierto grado
de éxito (10) pero con relacién a los frutales
tropicales perennes, los logros mas notables
se han conseguido en aquellas especies don-
de la poliembrionia nucelar ocurre en forma
natural (16) Sin embargo, desde comienzos
de la década de los ochenta se han senalado
trabajos de micropropagacion en frutales como
elaguacatero, el merey y el guayabo, utilizan-
do la técnica de proliferacion de brotes a par-
tir de apices-caulinares y segmentos nodales.
En lo que respecta al guayabo, las primeras
investigaciones se .iniciaron -en la: India en
1986 y en Sur Africa en 1989. En ambos ca-
sos se utilizaron cultivares propios de la re-
gion, lograndose algunos aciertos (1, 2, 4, 7,
11,12,17y21). - = . S :

Amin y Jaiswal.(2) y Loh y Rao (17) senalan.
que la micropropagacion del guayabo podria
utilizarse como una técnica eficiente y desea-
ble para propagar.clonalmente genotipos
preseleccionados y al mismo tiempo, comple-
mentaria de los métodos convencionales de
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propagacion, ya que cada uno de ellos tiene
sus limitaciones y el nimero de plantas obteni-
das es reducido.

A continuacion se discutiran algunos factores
que hasta el presente han sido objeto de estu-
dio en la micropropagacion del guayabo.

La explanta: en la micropropagaciéon del
guayabo se han utilizado principalmente dos
tipos de explantas: apices caulinares y seg-
mentos nodales. Los primeros constituidos
porun meristema apical con varios primordios
foliares; los segundos, formados por una o
dos yemas axilares con una pequena porcion
de tallo. En ambos casos el tamafio de la ex-
planta ha sido por lo general de 10 a 20 mm
de longitud. (1,2,4,7,8,11,12,13, 17y 21).

Amin y Jaiswai (1) recomendaron la utiliza-
cion de segmentos nodales para la micropro-
pagacion de arboles adultos de guayabo, ya
que lograron mayor tasa de proliferacién de
brotes conrelacion alos obtenidos porJaiswal
y Amin (12) al usar apices caulinares. Esto se
debid, probablemente, a la ausencia de la do-
minancia apical y a la presencia de yemas
axilares en mayor estado de desarrollo en los
segmentos nodales.

Enla seleccion de la explanta se han conside-
rado ciertos parametros, entre ellos: origen,
tamafo, posicion, estado fisiolégico, edad
ontogenética, etc., debido a que pueden afec-
tar el comportamiento o respuesta de las ex-
plantas. En cuanto a los dos ultimos parame-
tros, la literatura senala que los tejidos juve-
niles frecuentemente son mejores fuentes de
explantas que la de los tejidos maduros y que
uno de los obstaculos para la regeneracion in
vitro de especies lefosas, es la falta de juvenili-
dad en arboles adultos (26) En este sentido,
Loh y Rao (17) trabajando con apices y seg-
mentos nodales de guayabo a partir de plan-
tulas, obtuvieron mayor tasa de regeneracion
de brotes en presencia de bajas concentra-
ciones de BA o en su ausencia, en compara-

cion con los apices y segmentos nodales pro-
venientes de plantas injertadas de seis me-
ses de edad, con las cuales hubo necesidad
de utilizar mayores concentraciones de BA
para lograr una tasa aceptable de multiplica-
cién. Asi mismo, demostraron que el poten-
cial morfogénico de estos tejidos era superior
al de los apices y segmentos nodales toma-
dos de plantas adultas cultivadas in vitro por
Amin y Jaiswal (1 y 2) Los brotes provenien-
tes de explantas de material juvenil dieron
100% de enraizamiento en el primer repique,
en ausencia de auxinas; mientras que los bro-
tes formados de explantas tomadas de mate-
rial adulto, fueron necesarios hasta 10 repi-
ques para lograr 90% de enraizamiento y en
presencia de una combinaciéon de auxinas

2).

Medio de cultivoy etapas de la micropropa-
gacion: en la propagacion clonal in vitro del
guayabo, mayormente se ha utilizado con
éxito el medio modificado de Murashige y
Skoog (19) aligual que en casi todos los fruta-
les lefiosos (26) Asi mismo, se han implemen-
tado las tres etapas sefaladas por esos mis-
mos autores: a) Establecimiento aséptico de
las explantas en un medio de cultivo o fase de
induccién de brotes, b) Proliferacion de bro-
tes que abarca la multiplicacion y elongacion
y ¢) Formacién de raices en los brotes micro-
propagados.

En la fase de induccion y proliferacion de
brotes se ha demostrado que las aplicaciones
de citocininas al medio de cultivo, pueden
inducir la formacion de brotes en yemas late-
rales de las explantas, reprimiendo la domi-
nancia apical. En el caso de frutales tropica-
les, especificamente el guayabo, varios inves-
tigadores afirman que el uso de citocininas a
bajas concentraciones (0,1 a 1,0 mg/l) incre-
menta el porcentaje de explantas con brotes
y el numero de brotes por explanta. A su vez,
la presencia de auxinas y/o giberelinas, adn
a bajas concentraciones (0,01 y 0,1 mg/l)
retardan o inhiben el crecimiento de los brotes
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y a 1,0 mg/l, los detiene y necrosa. De esta
manera, los mayores éxitos se han obtenido
con el empleo de 1 mg/l de BA, en ausencia
de auxinas y giberelinas (1, 2, 11, 12, 17).

En la fase de multiplicacion muchas veces los
brotes no alcanzan untamano adecuado para
inducir la formacion de raices en la tercera
etapa, por lo que una transferencia de dichos
brotes a un medio fresco con una concentra-
cion mas baja de citrinas, ha permitido un ra-
pido crecimiento de los brotesy aumentado el
numero de brotes utiles para el enraizamiento.
Este es el caso de las explantas provenientes
de apices y segmentos nodales de arboles y
plantulas de guayabo, donde una reduccién
de BA de 1,0 mg/l ha demostrado ser el mejor
tratamiento en la segunda etapa de cultivo
(17 y 21).

En la tercera etapa, los brotes son inducidos
a emitir raices por lo general en un medio con
la mitad de la concentracion de las sales de
M.S., excluyendo las citocininas e incorpo-
rando las auxinas. En tal sentido, Jaiswal y
Amin (11y 12) y Amin y Jaswal (1) obtuvieron
buen enraizamiento en los brotes de explantas
provenientes de arboles adultos de guayabo,
utilizando el medio M.S. a la mitad de su con-
centracién y en presencia de la combinacion
de ANA e IBA a 0,2 mg/l cada una; mientras
que Loh y Rao (17) lograron enraizar adecua-
damente los brotes de explantas provenien-
tes de plantulas germinadasin vitroy de plan-
tas injertadas de seis meses de edad em-
pleando el medio de M.S. a su concentracion
completay sin necesidad de emplearauxinas.

Transferencia de las vitroplantas al suelo:
la transferencia al suelo de las vitroplantas de
guayabo, se ha logrado en forma satisfacto-
ria. La mayoria de los investigadores repor-
tan una etapa de aclimatacién de dos a tres
semanas, manteniendo una alta humedad
relativa en los primeros dias de su transplante
al pote. La mezcla recomendada en casi
todos los trabajos esta compuesta de suelo y
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compost en produccién 1:1(1,2,11y12)yen
algunos, sélo compost (21) En todos los ca-
sos las vitroplantas han alcanzado un por-
centaje de supervivencia entre 70y 90% (1, 2,
11,12, 17 y 21).

Limitaciones en la propagacion del
guayabo

En la propagacién in vitro del guayabo se han
presentado algunas limitantes, entre ellas se
mencionan las siguientes:

La contaminacion en la fase de iniciacion:
esta limitante es verdadera, especialmente
cuando la fuente de material vegetal proviene
de arboles adultos establecidos en el campo.
Al respecto, se han conducido investigacio-
nes utilizando varios agentes desinfectantes,
tales como el cloruro de mercurio, hipoclorito
de calcio, hipoclorito de sodio y etanol, en di-
ferentes concentraciones y tiempos, y se ha
cuantificado su efecto a través del porcentaje
decultivos libres de contaminaciény brotacién
de las yemas. La mayoria de los resultados
coinciden en que al emplear material adulto,
el agente mas efectivo para reducir la conta-
minacion sin afectar la brotacion, es el cloruro
de mercurio 0,05% por dos o tres minutos,
combinando con la utilizacién de etanol 70%
por un minuto (1, 2, 4, 11, 12 y 13); mientras
que cuando se usa material juvenil, el empleo
de etanol 70% 6 80% por cinco minutos, se-
guido por hipoclorito de sodio de 5 a 10 minu-
tos, controlala contaminacién adecuadamente
(13y 17).

La oxidacion fendlica: La oxidacion fendlica
en las explantas de guayabo provenientes de
material adulto es muy marcada, producien-
do el necrosamiento de los tejidos y muerte
delas mismas. Para superareste inconvenien-
te, Amin y Jaiswal (2) midieron el efecto de
siete tratamientos para remover los fenoles y
lograr una mayor supervivencia de los culti-
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vos. Los mejores resultados fueron obtenidos
cuando las explantas se colocaron en una so-
lucion de PVP 0,5% y sacarosa 2% durante
30 a 40 minutos en agitacién a 100 ppmy pos-
teriormente, una rapida inmersion de las mis-
mas en una solucion antioxidante de acido ci-
trico y acido ascorbico 75:50 mg/l, previo al
cultivo. Fitchet (8) utilizando solamente esta
ultima solucién antioxidante y dejando secar
las explantas por 30 minutos antes de culti-
varlas, logré reducir la oxidacion y aumentar
la supervivencia. Asi mismo, el realizar dos o
tres cambios de las explantas a medio fresco
sin reguladores, antes de ser cultivadas al
medio definitivo, ha permitido la exudacion
fendlica de las mismas y mejorado el porcen-
taje de éxito; de igual modo que adicionar 5 g/
| de PVP al medio de cultivo (1, 2, 11y 12).

Esta limitacion se presenta en menor grado al
utilizar explantas de material juvenil.
Papadatou (21) trabajando con apices de
plantulas, sefialé no haber tenido problemas
de necrosamiento en los tejidos, debido pro-
bablemente a que en dichas plantulas aun no
se habian sintetizado suficientes fenoles.

Conclusiones

- Existe un potencial considerable para la
propagacion in vitro del guayabo Psidium
guajava L.

- Los apices caulinares y los segmentos no-
dales constituyen explantas adecuadas
para la micropropagacion de la especie.

- Para el establecimiento de las vitroplantas
se hace necesario tres etapas de cultivo:
a) Iniciacion de los cultivos asépticos, b)
Multiplicacion y alargamiento de los brotes
y ¢) Formacion de raices en los brotes
micropropagados.

- Hay diferencias marcadas en el potencial
morfogénico entre las explantas provenien-
tes de material juvenil y material adulto.

- Esnecesario la utilizacién de tratamientos
que conduzcan a reducir la oxidacion fendli-
ca de las explantas para aumentar la su-
pervivencia de las mismas.

- Serequiere continuar con las investigacio-
nes en la micropropagacién del guayabo
tendientes a mejorar la velocidad de creci-
miento de las explantas e incrementar la
tasa de multiplicacion de los brotes.
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El cultivo de las Guanabana (Anona muricata
L.) es entre los rubros fruticolas tropicales
uno de los que ofrece un gran potencial como
fruta exdtica en los mercados subtropicales
del mundo.

En Venezuela ha sido ampliamente cultivado,
pero es la regiéon Noroccidental la que presen-
ta mayores potencialidades para su cultivo
agronémico comercial.

A pesar de lo anteriormente dicho, la explota-
cion comercial de este importante producto,
se ve muy limitada por aspectos, tales como
la calidad del fruto, la produccién irregulary el
bajo rendimiento por planta.

Estas limitaciones se deben, principalmente,
al tipo de propagacién, por semillas, que con-
lleva a una gran variabilidad genética que se
manifiesta en genotipos diferentes. Este tipo
propagacion (sexual) ha sido el mas utiliza-
do, debido a que la propagacion vegetativa
por estacas y acodos es dificil de lograr y re-
quiere de enraizadores y técnicas de manejos
especiales que elevan los costos iniciales de
produccion.

Conlainvestigacion en el area de micropropa-
gacion de guanabana se pretende contribuir
a la disminucion de las limitaciones de pro-

ducciéon mediante el establecimiento de técni-
cas de propagacionin vitro que permitan alos
fitomejoradores la propagacion masiva del
material mas prometedor o mejorado, para su
posterior produccién comercial.

Se ha senalado la regeneracion in vitro de
plantulas de Annona muricatalL. utilizando el
hipoclorito de semillas germinadas in vitro,
las plantas obtenidas enraizaron y se trans-
plantaron sin problema.

En Annona squamosa L. se ha logrado obte-
nerorganogénesis a partirde hojas provenien-
tes de plantulas germinadas in vitro, y a partir
de callo producido cuando se cultivé el endos-
perma de la semilla germinada in vitro.

Nuestra investigacion va orientada inicial-
mente hacia la propagacion in vitro de clones
prometedores, razdn por la cual se comenzé
con la utilizaciéon de material adulto como

fuente de explantas.

Objetivo
El objetivo principal es el de desarrollar una

metodologia para la propagacién in vitro de
Annona muricata L.
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Estrategias

Comparacion de métodos de desinfeccion
superficial en diferentes explantas con el fin
de determinar el mas efectivo en cada caso.

Evaluacién de explantas y de medios nutriti-
vos con el fin de determinar la capacidad de
regeneracion de éstas en la composicion del
medio mas apropiado.

Evaluar condiciones de crecimiento mas apro-
piadas para el cultivoin vitro (fotoperiodo, luz,
temperatura).

Evaluar el efecto de las condiciones de creci-
miento, condiciones fisioldgicas, caracteristi-
cas genéticas, edad y etapa de desarrollo de
las plantas donantes o madres en el estableci-
miento del cultivo in vitro de sus tejidos (inclu-
ye comparacion entre material de vivero y de
campo).

Desarrollar metodologias de adaptacion o
endurecimiento del material producido para
su transplante definitivo en condiciones de
campo.

Establecer bancos de germoplasma in
vitro que apoyen los programas de mejora-
miento y que permitan el intercambio interna-
cional.

Ensayos realizados

- Comparacion de métodos de desinfeccion
superficial en algunas explantas deAnnona
muricata L.

- Evaluacion del fruto inmaduro de guanaba-
na como explanta parainducircallogénesis.
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Comparaciéon de métodos de desinfeccién
superficial enalgunas explantas deAnnona
muricata L.

Se utilizarontallos y peciolos como explantas.
Estos se recolectaron de plantas adultas de
guanabana, seleccién Sur del Lago, que se
encuentran ubicadas en el Centro Fruticola
del Estado Zulia.

Métodos de desinfecciéon superficial utiliza-
dos.

Caracteristicas mas resaltantes:

1. Inmersion en solucién preparada con Cap-
tan (3 g/l) + Rifampicina (150 mg/1) duran-
te veinte minutos.

Lavado con Hipoclorito de sodio a 2,5%
durante 10 minutos.

El tratamiento se aplicé a la mezcla de
explantas.

2. Inmersion en solucién preparada con Cap-
tan (3 g/l) durante 10 minutos.

Inmersion en Rifampicina (300 mg/l) du-
rante 10 minutos.

Lavado con Hipoclorito de sodio (NaOC1)
a 2,5% durante 10 minutos.

Las explantas se esterilizaron juntas.

3. Inmersién en solucién preparada con Cap-
tan (3 g/l) durante 10 minutos.

Inmersion en Rifampicina (300 mg/l) du-
rante 20 minutos.

Lavado con una de las siguientes solucio-
nes:

T1 Hipoclorito de sodio a 5,25% durante 10
minutos
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T2 Hipoclorito de sodio a 5,25% durante 20
minutos

T3 Hipoclorito de calcio a 6,0% durante 10
minutos

T4 Hipoclorito de calcio a 6,0% durante 20
minutos

T5 Cloruro mercurico al 0,01% durante un
minuto

T6 Cloruro mercdurico al 0,01% durante un
minuto y luego Hipoclorito de sodio al
5,25% durante 10 minutos.

Al esterilizar se separaron los dos tipos de
explantes.

. Reduccidn del tamano de la explanta

Inmersiéon en solucién preparada con
Benlate (10 g/l) durante 20 minutos.

Alcohol 70% dos minutos.

Inmersién en Gentamicina (500 mg/l) du-
rante 20 minutos.

Utilizacion del antibiético como compo-
nente del medio nutritivo.

La esterilizacion superficial fue mas efecti-
va cuando se incorporé el antibiético al
medio nutritivo después de utilizar hipoclo-
rito de sodio en la forma convencional.

El cloruro mercurico fue efectivo para eli-
minar microorganismos pero a su vez re-
sulté fitotéxico.

La reducciéon del tamano de la explanta
favorecio la eliminacién de microorganis-
mos pero aun no se ha determinado su
efecto en la capacidad regenerativa de
estas explantas.

- La utilizacién de fungicidas y antibiéticos
antes de aplicar el hipoclorito disminuy?é la
contaminacién pero no en forma total.

- Ademas del problema de contaminacién
se presentd oxidacion o ennegrecimiento
de los tejidos, ambos problemas han sido
senalados en la literatura con mucha fre-
cuencia cuando se trata de frutales leno-
Sos.

Evaluacion del frutoinmaduro de guanaba-
na como explanta para inducir callogéne-
sis.

Se utilizaron frutos inmaduros como explantas.
Estos se recolectaron de plantas adultas de
guanabana, seleccién Sur del Lago, que se
encuentra ubicada en la granja Camoruco,
municipio Mara, estado Zulia.

La desinfeccion superficial se realizé6 con
hipoclorito de sodio a 5% durante 15 minutos.

Se utilizé el medio de Murashige y Skoog con
2,4-D como regulador de crecimiento y agua
de coco.

- Tejido obtenido de los frutos inmaduros
desarrollé un crecimiento tipo callo al cual
actualmente se le realizan estudios
histoldgicos.

- En este caso también se observd oxida-
cion de los tejidos.

Al iniciar esta investigacion, los problemas
que han surgido son tipicos en frutales lefio-
sos, alta incidencia de contaminacion y oxida-
cion de explantas, especialmente cuando se
trabaja con material de campo.

El problema de la contaminacién ha disminui-
do y seguramente que al evaluar otros méto-
dos podra ser controlado en alto porcentaje,
sin embargo, se considera la posibilidad de
que los pretratamientos de las plantas donan-
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tes contribuirdan a disminuir este problema y
permitiran el uso de método mas econémicos
y sencillos.

El problema de la oxidacion de explantas en
frutales lenosos ha sido sefalado en numero-
sas especies, tanto de origen tropical como
templado. En nuestro laboratorio este proble-
ma se ha presentado en especies tales como
guayabo, vid, mango y guanabana.

En la mayoria de los casos la literatura indica
un control de esta oxidacion utilizando pretra-
tamiento de explantes con antioxidantes, in-
corporacion de compuestos antioxidantes o
carbon activado al medio nutritivo, modifica-
cion de las condiciones ambientes in vitro al
iniciar los cultivos en oscuridad y/o a bajas
temperaturas. Sin embargo, el éxito de estas
técnicas ha sido limitado, ya que, general-
mente afectan las condiciones dptimas para
el crecimiento de las explantas.

Recientemente se ha enfatizado la importan-
cia del tratamiento del material donante y el
efecto del origen del mismo como medio para
controlar el ennegrecimiento oxidativo y sus
consecuencias en las supervivencias de las
explantas al momento de establecerlas in
vitro.

Algunos de los tratamientos, sefialados en la
literatura, estan relacionados con la disminu-
cion de la irradiacion solar bien sea con el uso
de coberturas en el campo o utilizando mate-
rial de vivero. Estos tratamientos se funda-
mentan en los procesos metabdlicos induci-
dos por la luz, tales como la sintesis y oxida-
cién de compuestos fendlicos.

Otros se relacionan con la seleccion del ma-
terial 6ptimo lo cual involucra no solamente el
tipo de explanta sino su ubicacién en la planta
y la etapa fenoldgica de la mismaya que la ca-
pacidad regenerativa parece estar controla-
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da por factores enddégenos, que difieren con
la etapa fenoldgica de la planta.

En nuestro laboratorio se tienen algunas ex-
periencias relacionadas con la aplicacién de
estos pretratamientos.

En el caso de guayabo se observé un aumen-
to en la supervivencia de apices y yemas de
guayabo al iniciar su cultivo in vitro por efecto
de la proteccién de la planta donante a la ex-
posicion de la luz solar. Igualmente el conte-
nido de compuestos fendlicos preexistentes
en las explantas disminuyd. Cuando se utili-
zaron plantulas protegidas del sol en vivero,
no se presentaron problemas de oxidacion.

En el caso de vid se evalué la influencia de la
etapa de desarrollo en el ennegrecimiento de
las explantas al iniciarlasin vitro. Elmenoren-
negrecimiento se observé en el material reco-
lectado durante las etapas de cosecha y des-
canso. La exposicidn solar de las explantas
que se recolectaron en estas etapas fue me-
nor.

Actualmente se desarrolla un ensayo con
proteccion solar de plantas de guanabana del
cual se espera obtener menos oxidacion y
contaminacion al iniciar el cultivo in vitro.

Las experiencias mencionadas fueron reali-
zadas en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
de la Facultad de Agronomia de la Universi-
dad del Zulia, el cual se encuentra adscrito al
Instituto de Investigaciones Agronémicas. El
personal que ha participado en la ejecucion
de estas experiencias se encuentra constitui-
do por las siguientes personas: Profesora Ze-
naida Viloria (Dpto. Botanica), Laboratorista
Miguel Molina, Br. Yulana Fuenmayor, Br. Ar-
lenis Albornoz, Br. Leidys Fernandez, Br.
Oneida Ruiz y Br. Camilo Quintero. Reciente-
mente se incorporé el Bidlogo Dionicio Rome-
ro quien ejecutara una tesis relacionada con
la micropropagacion de guanabana.
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Control de la contaminacion y oxidacion fendlica
en la propagacion clonal in vitro del guayabo
(Psidium guajava L.) clon Mara-7

Lic. Mervin E. Pirela F.

Control de la contaminacion

En vista de que en la propagacion in vitro del
guayabo clon Mara-7 se presenté un alto gra-
do de contaminacion, se disefaron dos ensa-
yos en los cuales se probaron diferentes
agentes desinfectantes para lograr la esterili-
zacion superficial de las explantas.

Efecto del hipoclorito de sodio con y sin
alcohol: en los tratamientos sin alcohol, el
porcentaje de contaminacion disminuyé de
90% a 40% a medida que aumenté el tiempo
de exposicion de las explantas al hipoclorito
de sodio, mientras que en los tratamientos
con alcohol, este porcentaje disminuyé de
70% a 60%. A su vez, el porcentaje maximo
de sobrevivencia o de explantas verdes en
los tratamientos sin alcohol fue de 60% mien-
tras que en los tratamientos con alcohol fue
de 20%. Estas cifras corresponden en ambos
casos a los tratamientos de 15 min.

El uso del alcohol a 70% por 5 min. tal como
fue empleado por Loh y Rao (1989) estimuld
la oxidacion de las plantas, dando como resul-
tado un menor numero de explantas verdes
en dichos tratamientos. Este resultado es
contrario al obtenido por estos investigado-
res, ya que ellos no sefialan haber tenido pro-
blemas de oxidacién fendlica usando este

agente desinfectante. Eltratamiento con hipo-
clorito de sodio a 5%, por 15 min. sin alcohol
se seleccion6 como método de desinfeccion
en experimentos sucesivos.

Efecto del nitrato de plata: el porcentaje de
contaminacion en los diferentes tratamientos
fue de 10 a 20% mostrandose la clara eficien-
cia del nitrato de plata como agente desinfec-
tante. Sin embargo, el porcentaje de explantas
verdes se redujo de 90% a 40% a medida que
se aumento el tiempo de exposicion de las ex-
plantas a dicho agente.

Se registré un moderado porcentaje de oxida-
cion que se increment6 de manera directamen-
te proporcional al tiempo de exposicion pa-
sando de 0% a los 5 min. hasta 50% a los 20
min. El tratamiento por 5 min. se consideré el
mejor, con 90% de explantas verdes, 10% de
contaminacion y 0% de oxidacion. Estos re-
sultados son comparables con los obteni-
dos por Broodrijk (1989) en cuanto al control
de la contaminacion, pero son contradictorios
en cuanto al porcentaje de oxidacion fendlica;
siendo en este ensayo de 30% a los 15 min.
mientras que este investigador senala un gra-
do de oxidacién minimo con el mismo tiempo
de exposicion. Se observé un quemadoenlas
hojas mas externas y un retardo en el desarro-
llo de las explantas.
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Control de la oxidacion fendlica

Debido a que las explantas del guayabo se
oxidan y necrosan rapidamente, se disefio un
ensayo para su control:

Efecto del acido citrico y acido ascérbico:
el uso de la solucién antioxidante de acido ci-
trico; acido ascorbico de 75:50 mg/l, respec-
tivamente, redujo el porcentaje de oxidacion
fendlica, siendo de 10 a20% en los tratamien-
tos donde se usd la solucion y de 40 a 50% en
los tratamientos control. La respuesta fue
analoga tanto para explantas procedentes de
material adulto como para los porcentajes de
injerto. Debido a su eficiencia en controlar la
oxidacion fendlica, esta solucion se empled
en ensayos sucesivos. Estos resultados con-
cuerdan con los autores, quienes usan de
manera rutinaria esta solucion, ya que reduce
el grado de oxidacion de explantas (Amin y
Jaiswal 1987, 1988; Jaiswal y Amin 1986,
1987; Fitchet-Purnell, 1990).
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Aislamiento y purificacion de protoplastos
de Persea spp.

Ana M. Liendo A.
Ing. Agr. M Sc.

A nivel mundial, en Venezuela una de las
principales limitantes que frenan el desarrollo
del cultivo del aguacate Persea americana
Mill es la enfermedad de la pudricion de las
raicillas causadas por el hongo Phytophthora
cinnamoni Rands, debido a que no solo redu-
ce los rendimientos sino que acorta drastica-
mente la duracion de las plantas.

Por esta razén se planted la realizacion de la
propagacion masiva de cultivares resistentes
al hongo, en especial el cultivar Duke, que se
encuentra en el pais en cantidad limitada y
otra especie de género P. caerulea (R & P)
Mez que se encuentra ampliamente distribui-
do en Venezuela, pero es incompatible con el
Aguacate.

Asi mismo, se realizaron pruebas de aisla-
miento y purificacién de protoplastos, como
fase inicial en la incorporacion de resistencia
a cultivares susceptibles. Para esto se utiliza-
ron hojas de aguacatillo y de aguacate criollo
provenientes de plantas en camara de creci-
miento y hojas de aguacatillo provenientes de
plantas cultivadas in vitro.

La digestion enzimatica se realizé emplean-
do la solucién de enzimas de digestion utiliza-
das para obtener protoplastos de yuca a par-

tir del mesofilo foliar, modificando la concen-
tracion de enzimas de digestion y las concen-
traciones de manitol a fin de determinar las
concentraciones Optimas para el aguacate.

Las concentraciones enzimaticas utilizadas
fueron las siguientes: celulasa/macerasa(%)=
0,5/0,2; 1/0,2; 1/1; 2/2, 3/0; 3/0,3; 3/3.

En cuanto a las concentraciones de manitol,
éstas fueron de 0,45; 0,5; 0,6 y 0,7 M.

El procedimiento secuencial empleado en las
fases de digestion y purificacion fue similar al
realizado en la obtencién de protoplastos de
yuca.

Para el contaje de los protoplastos se utilizé
la cdmara de Neubayer; la viabilidad se de-
termind por la técnica de fluorescencia con
diacetato de fluorgsceina con calcofluor, de
la celulasa que compone la pared celular,
Nagata y Colb, 1970.

En general se obtuvo un nimero suficiente de
protoplastos viables por el orden de 10 5 prot/
ml como para realizar la técnica de fusion;
con una relacién enzimatica de celulasa 1% a
macerasa 0,2% con 4h de digestién y una
osmolaridad de 0,6 M de manitol.
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Avances en la micropropagacion
de banano y platano en Ecuador

Fatima Macias
Instituto Ecuatoriano de Estadisticas y Censo.
Informe 1992. '

Ecuador, por su ubicacion geografica, tiene
una gran diversidad de suelos y climas que
hace posible cultivar distintas especies vege-
tales exéticas, y también es centro de origen
de muchas especies de enorme valor genéti-
co, potencialmente aprovechables.

Elbananoy el platano son frutas tropicales de
gran aceptacion en los mercados internacio-
nales, constituyen una importante fuente ali-
menticia en los paises productores y consumi-
dores. Su produccién contribuye a la capta-
cién de divisas para el pais y a la generacion
de empleo. '

En Ecuador existen 186 160 ha sembradas
de banano. De esta superficie 143 500 son
cosechadas, con un redimiento promedio de
21,59 t/ha. En el caso del platano existen
102 280 ha sembradas con un rendimiento
promedio de 10,16 t/ha (Instituto Ecuatoriano
de Estadistica y Censo, 1992).

Ecuador tiene una participacién de 26% de la
exportacion mundial delbanano, que lo conso-
lida como uno de los primeros productores en
el mundo. La exportacion de esta fruta repre-
senta alrededor de 715,9 millones de délares
alafo. En cambio el platano, si bien se expor-
ta en menor cantidad, esta libre entre los prin-
cipales alimentos basicos para los ecuatoria-
nos.

Uno de los graves problemas que afecta a la
produccion de estos cultivos, es la presencia
de la enfermedad foliar conocida como Siga-
toka neg ra,;fMicosphaerella fijiensis Morelely)
que se identificé por primera vez en Ecuador
en 1987. Desde entonces se ha diseminado
por todas las zonas bananeras y plataneras
del pais. Se ha llegado a estimar que esta en-
fermedad puede reducir hasta 70% de la pro-
duccién. En el caso del platano la susceptibi-
lidad de las variedades, los costos elevados
que demanda su control y el tamano de sus
explotaciones, no permiten hacerle frente a
este problema de una manera eficaz.

Ante esta circunstancia, el INIBAP esta lle-
vando un experimento con el propésito de
evaluar el comportamiento agronémico y la
susceptibilidad de hibridos de banano y pla-
tano ala mencionada enfermedad, proceden-
te de la Fundaciéon Hondurefa de Investiga-
cién Agricola (FHIA). Hasta la fecha se han
seleccionado algunos materiales por sus ca-
racteristicas agronémicas, de produccion y
resistencia.

En Ecuador el cultivo de tejidos se ha aplicado
a muchos frutales, especialmente andinos,
resaltando en la costa la multiplicacion masi-
va de banano y platano como frutas tropica-
les. El potencial de micropropagacion es muy
grande especialmente para multiplicar mate-
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riales sobresalientes de bananoy platano, ra-
z6n por la que existe gran interés por parte de
algunas empresas exportadoras para desarro-
llar sistemas de produccién masiva de plan-
tas de buena calidad, alta produccion y libres
de problemas fitosanitarios, especialmente
de naturaleza viral.

En la EET-Pichilingue del INIAP, se han ini-
ciado trabajos en cultivo in vitro, aprovechan-
do las técnicas desarrolladas por el Centro
Agronémico Tropical de Investigaciény Ense-
nanza (CATIE, Costa Rica) y la Fundacién
Hondurena de Investigacion Agricola (FHIA,
Honduras) donde se han obtenido logros sig-
nificativos en micropropagacion de banano y
platano.

En la EET-Pichilingue, los objetivos del labo-
ratorio de cultivo de tejidos, basicamente son
los siguientes:

- Multiplicar y adaptar materiales de banano
y platano con caracteristicas de resisten-
cia a Sigatoka negra. (Mycosphaerella
fiiiensis, Morelety, procedentes de la Fun-
dacién Hondurena de Investigacion Agri-
cola (FHIA).

- Contribuir con los Programas de mejora-
miento genético de banano y platano en
Ecuador.

La metodologia de trabajo en el laboratorio de
la Estacién Experimental Tropical Pichilingue,
para el cultivo de apices in vitro consta de los
pasos siguientes:

Seleccionan hijuelos en el campo, que pre-
senten buenas caracteristicas productivas y
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sanitarias, de una altura entre 50 y 70 cm.
Este material es sometido a un proceso de
desinfeccion mediante el uso de cloro comer-
cial a 20% durante 20 minutos. Luego en con-
diciones asépticas (camara de flujo laminar)
se eliminan las hojas hasta obtener los apices
de los colinos.

Los apices se cultivan posteriormente en un
medio basico de Murashige y Skoog (1962)
suplementado con vitaminas, bencil-amino-
purina, sacarosa y agar.

Para el crecimiento y desarrollo, los explantes
se incuban bajo condiciones controladas de
temperatura, fotoperiodo y humedad relativa.
Una vez que se desarrollan los brotes, se pro-
cede a la multiplicacién de los mismos, con la
finalidad de incrementar el nimero de plan-
tulas o a colocar en un medio de enraiza-
miento.

Las plantulas in vitro, cuando presentan 4-5
hojas se pasan a condiciones de invernadero
para su aclimatacion. En este proceso las
plantulas requieren de un ambiente con alta
humedad relativa durante las dos primeras
semanas, la misma que se reduce en forma
gradual.

Al momento del trasplante, las plantulas se
colocan en recipientes que contienen un subs-
trato esterilizado compuesto de suelo y arena
en una proporcién de 3:1, respectivamente.
Posteriormente, las plantulas pasan a fundas
de polietileno conteniendo substrato de tierra
de montafa cernida hasta su trasplante defi-
nitivo en el campo, cuando muestren un desa-
rrollo adecuado.
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Estado actual de la micropropagacion
de frutales en Ecuador

Laura Muioz E.
Técnico Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos
Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias.
Casilla 17-01-340. Quito. Ecuador.

Ecuador es privilegiado por poseer una gran
variabilidad genética tanto de tubérculos, rai-
ces, frutales, especies madereras, medicina-
les y textiles, con una amplia adaptacion a di-
versos agroecosistemas. Igualmente tiene
numerosos zonas ecoldgicas propicias para
el cultivo de las diferentes especies de fruta-
les.

En el Cuadro 1, se presenta una lista de los
principales frutales cultivados en el pais, con
la superficie sembrada, produccion y rendi-
miento. Estos frutales ocupan unas 273 680
ha aproximadamente, de las cuales 206 950
ha corresponden al cultivo de banano (Musa
sp.) solamente 62 940 ha comprenden el
resto de frutales, de las cuales la naranjilla
(Solanum quitoense) ocupa alrededor de
10 780 ha, seguida de naranja con 10 350 ha.
Cabe indicar que en el Cuadro 1 no se inclu-
yen un gran numero de especies fruticolas,
como la pasifloras ya que el area sembrada
es muy pequefa y generalmente se encuen-
tran a nivel del pequefio agricultor.

En la actualidad existe una gran demanda por
parte de los fruticultores en adquirir plantas
de frutales libres de patégenos, especialmen-
te libres de virus, de ahi la importancia para la
produccién de portainjertos sanos y resisten-

tes a enfermedades. Uno de los métodos
para la obtencion de material sano es apli-
cando la técnica de cultivo de tejidos, por me-
dio del cultivo de meristemas combinado con
la termoterapia (Hemandez, 1992).

En Ecuador, existen algunos laboratorios que
realizan cultivo de tejidos con fines de inves-
tigacion y también de produccion de plantas;
existen laboratorios con2 a 18 afos de funcio-
namiento. A continuacién se nominaran los
principales laboratorios que realizan cultivo
de tejidos.

Laboratoriode cultivodetejidos "Os-
car S. Malamud" de INIAP

ElLaboratorio de Cultivo de Tejidos se encuen-
tra en funcionamiento desde aproximadamen-
te 14 anos. A partir de su formacién se dedica
a la produccién de semilla prebasica de papa
de las variedades generadas por el INIAP y li-
beradas de virus por el Centro Interacional
de la Papa (CIP).

En 1986, se iniciaron en este Laboratorio los
trabajos de cultivo de tejidos con otros tubércu-
los andinos, se probaron diferentes protoco-
los para las fases de introduccién, micropro-
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Cuadro 1. Area sembrada, produccion t y rendimiento t/ha frutales

Especie Area sembrada Produccion t Rendimiento t/ha
(Fruta Fresca) miles ha (1000 kg)
Babaco (Carica pentagona) 0,12 706,82 10,79
Capuli (Prunus capuli) 2,40 0,83
Claudia (Prunus ceracifera) 1,44 4 849,69 3,43
Chirimoya (Annona cherimola) 0,96 667,21 1,38
Durazno (Prunus persica) 2,12 8 872,51 5,62
Frutilla (Fragaria sp.) 0,08 2 190,00 30,00
Guaba (/nga edulis) 0,38 602,06 3,37
Guayaba (Psidium guajaba) 0,08 299,62 3,19
Lima (Citrus aurantifolia) 0,05 812,71 5,72
Limén (Citrus limon) 3,05 8 742,52 4,79
Mandarina (Citrus reticulata) 3,11 20 581,83 7,29
Mango (Mangifera indica) 3,18 5117,77 9,67
Manzana (Malus domestica) 4,25 23 364,76 6,20
Mora (Malus domestica) 1,80 2110,58 1,41
Naranijilla (Solanum guitoense) 10,78 39 365,55 4,53
Nispero (Eriobotoya japonica) 8,34 1,22
Pera (Pyrus comunis) 2,21 15 091,08 7,53
Tomate de arbol (Cyphomandra betacea) 2,51 18 302,03 11,75
Toronja (Citrus decumana) 0,35 1 992,52 7,03
Vid (Vitis vinifera) 128,42 4,06
Banano (Musa sp.) 206,95 3994 641,49 21,59
Naranja (Citrus cinnensis) 0,35 76 183,23 7,69
Cocotero (CocUs nucifera) 31 542,79 9,84
Ciruelo (Bunchosia armeniaca) 2,04 7 845,76 4,14
Meldén (Cocumis melo) 3,47 34 614,07 10,19
Papaya (Carica papaya) 1,78 16 211,34 12,19
Pina (Ananas comosus) 5,05 43 270,95 12,54
Sandia (Citrullus vulgaris) 3,78 40 349,36 12,12
Tamarindo (Uribea tamarindoides) 157,81 5,07
Total area sembrada 273,68 4 398 635,10 225,18

Fuente: Instituto de Estadistica y Censo (INEC), 1992
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pagacion y conservacionin vitrode oca (Oxalis
tuberosa), melloco (Ullucus tuberosus) y
mashua (Thopaeolum tuberosum).

En la actualidad INIAP dispone aproximada-
mente de 10 protocolos de uso rutinario para
el cultivoin vitro de diversas especies, asi por
ejemplo: jicama (Polymnia sochifolia) quishuar
(Buddleia incana) miso (Mirabilis expansa)
banano (Musa sp.) jiquima (Pachyhizus sp.)
zanahoria blanca (Arracacia xanthorhiza) De
ese modo se ha logrado consolidar duplica-
dos enlaboratorio de especies varias y de uso
de fitomejoramiento que suman untotal aproxi-
mado de 1 007 entradas (Cuadro 2).

Por razones de estrategia y seguridad del
germoplasma, se conserva un duplicado par-
cial de la Coleccion Mundial de Papa del CIP,
con un total aproximado de 3 690 clones, bajo
un acuerdo de cooperacion INIAP-CIP.

El objetivo de conservar este germoplasma,
es evitar en parte los procesos de erosién ge-
nética y facilitar el uso de este material entre
los fitomejoradores de los centros internacio-
nales y nacionales.

Aparte de estos trabajos en raices y tubércu-
los andinos se ha introducidoin vitro especies
forestales como: quishuar (Buddleia incana),
cedro (Cedrella montana) y pumamaqui
(Oreophanax ecuadorensis), la especie que
presentd resultados exitosos en el cultivo in
vitro fue el quishuar. Ademas se micropropaga
una especie ornamental violeta africana. En
cuanto a frutales, se mantiene in vitrouna ac-
cesion de pepino dulce (Solanum muricatum),
en pitajaya (Hylocereus sp.) se realiz6 algu-
nas pruebas de germinacion de semilla sexual
in vitro, también se realizé micropropagacion
en frutilla y liliaceas.

Laboratorio de cultivo de tejidos,

INEXA (Industria Extractora C.A.)
Quito

Fue el primerlaboratorio del pais, tiene aproxi-
madamente 18 afos de formacion, se dedica
alaintroduccién, micropropagaciény conser-
vacion de piretro, Datura, entre otras espe-
cies importantes para la extraccién de alcaloi-
des. Ademas el laboratorio presta servicios a
empresas o agricultores que lo necesiteny es
asi como se encuentran trabajando con jengi-
bre, abaca (Musa textilis) tres variedades de
platano (Musa sp.) con resistencia a Sigatoka
negra, material proveniente de CATIE, Costa
Rica.

Este laboratorio ha multiplicado in vitro frutilla
(Fragariasp.) dos variedades de pina (Anana
comosus) y actualmente estan por iniciar su
Banco de Germoplasma de achiote (Bixa
orellana) con fines de extraccién de coloran-
te.

Laboratorio de cultivo de ejidos de
la Universidad Central del Ecuador,
Quito

Ellaboratorio inici6 sus actividades hace apro-
ximadamente seis afos, en los cuales han
desarrollado algunos protocolos para la intro-
duccion y establecimiento in vitro de frutales,
entre éstos; pepino dulce (Solanum
muricatum), mora (Rubus glaucus), banano
(Musa sp.), frutilla (Fragaria sp.), taxo
(Passiflora mollissima), granadilla (Passiflora
ligularis), uvilla (Physalis peruviana), tomate
de arbol (Cyphomandra betacea) que al mo-
mento estudian con fines de mejoramiento a
partir de cultivo de protoplastos.

Ademas han realizado germinacion semilla
sexual de orquideas, y de otras plantas orna-
mentales.
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Cuadro 2. Entradas del Banco de Germoplasma de INIAP conservadas in vitro (hasta
agosto de 1994).

Especie/Origen Método de conservacion Numero de entrada
in vitro
Papa: germoplasma complementario Manitol 4%, 6+ 1°C 405

a la Colecciéon Mundial del CIP

Papa: Coleccion Ecuatoriana (CEP); Micropropagacion 350
custodia del Programa de Manitol 4%, 6+ 1°C
Papa-FORTIPAPA

Papa: clones resistentes a heladas Micropropagacion 30
(anti-freezing) entregados por la Manitol 4%, 6+ °C

CAF

Papa: clones para agroindustria; Micropropagacion 20
Programa de Papa-FORTIPAPA Manitol 4%, 6+ 1°C

Papa: especies silvestres, Micropropagacion ' 24
recolecciones 1) DENAREF Manitol 4%, 6+ 1°C

Papa: materiales libres de virus Micropropagacion 13

Manitol 4%, 6+ 1°C

Jimaca: duplicado coleccionnacional Sales MS, 19°C 27
Miso: duplicado coleccion nacional Sales MS, 19°C 10
Camote: germoplasma de otras Sales MS, 192C 33

estaciones INIAP

Melloco: coleccion satélite 2) del DENAREF Introduccion | 90
Mitad MS, 6+ 12C

Banano: germoplasma de ensayos Sales MS, 19°C 1
preliminares

Ornamentales: ensayos preliminares Sales MS, 19°C 1
Quishuar: germoplasma de forestales Sales MS, 19°C 1
Pepino dulce: ensayos de cultivo in vitro Sales MS, 19°C 1
Pitajaya: ensayos preliminares de induccion Sales MS, 19°C 1

a germinacion en semillas y micropropagacion

Total 1007

1) Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos

2) Sinseruna coleccion nuclear(core-collection) contiene los morfotipos mas representativos de todo el germoplasma
disponible.
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La mayor parte de estas investigaciones se
han efectuado a través de la modalidad de te-
sis de grado, previo a la obtencién de titulo de
Ingenieros Agrénomos, con la participacion
de egresados-becariosy la respectiva capaci-
tacion en las técnicas de cultivo de tejidos.

Porlo general, latematica de las investigacio-
nes in vitro se enmarca en una planificaciéon
de prioridades del ISIA (Instituto Superior de
Investigaciones Agropecuarias) de la Facul-
tad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Central del Ecuador.

Laboratorio de la Corporacion Am-
biente y Desarrollo, AMDE, Ambato

Institucién privada, sin fines de lucro, se dedi-
ca a la aplicacion de la biotecnologia para el
rescate de especies nativas promisorias en
peligro de extincion.

En la actualidad trabajan con un Proyecto
conjunto con el CONUEP-UTA (Consejo Na-
cional de Universidades y Escuelas Politécni-
cas-Universidad Técnica de Ambato) (1993-
96) con la finalidad de aplicar protocolos de
multiplicacién in vitro de especies de hoja
caduca.

Los frutales con los que estan trabajando son:
manzana (Malus comunis) portainjertos Fran-
co, MM-109, ademas de las variedadesEmilia,
Golden Delicious;en durazno (Prunus persica)
las variedades Conservero Amarillo,
Guaytambo; pero (Pyrus comunis), mora de
castilla, mora silvestre y cuatro variedades de
mora americanas, naranjilla (Solanum
quitoense) y tomate de arbol.

Ademas frambuesa (Rubussp.), cherry-capulli
(Prunus capuli) (F1 cruza de cereza enano
con capuli) proveniente de Carolina del Norte,
USA.

También realizan trabajos con jigacho (Carica
sp.) y chamburo (Caripa sp.) Ademas la eva-
luacién de babaco (Carica pentagona) en
cuanto a resistencia de nematodos.

Otras actividades son identificacion, elimina-
cion de virus en zanahoria blanca y mashua
para propagacion de semilla certificada.

Laboratorio de cultivo de tejidos
LABOPLANT, Quito

Laboratorio privado de reciente formacién,
cuenta con dos afnos de trabajo y se dedica a
la produccion de plantas ormamentales me-
diante la técnica de cultivo de tejidos. Al mo-
mento hacen micropropagados de frutillla
(Fragaria sp.) fresa (Fragaria sp.) orquideas.

En su planificacién a futuro realizara protoco-
los para la multiplicacion in vitro de tomate de
arbol (Cyphomandra betacea) babaco (Carica
pentagona) y especies forestales.

Laboratorio de cultivo de tejidos
MAOSCAP S.A., Cuenca

Ubicado al sur del pais, en la ciudad de Cuen-
ca, unico laboratorio de cultivo de tejidos en
esa region, su actividad se enfoca exclusiva-
mente a la multiplicacion de flores de repro-
duccién asexual.

El laboratorio cuenta con una infraestructura
sofisticada de avanzada tecnologia y por lo
tanto de un costo muy elevado. Laboran con
financiamiento propio de los accionistas de la
empresa, la misma tiene apenas cuatro afnos
de funcionamiento.

Las especies que multiplican son: rosas,
gérberas (Gerbera aurantiaca) gypsofila
(Gypsophila paniculata) y astromelias, conun
mercado externo seguro que demanda de
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unas 200 000 plantas por mes, pero el
laborato-rio puede atender pedidos de 20
000 a 50 000 plantas mensuales y posee una
capacidad de produccién inicial de 1 000 000
de plantas por ano.

La empresa garantiza la calidad sanitaria del
material vegetal, por ser plantas libres de en-
fermedades especialmente de virus.

Laboratorio de cultivo de tejidos
VITRO del Ecuador, Guayaquil

Ellaboratorio pertenece a la empresa privada
y se situa en la costa ecuatoriana, en la ciu-
dad de Guayaquil, se especializa en la produc-
cién in vitro de plantas tropicales.

Es un laboratorio privado con financiamiento
propio, proveniente de los recursos de las
ventas del material vegetal y también del
aporte de las empresas del grupo.

Sus actividades estan en lamicropropagacion
de banano de las variedades mas comercia-
les a nivel mundial como son: Giant cavendish,
Gran nine y Williams; ademas producen plan-
tas de pina de tipo de exportacion.

La empresa realiza proyectos con Colombia
y Estados Unidos, también entrega plantas a
diferentes empresas a nivel nacional.

Ellaboratorio tiene una capacidad de produc-
cion anual de 3000 000 plantasin vitro; la ven-
ta de las plantas se realiza luego de dos fases
de aclimatacién en vivero, cuando los mate-
riales tienen aproximadamente 50 cm de altu-
ra.

Conclusiones

Ecuador junto con otros paises del Area Andi-
na, forma parte de los centros de origen y dis-
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persion de numerosas especies cultivadas.
Como se observa en el Cuadro 2, existe una
gran cantidad de especies frutales que se cul-
tivan a nivel de todo el pais, tanto materiales
introducidos como nativos, cabe indicar que
las especies nativas todavia no estan toma-
das en cuenta y se encuentran en el grupo de
las especies en peligro de extincion.

La técnica de cultivo de tejidos es una herra-
mienta utilizada desde hace algunos anos
para el rescate de los materiales en vias de
erosion genética, como es el caso de las co-
lecciones de tubérculos y raices andinas, la
cual se mantienen a largo plazo por medio de
la conservacion in vitro.

En el pais, la aplicacion de la micropropaga-
cion de frutales es muy reciente, encontran-
dose en la fase de investigacion. En el futuro
se podran comparar los rendimientos entre
frutales que provengan de cultivoin vitro frente
a los materiales multiplicados de forma tradi-
cional.

Existen frutales que tienen importancia eco-
noémica en el pais, es el caso de los citricos,
como se ha visto ningun laboratorio realiza el
cultivo in vitro en esta especie (Cuadro 3)
siendo una actividad prioritaria ya que es un
cultivo que tiene problemas por la calidad de
los portainjertos y la presencia de enfermeda-
des virdticas.
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Cuadro 3. Principales laboratorios con area de estudio en cultivo de tejidos y especies

en estudio (hasta agosto de 1994).

Especies frutales

. Nombre laboratorio Ubicacion

INIAP _ Quito Pepino dulce, pitajaya

INEXA Quito Frutilla, platano, pifa

Universidad Central Quito Pepino dulce, mora, banano,
frutilla, taxo, granadilla,
uvilla, tomate de arbol.

AMDE Ambato Manzana, durazno, pero, mora,
naranjilla, tomate de arbol,
babaco, frambuesa, jigacho,
chamburo

Laboplant Quito Banano, platano, frutilla,
mora de castilla en promocion

Bioveget Quito Fresa, frutilla

Vitro del Ecuador . Guayaquil Banano, variedades

comerciales

Fuente: Ecuador Cienciay Tecnologia CONACYT (actualmente FUNDACYT) 1993, p. 18-22.
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Aplicacion de la biotcenologia al cultivo del mango
(Mangifera indica L.)

Efrain G. Salazar
FONAIAP - Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias.
Instituto de Investigaciones Agrondémicas.

Generalidades

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los
rubros frutales tropicales de mayor importan-
cia econdmica. Su demanda es alta, no sélo
para el consumo como fruta fresca, sino como
materia prima para la industria, donde es pro-
cesado para la fabricacién de jugos, conser-
vas, confiteria, otros. En algunos paisescomo
India, las semillas secas se usan para el con-
sumo humano. Igualmente, es una especie ri-
ca en compuestos producto del metabolismo
secundario, algunos de los cuales pueden ser
téxicos para el hombre o para los animales.
Las hojas son usadas en la alimentacion del
ganado, pero su uso en altas cantidades ha
producido efectos nocivos en los animales,
probablemente debido a las cantidades altas
de compuestos como la trementina. Del mis-
mo modo, es un arbol bastante utilizado como
especie ornamental en plazas y jardines, lo
realza aun mas la importancia del cultivo.

La demanda de mango, por parte del merca-
do internacional, ha ido en aumento, lo cual lo
convierte en una posible fuente alternativa de
divisas, impulsando de esta manera la econo-
mia agricola del pais. En este sentido, es de
hacernotarla ventajacompetitiva de Venezue-
la sobre otros paises exportadores de mango,
sobre la base de una produccién temprana de
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frutos de la variedad ‘Haden', los cuales es-
tan listos para ser colocados en el mercado
in-ternacional entre los meses de abrily mayo,
cuando el grueso de la produccion mundial
de mango todavia no esta lista para las exi-
gencia de este mercado.

Sin embargo, a fin de aprovechar la ventaja
competitiva de la produccion temprana de es-
tas variedades, los frutos deben cumplir con
los requerimientos de calidad vigentes en le
mercado internacional. En este sentido, la in-
cidencia de enfermedades, principalmente
bacterianasy fungosas, disminuyen la posibili-
dad de colocar los frutos venezolanos en el
mercado internacional, siendo necesaria la
obtencién de materiales tolerantes o resisten-
tes a las principales plagas y enfermedades
que afectan el rendimiento y calidad de los
frutos del mango, entre las cuales se pueden
mencionar bacterias del género Erwinia y
Pseudomonas, asi como hongos de los géne-
ros Fusarium, Colletotrichumy Botriodiploidia.

El mejoramiento genético convencional en el
mango se hace dificultoso, debido a su biolo-
gia floral. Hay una superproduccion de flores
y por ende una alta eliminacion, siendo labo-
rioso y poco recomendable el marcaje de las
mismas, con fines de polinizacién, debido a la
escasa posibilidad de permanencia de las flo-



Seminario internacional ''Biotecnologia aplicada a la micropropagacion de frutales''

res en el arbol, ya que no se conoce la dina-
mica de eliminacion de éstas por parte de la
planta.

Adicionalmente, el porcentaje de polinizacion
de las flores es relativamente bajo y se estima
que hasta un maximo de 1% de las flores pro-
ducidas, en condiciones favorables, logran
ser polinizadas y posteriormente fecunda-
das, lo cual complica un poco mas el panora-
ma para la implantacion de programas de me-
joramiento genético basados en estrategias
tradicionales.

Finalmente, es necesario agregar, que para
las enfermedades mencionadas no se han
identificado fuentes naturales de resistencia
o tolerancia en plantas de mango, ni en indi-
viduos filogenéticamente cercanos a ellas.
La ausencia de plantas que exhiban las carac-
teristicas agronémicas deseadas, hace aun
mas dificil el uso de cruzamientos sexuales
para obtener las plantas agronémicamente
mejoradas.

Ante esta situacion, labiotecnologia se presen-
tacomo unade las alternativas viables parala
produccion de plantas de mango mejoradas
genéticamente, ya que permite la poliniza-
ciény fecundacion artificial de 6vulos, el recate
de embriones cigéticos, la propagacion masi-
va de plantas genéticamente uniformes, asi
como la introduccion de genes provenientes
de especies filogenéticamente distantes de
las plantas de mango, como es el caso de
bacterias, hongos, virus y/o animales.

Experiencias biotecnoldgicas en el
cultivo del mango

Para la aplicacién de cualquiera de las técni-
cas biotecnoldgicas existentes, es necesario
contar con un protocolo de regeneracion in
vitro de plantas. Sin embargo, son pocos los
trabajos sefalados para el cultivo del mango,

probablemente debido a ser un cultivo tropi-
cal, perenne y rico en compuestos secunda-
rios que pueden facilmente obstaculizar el
desarrollo in vitro de los tejidos.

Los primeros sefalamientos de la aplicacion
del cultivo in vitro de tejidos de mango se re-
montan a los trabajos de Litz (1984ay 1984b)
con lainduccion de callos a partir del cultivoin
vitro de tejidos nucelares, experiencias reali-
zadas en mangos monoembridnicos y poliem-
briénicos. Posteriormente, DeWall et al.,
(1989) logran la induccion de embriogénesis
somdtica a partir del cultivo in vitro de embrio-
nes cigéticos inmaduros, abriendo la posibili-
dad de rescatar in vitro, embriones cigéticos
de mango, desde los primeros estadios de
desarrollo. Javaetal., (1994) indican la rapida
induccion de embriogénesis somatica a partir
de callos de origen nucelar.

Las técnicas del cultivo in vitro de embriones
cigdticos inmaduros se afinaron para las va-
riedades de mango pertenecientes ala colec-
cién de variedades del CENIAP (Salazar et
al., 1993) obteniéndose la produccién masiva
de embriones somaticos y la regeneracién de
brotes foliados de mango, con apariencia co-
riacea y baja supervivencia al transplante a
suelo.

Con relacién a los trabajos de ingenieria ge-
nética y/o caracterizacion molecular, se tiene
que Litzetal., (1988) establecieron la metodo-
logia paratransferirgenes a embriones somati-
cos de mango, mediante el uso de cepas de
Agrobacterium tumefaciens, observando la
expresioén transiente del gen GUS, y la forma-
cion de embriones somaticos en medio con
kanamicina. En cuanto a la resistencia a este
antibiético, Matthews y Litz (1990) establecie-
ron que la respuesta de los tejidos de mango
alakanamicina era dependiente del genotipo,
pero que se observaban danos o alteraciones
en el desarrollo de los embriones en medios

con mas de 40 pg/l del antibidtico.
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Finalmente, Degani et al., (1990) caracteriza-
ron variedades de mango mediante los poli-
morfismos observados en 13 sistemas de iso-
enzimas estudiados en geles de poliacrilami-
da.

Aplicacion de la biotecnologia al
cultivo del mango en el CENIAP

En el Departamento de Biotecnologia del
CENIAP, desde 1991, se han venido desarro-
llando varias lineas de investigacion relacio-
nadas con el cultivo del mango. En este sen-
tido, se haintentado desarrollar protocolos de
regeneracion de plantas de mango a través
del cultivo de meristemas apicales, en lugar
de los sistemas establecidos por Litz (1984a
y 1984b) basados en el cultivoin vitrode tejido
nucelar. Los tejidos meristematicos, ademas
de permitir la regeneracion de plantas a tra-
vés de organogénesis directa, permiten aso-
ciar la limpieza fitosanitaria de los materiales
alas ventajas de la propagacion asexual. Por
otro lado, la regeneracion de plantas a partir
detejido nucelar ha presentado problemas de
reversion a la juvenilidad en otras especies de
frutales lenosos, como es el caso de los citri-
cos. En este sentido, para evitar este tipo de
problemas en las plantas de mango regene-
radas, se planteé el uso de meristemas api-
cales como explante inicial en las experien-
cias de regeneracion de plantas. Hasta la fe-
cha se ha logrado el establecimiento in vitro
de apices caulinares, mediante el cultivo en
medio MS con los macroelementos diluidos a
un octavo de laconcentracion inicial. Esto evi-
t6 el necrosamiento de los tejidos, asi como a
la apariciéon de exudados marrones alrededor
del tejido.

Envistadelanecesidad de extraerlos meriste-
mas, a partir de plantas creciendo en condicio-
nes de campo, se determiné que la estrategia
de desinfeccién mas eficiente, involucraba la
colocacidén de los apices caulinares bajo agua
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de chorro porun minimo de seis horas, preferi-
blemente toda la noche, y el lavado con hipo-
clorito de sodio 50% de una solucién comer-
cial durante 30 min. La aparicién de bacterias
se redujo al agregar la medio sulfato de genta-
micina (250 mg/l) esterilizado por filtracion.

Los meristemas caulinares lograron desarro-
llar hasta cuatro primordios foliares; sin embar-
go, el crecimiento fue lento, y finalmente los
apices se necrosaron independientemente
del uso de soluciones o tratamientos antioxi-
dantes.

Se realizaron experiencias para el cultivo de
microestacas o segmentos nodales (hasta
dos nudos) obteniéndose un rapido necrosa-
miento de los tejidos y la apariciéon de bacte-
rias y hongos, posiblemente debido a la ma-
yor cantidad de tejido involucrado en el cultivo
in vitro de este tipo de explante.

Se validd la metodologia de Litz (1984a) para
la inducciéon de embriogénesis somatica, a
partirdel cultivoin vitrode embriones cigéticos
inmaduros. Se determind que los embriones
cigoticos debian provenir de frutos inmaduros
de un centimetro de longitud y cultivados en
medio de Litz suplementado con 2,4-D y BA,
ambos en concentracién de un miligramo por
litro. Los embriones somaticos se produjeron
en medio con 10% de agua de coco y la ma-
duracioén de los embriones siguié un proceso
normal hasta la fase cotiledonar. Se produje-
ron brotes coriaceos, los cuales enraizaron
en medios desprovistos de reguladores de
desarrollo. Las plantitas producidas no sopor-
taron el transplante a condiciones de suelo.

De igual modo, se ha calibrado la metodolo-
gia para el cultivoin vitrode segmentos de ho-
jas, lograndose la formacion de masas celula-
res, principalmente en los bordes de las ho-
jas, donde el mesdfilo esta en contacto direc-
to con el medio de cultivo, el cual contenia las
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) suple-
mentadas con 3 mg/l de 2,4-D como fuente



Seminario internacional ''Biotecnologia aplicada a la micropropagacion de frutales'

’

auxinica. El oscurecimiento de los tejidos fue
el principal factor que imposibilité la regene-
raciéon de cualquier tipo de estructuras.

Paralelamente a la investigacion, ya mencio-
nada, se realiza la caracterizacién de germo-
plasma de los materiales pertenecientes a la
coleccion de variedades del CENIAP, me-
diante el analisis de polimorfismos en los pa-
trones de separacioén electroforética de pro-
teinas totales e isoenzimas.

Perspectiva de la investigacion en
biotecnologia en mango en el
CENIAP

A fin de afinar la metodologia para producir
plantas normales a partir de los embriones
somaticos, se probara el efecto de las sales
B, de Gamborg et al., (1968) las cuales han
sido senaladas como beneficiosas para la
maduracién normal de los embriones soma-
ticos del mango (Litz 1984a) Una vez estable-
cidos los protocolos de regeneracion in vitro
de las plantas, se iniciaran los programas de
transformacion genética mediante laincorpo-
racion de genes a través de sistemas biolégi-
cos (Agrobacterium spp.) o mediante labioba-
listica o electroporacion de secuencias de
ADN, relacionadas con la resistencia a los
principales patégenos, anteriormente mencio-
nados, principalmente para la resistencia al
ataque de Erwinia carotovora.

De igual manera, se calibraran metodologias
para el aislamiento del ADN, para la caracte-
rizacion molecular mediante restriccion enzi-
matica (R.F.L.P.) o a través de la amplifica-
cion al azar de ADN polimérfico. Estas meto-
dologias de caracterizacién permitiran la iden-
tificacion de los materiales pertenecientes a
la coleccion de variedades del CENIAP, y
servira para ir caracterizando los materiales
que se vayan manteniendo en condiciones in
vitro, a fin de garantizar la uniformidad gene-
tica de los individuos regenerados.

Finalmente, se apoyaran a los programas de
mantenimiento de colecciones de germoplas-
ma mediante el desarrollo de protocolos de
conservacion in vitro de los materiales de la
coleccioén.

Conclusiones

Elmango es un cultivo tropical de importancia
econdémica, cuyo mejoramiento genético es
imprescindible para el impulso de su produc-
cion comercial. El caso venezolano es de es-
pecial interés, debido a la ventaja de producir
mango en épocas donde los principales pro-
ductores todavia no han logrado sus cose-
chas.

Debido a que le mejoramiento genético tradi-
cional es dificil en el mango, la Biotecnologia
se presenta como una estrategia eficiente
para la produccidon de plantas con caracteris-
ticas agronémicas deseables. Sin embargo,
se necesitan protocolos eficientes de regene-
raciénin vitrode plantas. Los resultados preli-
minares se han basado en la regeneracion de
plantas por embriogénesis somatica a partir

.de tejido nucelar o de embriones cigéticos in-

maduros.

En el CENIAP, se han establecido los apices
caulinares en condiciones in vitro, pero la re-
generacion de plantas no ha sido posible. Se
calibré la metodologia para la induccién de
embriogénesis somatica en las variedades
de la coleccion del mango del Centro. Los
principales materiales se han caracterizado
porelectroféresis de proteinastotales e isoen-
zimas. Se inician los trabajos en transforma-
cion genética, asi como en caracterizaciéon de
ADN Yy en conservacion in vitrode germoplas-
ma.
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Estado actual de la biotecnologia aplicada
a frutales en Bolivia*

Carmen L. Villarroel
Ladislao Vallejos
Instituto Boliviano de tecnologia Agropecuaria

Introduccion

Bolivia, al contar con una variaciéon de condi-
ciones ecoldgicas en las distintas regiones,
cuenta con zonas aptas para la produccién
diversificada de frutales. Actualmente, se esta
incentivando cada vez mas la actividad fruti-
cola, tanto en los valles como en los trépicos.
Sin embargo, los métodos tradicionales de
propagaciéon por presentar bajas tasas de
multiplicacién, nollegan a satisfacerlas expec-
tativas del mercado en cuanto a volimenes
. de produccién y calidad sanitaria, debido
principalmente a que estos métodos, al no
contar con un estricto control sanitario de ini-
cio, permiten la difusién de enfermedades,
principalmente virales y bacterianas, las cua-
les provocan la degeneracién de los cultivos,
la contaminacion de los suelos y una paulati-
na reduccioén de rendimientos generacién tras
generacion.

La busqueda urgente de soluciones a corto
plazo, en Bolivia, inicialmente se dirigio a la
importacion de material vegetal in vitro sin
considerar la implementacion de facilidades
a nivel local, dando como resultado la inexis-
tencia virtual de laboratorios de cultivo de teji-
dos en nuestro medio.

Diagnéstico general sobre cultivos
fruticolas

Banano: la superficie actual cultivada de ba-
nano, en el departamento de Cochabamba,
es de 14 000 ha, de las cuales unicamente
150 ha, son cultivadas en forma tecnificada,
para la exportacion. La introduccién de nue-
vas variedades, trajo consigo problemas de
tipo fitosanitario, entre los mas importantes a
saber, |la sigatoka amarilla del banano causa-
da por Mycosphaerella musicola, el mal de
Panama causado por Fusarium oxisporum
sp. cubense y el ataque de insectos (Trips
spp.) que danan la calidad del fruto.

Pina:la superficie cultivada de pifia en Cocha-
bamba, alcanza a 1 000 ha, exportandose a
Tucuman, Argentina, pequeios volimenes
de las variedades Cayena lisa y Pucallpa o
criolla. Entre los principales problemas fitosani-
tarios se tienen, la pudricion seca, causada
por Penicillium funiculosum y Fusarium
moniliforme,lafusariosisy la rajaduracorchosa
causada por Fusarium subglutinans y
Penicillium funiculosumrespectivamente, y la
cochinilla de la pifia (Dismicoccus brevipes)
que ataca a toda la planta.

Como solucién inmediata a los problemas de
banano y pina, en el periodo 1991-1992, el
ProgramaIBTA-Chapare importé 59 000 vitro-
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plantas de banano de la variedad Gran Ena-
no, procedentes de Agrobiotecnologia-Costa
Rica; en el periodo 1992-1993, se introduje-
ron 184 000 vitroplantas de banano de las va-
riedades Gran Enano y Williams, 90 000 vi-
troplantas de pina de las variedades Cayena
lisa, Queen Tahiti, Spanish y Manzana, de
AGRISTAR-EEUU, VITROPIC-Francia y
Agrobiotecnologia-Costa Rica. La cantidad
total importada fue 333 000 plantulas in vitro,
traduciéndose en un monto de 289 710 $us
(0,87 $us/plantula) monto con el cual podria
haberse implementado un laboratorio de culti-
vo de tejidos con las facilidades minimas, de
haber existido algun tipo de asesoramiento.
Pese a estos aspectos, en octubre de 1993,
se implanté el laboratorio de biotecnologia en
la Estacion Experimental «La Jota», dependie-
te del Instituto Boliviano de Tecnologia Agrope-
cuaria (IBTA) donde se inici6 la calibracion de
protocolos y la micropropagacion de banano
de las variedades Gran Enano, Guayaquil y
Criolla; esta produccion nocomenzabaaabas-
tecer los requerimientos, por lo que en el pe-
riodo 1993-1994, se introdujeron 155 000 vi-
troplantas de banano de las variedades Gran
Enano y Williams, 10 000 vitroplantas de pina
de las variedades Manzana y Champaca,
procedentes de VITROPIC-Francia. Hasta di-
ciembre del presente ano, se tiene programa-
do producir 45 000 plantulas de banano. En
un diagnéstico preliminar realizado a campo,
en plantaciones de banano provenientes de
plantulas in vitro, se estimé que existe cerca
de 4% de plantas con variaciones somaclo-
nales, entre las mas frecuentes se observa-
ron plantas con enanismo y valorizadas o gi-
gantes, y en menorfrecuencialas que presen-
tan hojas con masada u otras malformacio-
nes.

Naranjo: en los afos 70, este fruto era de ex-
portacién, cerrandose a la fecha el mercado
externo, debido a problemas de tipo fitosanita-
rio. Actualmente, 5 000 ha se encuentran cul-
tivadas por la variedad Criolla y una pequefia
superficie con la variedad Valencia Tardia.
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Entre los principales problemas podemos
mencionar a la gomosis de los citricos causa-
da por Phitophthorasp. y la mosca de la fruta
(Ceratitis capitata) Actualmente, no existe
ningun laboratorio que se dedique a la micro-
propagacion de este cultivo, pero a partir de
1995, el IBTA-Chapare iniciara investigacio-
nes preliminares.

Vid: actualmente, el cultivo de la vid se realiza
en forma tradicional sin ningun asesoramien-
to técnico, por lo cual los rendimientos que se
obtienen son bajos, oscilando entre las 8 t/ha.
Entre los principales problemas fitosanitarios
en orden de importancia tenemos, la Agalla
de corona, causada por la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, no existiendo a
la fecha, ningun tipo de control; el Mildiu de la
vid, causado por elhongoPlasmopara viticola,
la Cenicilla causada por el hongo Unicula
necator, Botrytis causada por elhongoBotrytis
cinerea que ataca a los brotes tiernos y raci-
mos, causando pérdidas significativas en la
cosecha, el virus del enrollamiento, virus del
mosaico clorético y virus de la corteza cor-
chosa.

Durazno: es un cultivo que se ha ampliado y
tecnificado en los ultimos afos, principalmen-
te en el area del departamento de Cochabam-
ba, Chuquisacay Tarija; con elapoyo de la Mi-
sion Técnica Suiza se incentivé la implanta-
cion de huertos con las variedades Gumucio
Reyes y Saavedra. Actualmente se cuenta
con 112 ha concentradas en el Valle Alto del
departamento de Cochabamba, con un rendi-
miento de 16,7 t/ha. Entre los problemas fito-
sanitarios tenemos: el Oidium causado por
Sphaeroteca pannosa, la Agalla de corona
causada por la bacteria Agrobacterium
tumefaciens, diseminada en todas las zonas
fruticolas causando pérdidas de 30a40%y el
taladro del duraznero (Chiysobatris sp), entre
otros.

Manzano: en los valles mesotérmicos, no
existen plantaciones de manzano en granes-



Seminario internacional ''Biotecnologia aplicada a la micropropagacion de frutales'

’

cala, solo en areas con microlimas muy favora-
bles para su cultivo, se cultivan las varieda-
des Red delicious, Gala y Granny Smith, don-
de los agricultores aun no realizan un buen
manejo de sus huertos. Los rendimientos
fluctian entre 8 y 10 t/ha. Entre los principa-
les problemas fitosanitarios se encuentran el
Oidium (Oidium farinosum) la Sarna del man-
zano causada por Venturia enaequales, la
Agallade corona, causada porAgrobacterium
tumefaciens, y algunas plagas como el pul-
gén y la cochinilla.

No existe ningun laboratorio que se dedique a
la micropropagacion de los cultivos de vid, du-
razno y manzano, sin embargo, dentro del
marco institucional del IBTA, esta contempla-
da laimplementacion de las facilidades de un
laboratorio de cultivo de tejidos para apoyarla
produccion e investigacion del Programa Fru-
tales y Hortalizas, con la micropropagacion
de plantulasin vitrode alta calidad fitosanitaria.

Frutilla: respecto a este cultivo, no se tienen
datos, sin embargo, se sabe que desde 1988,
empresas privadas dedicadas a este cultivo
han estado importando anualmente, aproxi-
madamente 50 000 plantulas in vitro de las
variedades Selva, Douglas, Oso Grande,
Chandler y Pajaro Californiano, provenientes
de los Angeles - California, Santa Rosa - Chile
y Mendoza - Argentina. Pese a existir en Boli-
via tres laboratorios de biotecnologia, que se
dedican a la micropropagacién comercial de
este cultivo, la produccion no abastece los re-
querimientos internos, por otra parte, existe
una falta de comunicacion con los producto-
res.

En general, las distancias y la falta de acceso
a ciertas areas fruticolas hacen que exista
una deficiente comunicacién con los centros
de consumo y comercializacion.

Laboratorios de biotecnologia

A través de la Red Boliviana de Biotecnolo-
gia, en el afo 1993, selogré establecer un pri-
mer contacto con los laboratorios de Biotecno-
logia existentes en Bolivia, con la realizacion
de la Primera Reunién de Biotecnologia,
efectuadada en la ciudad de Cochabamba.
Actualmente, se cuenta con diez laboratorios
de cultivo de tejidos, de los cuales seis dirigen
su actividad a cultivos fruticolas (banano,
pina y frutilla, principalmente).

Respecto al resto de laboratorios, existe cier-
ta predisposicidn a prestar apoyo a otras acti-
vidades, en cuanto a facilidades de laborato-
rios se refiere.

A continuacién, se presentan los laborato-
rios y actividades que realizan (informacién
extraida de las memorias de la | Reunién
Boliviana de Biotecnologia; Cochabamba, 13-
14 de diciembre de 1993).

Universidad Santo Tomas - SAGRICA:
Actividades:

- Investigacion en embriogénesis somatica
en rosas.

- Produccién en micropropagacion en cla-
vel, pina y frutilla.

Especies en las que trabaja:

- Clavel
- Pina
- Frutilla

Ofertas del Laboratorio:

- Entrenamiento en servicio.
- Plantines fase IV de piha
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Proyecto IBTA-Chapare. Laboratorio de
BiotecnologiaC.D.A. La Jota. Casilla4067.
Teléfono 21543, Fax 441-7214. Cochabam-
ba, Bolivia.

Actividades:

- Investigacion en micropropagacion de ba-
nano, pina, tembe.

- Produccién en micropropagacién de bana-
no y pina.

Especies en las que trabaja:

- Banano
- Pina

Ofertas del Laboratorio:

- Vitroplantas de banano lil, IVy V.
- Hijuelos de vitroplantas de pifa.

Facultad de Ciencias Agricolas Pecuarias
y Forestales (F.C.A.P.F) Universidad Ma-
yor de San Simén. Laboratorio de Biotec-
nologia. Cochabamba - Bolivia.
Actividades:

- Investigacion en estudio en la micropropa-
gacion de plantulas de ajo y banano.

- Produccién en micropropagacion de ajo.
Especies en las que trabaja:

- Ajo
- Banano

Ofertas del Laboratorio:

- Entrenamiento en servicio.
- Pasantias.
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Laboratorio Vitriphyton. Casilla 2144, Te-
léfono 60465-61710, Fax 61220. Cochabam-
ba - Bolivia.

Actividades:

- Investigacion entecnologiay ajuste de me-
dios, para la producciéon masiva de espe-
cies frutales y ornamentales.

- Producciéon en micropropagacion masiva
de plantulas de frutilla, pifia y ornamenta-
les.

Especies en las que trabaja:

- Frutilla
- Pina
- Omamentales

Ofertas del Laboratorio:

- Microplantas de frutilla y pifa.

Universidad Auténoma Gabriel René Mo-
reno. Facultad de Ciencias Agricolas. Insti-
tuto de Investigacion Agricola «El Valle-
cito». Laboratorio de Biotecnologia Agri-
cola. Casilla 702, Teléfono 422130, Fax
342317. Santa Cruz - Bolivia.

Actividades:

- Investigacion en limpieza y propagacion
de clones de guineo Gros Michel, ajuste de
medios de cultivo para especies lefiosas y
ajuste de medios de cultivo, para frutales
tropicales y subtropicales.

- Produccioén en in vitro de semilla sana de
yuca, camote y conservacion de germoplas-
ma.

Especies en lag que trabaja:

- Yuca - Banano
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- Camote | - Frutilla
- Stevia - Ornamentales
- Pino - Forestales

Ofertas del Laboratorio:

- Clones de yuca y camote.
- Pasantias

INDUSTRIAS LAS. Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales. Parque Infantil P.1.22,
M-4 P.O. Box 2412, Teléfono 460415, Fax
464266. Santa Cruz - Bolivia.

Actividades:

- Investigacién en cultivo de apices, varia-
cién somaclonaly conservacion e intercam-
bio de germoplasma in vitro.

- Produccion en micropropagacion - produc-
cion masiva comercial.

Especies en las que trabaja:

- Ananas comosus

- Fragaria sp.
Ofertas del Laboratorio:

- Capacitacion a programas nacionales.

- Intercambio de Germoplasma in vitro.

Programa Agroquimico CORDECO-UMSS.
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegeta-
les del Programa Agroquimico. Facultad
de Ciencias y Tecnologia, Universidad
Mayor de San Simén. Casilla 992, Teléfono
32548, Fax (042) 33648. Cochabamba -
Bolivia.

Actividades:

- Investigacién en micropropagacion de es-
pecies nativas e introducidas (Puna, valle
y trépico) y multiplicacionin vitro de piretro.

- Produccién en etapas de produccion se ini-
ciaran en 1995.

Especies en las que trabaja:

- Acanthostyles buniifolius

- Baccharis dracunculifolia

- Hedeoma mandoniana

- Vetiveria zizanioides

- Minthostachys andina

- Mentha arvensis

- Mentha canadensis

- Chrisanthemum cinerariifolium

Ofertas del Laboratorio:

- Apoyo en la formacién académica (tesis) y
capacitacion en el area.

- Estudios de multiplicacion por cultivo de te-
jidos en plantas aromaticas y medicinales,
herbaceas y arbustivas.

Instituto Boliviano de Tecnologia Agrope-
cuaria-IBTA. Programa de Investigacion
de la Papa - PROINPA. Laboratorio de Cul-
tivode Tejidos y Recursos Genéticos. Man
Cesped 293. Casilla 4285, Teléfono 49013,
Fax 45708. Cochabamba-Bolivia.

Actividades:

- Investigaciéon en optimizacion de medios
de cultivo, limpieza viral, tuberizacion in
vitro, conservacion de germoplasma y ca-
racterizacion taxonémica y electroforética
de tubérculos andinos.

- Produccién en micropropagacion de varie-
dades de papa libres de virus
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Especies en las que trabaja:

- Solanum
- Oxalis
- Ullucus

Ofertas del Laboratorio:

- Limpieza viral y micropropagacion de culti-
vares nativos de papa.

- Caracterizaciontaxonomicay electroforéti-
ca de tubérculos andinos.

- Entrenamientos en servicio de corta dura-
cion.

- Apoyo a la investigacién en biotecnologia.

Unidad Productora de Semillas de Papa;
SEPA-SAM. Casilla 2144, Teléfono 60216,
Fax 61220. Cochabamba - Bolivia.

Actividades:
- Investigacion en ajuste de medios y técni-

cas para mejorar la eficiencia en la produc-
cion masiva.

- Produccion en provision de plantines
(180 000 ano) para invernadero.

Especies en las que trabaja:
- Papa
Ofenrtas del Laboratorio:

- Apoyo a trabajos de tesis.

Instituto Boliviano de Ciencia y Tecnolo-
giaNuclear. Laboratorio de Cultivo de Teji-
dos. Casilla4821, Teléfono 800095-351481,
Fax 343063. La Paz - Bolivia.

Actividades:
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- Investigacion en resistencia de heladas en
papa, Var. Sani Imilla y estudios de proto-
plastos en papa.

- Produccion en produccion de plantulas in
vitro de papa.

Especies en las que trabaja:
- Papa

Ofertas del Laboratorio:

- Analisis quimico de plantas
- Bioensayos
- Pruebas de germinacion.

Principales aspectos que limitan el
uso del cultivo de tejidos

Las principales limitantes del cultivo de teji-
dos en Bolivia, se refieren a los aspectos si-
guientes:

- Falta de personal especializado.

- Altos costos de implementacién (infraes-
tructura y equipos especiales).

- La adquisicién de productos quimicos no
es inmediata, es costosa y dificil.

- La literatura relacionada a la técnica de
cultivo de tejidos es escasa.

- Carencia de proyectos que incentiven la
actividad de cultivo de tejidos en frutales,
primero para abastecer el mercado intemo
y luego el externo.

- Falta de credibilidad por parte de personas
involucradas con cultivos fruticolas, para
aceptar la técnica de cultivo de tejidos,
como solucién a los problemas existentes.
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Enfoque de solucién a los proble-
mas existentes

Por todos los aspectos indicados, la utiliza-
ciondel cultivo de tejidos es una alternativa de
solucién a la problematica existente en Bo-
livia, por las multiples ventajas que ofrece. Es
asi, que a través de las redes existentes de
Biotecnologia en la Regién y en América Lati-
na,como lICA-PROCISUR, laRed BIO (FAO)
y el INIBAP (caso particular del banano) se
podria tener una serie de ventajas que permi-
tirian un mayor acceso para la adopcion de
esta técnica.

Entre los aspectos de soluciéon a mediano pla-
zo, se contemplarian:

- Capacitacion de los recursos humanos en
las diferentes técnicas referidas a la biotec-
nologia de frutales.

- Elaboracién de proyectos en cultivos frutico-
las de interés regional.

- Publicaciones técnicas, para la difusion de
los resultados obtenidos.

- Transferencia horizontal de tecnologia.

- Intercambio u obtencién de material vege-
tal sano.

- Establecerunabase de datos a nivel regio-
nal, la cual debe contener informacién so-
bre especies frutales de propagacion vege-
tativa y sobre las técnicas de cultivo in
vitro utilizadas por los diferentes laborato-
rios para cada especie.

- Investigacion para el establecimiento de
métodos estandares, en laboratorios con
mayor experiencia y acceso a la especie
frutal en cuestién.

- Limpieza viral de frutales en proceso de
degeneracién y con mayor impacto en la
region. ‘

- Micropropagacion de especies frutales co-
mercialmente importantes.

- Conservacion de germoplasma de espe-
cies frutales que son propagadas vegetati-
vamente o de semilla recalcitrante, permi-
tiendo mantener con seguridad las coleccio-
nes en espacios reducidos, libres de facto-
res bidticos y abidticos, disminuyendo la
mano de obra, manteniendo su calidad sa-
nitaria y ademas facilitando el intercambio
de germoplasma.

- Microinjertacion de citricos y frutales de ca-
rozo y pepita, que permitiria la obtencién
de plantas mejoradas en periodos reduci-
dos, hasta su utilizacion.

- Fusién de protoplastos para la obtencién
de hibridos interespecificos en frutales que
presenten esterilidad a nivel de polen, como
herramienta para el mejoramiento genéti-
co.

- Obtencion de portainjertos y variedades
mejoradas de citricos a partir de suspensio-
nes celulares provenientes de nucelas.

- Establecer modelos de embriogénesis so-
matica para la propagacion de especies
frutales.

Conclusiones

La utilizacién de la biotecnologia referida al
cultivo de tejidos como técnica actual, permiti-
ra llegar al agricultor, con materiales de exce-
lente calidad genética y sanitaria en periodos
de tiempo increiblemente cortos, compara-
dos con las técnicas convencionales.
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Transformacion genética en lechosa
(Carica papaya L.) para la incorporacion
de genes de resistencia a enfermedades

A. Vegas*, G. Trujillo**, J. L. Cabrera*** y L. Herrera-Estrella***.
* FONAIAP-CENIAP. Dpto. Biotecnologia. Apdo. 4653. Maracay 2101.
** UCV. Fac. Agronomia. Secc. Fitopatologia. Apdo. 4579. Maracay 2101.
*** Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN ( CINVESTAV )
Irapuato, México. Fundacion Servicio para el Agricultor. Apartado 2224. Cagua.

La ingenieria genética permite ampliar la ba-
se genética de los cultivos mediante la incor-
poracion de genes deseables. De esta mane-
ra hace posible la obtencién de nuevas varie-
dades de plantas, mas rendidoras, resisten-
tes a herbicidas, estrés hidrico o condiciones
ambientales adversas, enfermedades y pla-
gas, cuyos frutos contengan un mayor valor
nutritivo y vida de almacenamiento.

En los ultimos afnos se han desarrollado dife-
rentes métodos para introducir el ADN fora-
neo, en forma de plasmidos, a los tejidos de
las plantas. Se puede incorporar el ADN di-
rectamente a los tejidos haciendo uso de los
métodos directos, entre ellos: la biobalistica,
donde microparticulas recubiertas con ADN
son impulsadas a las células y tejidos, libe-
rando este ADN e integrandolo al ADN nu-
clear de la planta.

Debido al hecho de que las bacterias
Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium
rhizogenes pueden infectar a las plantas en
forma natural, induciendo tumores y raices
respectivamente, al introducir parte de su ge-
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noma en el ADN de la planta, éstas han sido
usadas ampliamente y se incluyen dentro de
los métodos indirectos o mediados por vec-
tores usados en las transformaciones genéti-
cas de plantas.

Debido a la falta de disponibilidad de eficien-
tes programas de control en enfermedades
virales en plantas, la introduccién de genes
de resistencia a virus es de suma importancia
enun manejo integrado de enfermedades. Se
han incorporado genes que codifican para la
proteina de la capsula viral en plantas lefo-
sas, como una via de incrementar la toleran-
cia a un virus especifico. Esta estrategia ha
sido usada para el virus de la mancha ani-
llada de lalechosa (PRSV) ( Fitchetal, 1992;
1993) la cual ocasiona la enfermedad mas
importante que ataca este frutal, y ésta se en-
cuentra mas ampliamente distribuidas en las
zonas productoras del mundo. El porcentaje
de incidencia en las areas donde se encuen-
tra este virus llega a 100 %, y las lechosas se
vuelven improductivas en uno a dos anos
después de haberse infectado (Vegas et al,
1983).
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Investigaciones sobre latransforma-
cion genética de la lechosa

En experimentos realizados con una pistola
de helio marca Dupont modelo PDS-1000,
con sus accesorios (Sanford et al. 1991) se
evidencio la expresion de los genes foraneos,
s6lo cuando se usaron plasmidos especificos
para plantas dicotiledéneas, en tejidos de
lechosa. Estos nuevos genes proporcionaron
resistencia al antibiético kanamicina, al herbi-
cida fosfinotricin. Los tejidos se tiferon de
azul indigo en las pruebas de la enzima beta-
glucuronidasa (Cabrera et al., 1994; 1995).

La eficiencia de transformacién fue mayor
cuando se usaron embriones somaticos (25
clones transgénicos/gpf) en comparacion de
los embriones cigdéticos (1 clon transformado
en 100 embriones cigéticos) Ademas los em-
briones somaticos fue un tejido abundante
por sus altas tasas de crecimiento y mas facil
de conseguir que los embriones cigéticos
(Cabrera et al., 1994; 1995).

En los experimentos con Agrobacterium
rhizogenes se demostré que la lechosa es
susceptible a la bacteria y que la misma pue-
de ser utilizada como un sistema paratransfe-
rir genes en esa especie (Cabrera et al.,
1994; 1996) Aun cuando la cepa usada con-
tenia sus oncogenes o genes de la patogéne-
sis, y por lo tanto inducira fenotipos anorma-
les, éstos pueden ser ventajosos para ciertos
propositos y tendran que ser evaluados para
determinar como influyen en el porte de la
planta, su adaptacion a tierra o condiciones
de estrés, en la floracién y en la fructificacion.
En consecuencia, estos genes pueden ser
Gtiles para crear nuevos genotipos y fenotipos
y comprender como se regula el desarrollo en
esta planta (Tepfer, 1989).

Para la evaluacién de los riesgos bioldgicos
de las plantas transgénicas hay que tomar en
cuenta que la lechosa y las especies relacio-

nadas son todas autéctonas de la América
Tropical, y en algunos casos pueden compar-
tir las mismas condiciones agroecoldgicas
(Storey, 1969) Aunque la lechosa es una es-
pecie de polinizacion cruzada y su poliniza-
cion puede realizarse por el viento y por los
insectos (Storey, 1969) su hibridacién con las
especies relacionadas no es viable, a menos
que se realice el rescate de los embriones in
vitro(Micheletti, 1958) por lo tanto no se hace
necesario el aislamiento de las plantas trans-
formadas. En las pruebas de campo, habria
que evaluarse si los genes introducidos esti-
mulan la agresividad de crecimiento y disper-
sién del cultivo y el potencial de hibridaciéon
con las otras especies, y si se afectan otros
organismos en el ecosistema, como insec-
tos polinizadores u organismos del suelo
(Kapteijns, 1993) Como estas evaluaciones
de campo no estan a la disposicién, se puede
decir que las lechosas genéticamente modifi-
cadas pudieran considerarse organismos re-
lativamente seguros, desde el punto de vista
ecoldgico, tanto paralos paises latinoamerica-
nos como para los otros paises tropicales
y subtropicales (Kapteijns, 1993).
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Basados en las investigaciones sobre el culti-
vo de tejidos de la lechosa de los ultimos 20
anos y aprovechando su plasticidad in vitro,
se han desarrollado una serie de técnicas efi-
cientes en la propagacién asexual de mate-
riales élites; la conservaciénin vitrode germo-
plasma; el rescate de embriones hibridos en
cruces interespecificos entre Caricas; el sa-
neamiento de enfermedades de origen bacte-
rianoy viral y la evaluacién de posibles varian-
tes somaclonales. Este desarrollo de siste-
mas in vitro ayudan a complementar los pro-
gramas de mejoramiento genético de la le-
chosa.

Investigacion sobre la propagacion
asexual y el mejoramiento de la le-
chosa aplicando las técnicas biotec-
nolégicas

Se realizaron una serie de experimentos con
diferentes tejidos de plantas de lechosa, con
el fin de demostrar su potencialidad como
método de propagacion asexual de materia-
les genéticos sobresalientes y como una he-
rramienta en su mejoramiento genético.

Con respecto a la propagacién asexual, se
han establecido meristemos, yemas apicales
y axilares de plantas jévenes y adultas de
campo, en medios de cultivo sélidos, constitui-
dos por las sales y vitaminas de Murashige y
Skoog (MS) suplementados con las sustan-
cias de crecimiento ANA (0,08 mg/l) y BA (0,4
mg/l) (medio de multiplicacién) (Tovar, 1989)
o en el medio sugerido por Fich, 1993, que
contiene las sales basicas de MS con cinetina
(0,1 mg/l) y BA (0,2 mg/l) (medio de germina-
cioén) en condiciones de fotoperiodo de 16
horas diarias de luz, de 1 000-1 500 lux y una
temperatura de 25 °C. En estos mismos me-
dios se obtiene una alta tasa de multiplica-
cion después de varios reciclajes al medio
fresco, cada 30 dias, tanto en tejidos jovenes
como adultos. El enraizamiento de los brotes
se logré en un alto porcentaje en el medio
MS a la mitad suplementado con de AlA 0 AIB
(2 - 5 mg/l) (Tovar, 1989) o tratandolos con
una solucién de 0,01- 0,025 mg/I de AlB, por
10 min y luego transfiriéndolos a medios MS.
Las plantas enraizadas se aclimataron con
éxito y posteriormente se han llevado a cam-
po donde crecieron normalmente. No se ob-
servaron diferencias aparentes con respecto
a las plantas madres que les dieron origen.
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Para la germinacion de semilla fresca in vitro
se ha encontrado que medios de multiplica-
ciony de germinacién estimulan los porcenta-
jes de germinacién, en comparacién con los
medios mas simples MS basico y agar- agua,
igualmente la eliminacion de la sarcotestay la
realizacion de tres cortes en las semillas, uno
tangencial longitudinal y dos transversales,
en ambos lados de la semilla, sin danar el em-
brién.

En contraste a la siembra de semilla, la siem-
bra de embriones cigéticos es mas eficiente
aunque mas laboriosa, ya que se logra siem-
pre una respuesta en los medios MS basico y
medios de multiplicacion y germinacion; en el
primero ocurre la germinacion y en los otros
la proliferacién de brotes.

En una investigacion utilizando como explan-
tes hojas de lechosa con peciolos, se logré in-
ducir la organogénesis directa e indirecta (la
formacion de yemas adventicias de hojas, ta-
llos y raices de novo, a partir o no de una fase
de callo) en medios MS (con las sales minera-
les reducidas a la mitad) con diferentes nive-
les de ANA (0 - 0,1 mg/l) y BA (0 -5 mg/ ).

Se realizaron otros experimentos para indu-
cir la embriogénesis somatica (ES) mediante
la produccion de embriones de novo, en me-
dios de cultivo MS con 2,4-D, a partir de dife-
rentes explantes: embriones c<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>