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Resumen

Los citricos son uno de los cultivos frutales mas extendidos a nivel mundial. Constituyen un grupo muy complejo
de genotipos con una gran diversidad fenotipica. Originarios del sudeste asiatico, los ancestros mas antiguos datan de
aproximadamente 20 millones de afios. Desde entonces, el mejoramiento genético de los citricos se ha producido gracias
a una serie de eventos, muchos desconocidos, caracterizados primariamente por la hibridacion, mutacion y seleccion
con participacion de la naturaleza y del hombre. Los primeros programas sistematicos de mejora dieron comienzo en
Florida, EE.UU., en 1893, al que le sucedieron numerosos programas en todo el mundo. El mejoramiento de los citricos
constituye una tarea larga y compleja, que ha evolucionado desde la simple seleccion de los genotipos sobresalientes
obtenidos mediante métodos clasicos, hasta llegar a las nuevas aproximaciones biotecnologicas. Es asi que, por medio de
la biologia molecular, la gendmica, y la ingenieria genética, se han podido superar varias de las limitaciones asociadas a
la compleja biologia de los citricos y obtener importantes progresos tanto en el conocimiento como en el mejoramiento.
En este trabajo se presenta una revision sobre la evolucion del mejoramiento de los citricos y una breve descripcion de
las diferentes técnicas empleadas y de los resultados obtenidos.

Palabras claves: Citricultura; Hibridos; Variedades citricas; Portainjertos; Ingenieria genética.

Abstract

Citrus fruits are one of the most widespread fruit crops worldwide. They constitute a very complex group of genotypes
with a great phenotypic diversity. Originally from southeast Asia, the oldest ancestors date back approximately 20
million years. Since then, the genetic improvement of citrus fruit has taken place due to a series of events, many
unknown, characterized primarily by hybridization, mutation and natural and human selection. The first systematic
improvement programs began in 1893 in Florida, USA, followed by numerous programs around the world. Citrus
breeding is a long and complex task which has evolved from the simple selection of outstanding genotypes obtained by
using classic methods to new biotechnological approaches. Thus, through the use of molecular biology, genomics and
genetic engineering, it has been possible to overcome several limitations associated with the complex biology of citrus
and gain significant progress regarding citrus fruit characteristics and improvement. This paper reviews citrus breeding
evolution and summarizes different approaches used and the results obtained.
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Desde oriente al resto del mundo

La historia ubica el origen de los citricos hace
20 millones de afios (Figura 1), mucho antes de la
aparicion de los seres humanos (Medina, 2015).
Desde entonces hasta la actualidad han sufrido
numerosas modificaciones, ya que los citricos que
hoy conocemos distan mucho de sus ancestros.
En la antigliedad los mismos no formaban parte
de la dieta de la humanidad debido a su extrema
acidez, pero si se utilizaban las flores y los aceites
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esenciales de los frutos. El hombre comenzo a se-
leccionarlos y a domesticarlos para incorporarlos
como alimento recién desde hace 6.000 a 10.000
anos. La cita mas antigua que menciona a los citri-
cos con esa finalidad es el libro chino de Yu Gong,
escrito hace 4000 afios.

Existen varias hipdtesis con respecto al centro
de origen de los citricos, coincidiendo todas ellas
en que se corresponde con las regiones tropicales
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Citrus Ninczangensis (~ 8 Ma, midpoint of Late
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Figural. El citrico fosil méas antiguo. Citrus linczangensis sp. n., una nueva especie fue descripta en base a restos fosiles
encontrados en la ciudad de Lincang, provincia de Yunnan, China. Los estudios determinaron que los restos encontrados serian
del Mioceno, tltimo periodo de la era Cenozoica, el cual se inicié hace 23 millones de aflos y termino hace 5 millones de afios.
El espécimen fosil encontrado compartiria caracteristicas anatbmicas comunes con especies del género Citrus actuales como
por ejemplo la morfologia de las hojas compuestas unifolioladas, un peciolo articulado y de alas anchas, y los bordes de las
hojas completos con nervaduras intramarginales basales (Extraido de Xie et al., 2013).

y subtropicales del Sureste Asiatico y del Archi-
pi¢lago Malayo. Sin embargo hay controversias
a la hora de definir el centro de origen con una
mayor precision. Asi, por ejemplo, Tanaka (1954)
propuso que el centro de origen primario seria el
noroeste de India y Burma, mientras que China se-
ria un centro de distribucion secundario, contrario
a la propuesta de Calabrese (1992) quien senal6 a
China como centro principal. Tampoco se conoce
con exactitud la forma en la que se distribuyeron
al resto del mundo. Una hipdtesis de su recorrido
es que desde Asia fueron llevados al norte de Afri-
ca y al sudeste de Europa. Desde alli arribaron a
América con las expediciones de Cristobal Colon.
Luego fueron introducidos y distribuidos por los
misioneros catolicos, inicialmente en el Caribe y
Brasil, y luego al resto del continente (Gmitter y
Hu, 1990).

Los citricos se cultivan en casi todas las regio-
nes tropicales y subtropicales del mundo dentro de
la franja comprendida entre los 40° de latitud N
y S. Con una producciéon mundial que supera los
100 millones de toneladas por afio, se constituyen
como el principal cultivo frutal. A pesar de que se
cultivan en mas de 130 paises, cerca del 70 % de
la produccion se concentra solo en cinco (China,
Brasil, Estados Unidos, India y México) lo que
pone en evidencia claros contrastes en la escala
productiva. Argentina ocupa el octavo lugar a ni-
vel mundial, con una produccion total aproximada
de 3,2 millones de t en una superficie de 135.500
hectareas, siendo la actividad citricola una de las

maés importantes dentro de la fruticultura a nivel
nacional (Federcitrus, 2018).

Una familia compleja

Los citricos pertenecen a la familia de las Ru-
taceas y subfamilia Aurantioideas, y bajo esta
denominacion se incluyen a los géneros Citrus,
Poncirus y Fortunella. El género Citrus es el mas
importante de los tres, y dentro del mismo se dis-
tinguen el subgénero Papeda y Eucitrus, al que
pertenecen los genotipos cultivados para consumo
(Swingle y Reece, 1967). Dentro del género Citrus
se incluyen numerosas especies cuya clasificacion
taxonomica no esta del todo esclarecida. En base
a diferentes estudios, se consideran s6lo cuatro es-
pecies puras o0 basicas: C. reticulata (mandarina),
C. maxima (pomelo), C. medica (cidro) y C. mi-
crantha (micranta), entre las cuales existe una alta
compatibilidad sexual que ha permitido el cruza-
miento espontaneo entre ellas, contribuyendo a
un alto nivel de hibridacion, a la complejidad del
grupo, y a una dificil clasificacion taxonomica (Fi-
gura 2) (Curk et al., 2016). A pesar de esta elevada
diversidad, s6lo algunas especies se utilizan como
variedades comerciales; evidencia de ello es el he-
cho que la naranja dulce representa cerca del 70%
de la produccion mundial de citricos. La mayoria
de los genotipos comerciales que se conocen en la
actualidad (por ejemplo, C. sinensis, C. paradisi y
C. limon) no constituyen especies bioldgicamen-
te definidas ya que muchos cultivares dentro de
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Figura 2. Relaciones filogenéticas de los principales genotipos citricos actuales. El uso de marcadores moleculares y la
secuenciacion del genoma han contribuido a identificar las especies citricas originales “puras” del género Citrus: C. medica
(citron), C. maxima (pomelo), C. reticulata (mandarina) y Citrus micrantha (micranta), de los cuales derivan los citricos
cultivados. El esquema muestra los hibridos citricos que derivan de cruzamientos simples entre dos genotipos originales.
Existen otros genotipos que derivan de procesos mas complejos que incluyen mas de dos parentales y retrocruzamientos,
como en el caso de las mandarinas actuales y la naranja dulce (C. sinensis), las que derivaron de multiples cruzamientos e

introgresiones de C. maxima. Adaptacion de Curk et al., 2016.

cada grupo se originaron a partir de mutaciones
somaticas. Las mismas se fueron seleccionando
a lo largo de miles de afios y estabilizandose por
propagacion clonal mediante semillas apomicti-
cas, un fenomeno muy frecuente en muchos ge-
notipos citricos (Gmitter, 1995). Asi, por ejemplo,
la historia registra descubrimientos casuales como
el de la mandarina clementina (Citrus Clementi-
na Hort. Ex Tan.), una hibridacién natural descu-
bierta por el francés Clement Rodier a comienzos
del siglo XX. Posteriormente, en 1953, a partir de
una mutacion espontanea ocurrida en un arbol de
C. clementina en el pueblo de Nules (Castelldn),
surgieron las clemenules, una de las variedades de
mandarina mas consumidas en Espafia (Cubillo,
2013). La diversificacion de la naranja dulce tam-
bién es consecuencia de la ocurrencia de mutacio-
nes de brotes sométicos (Aubert, 2001). Breto et
al. (2001) propusieron que este fendmeno, que es
muy frecuente en los citricos, podria ser debido a
los elementos transponibles.

Ademas de las mutaciones y cruzamientos es-
pontaneos ocurridos en la naturaleza, otros geno-
tipos son el resultado de cruzamientos dirigidos,
los cuales segun datan los registros escritos, se
iniciaron en China hace mas de 4.000 afios, donde
decidieron mejorar a los citricos ya que eran extre-
madamente acidos, pequefios y llenos de semillas.
Comenzaron a combinar genotipos hasta obtener
frutos mas dulces y menos acidos, similares a los
actuales. Asi, por ejemplo, el cruzamiento de una
mandarina (C. reticulata) y un pomelo ancestral

(C. maxima) dio lugar a un fruto comestible, un
hibrido con baja acidez que se volvid a cruzar va-
rias veces. Recientemente se identifico un locus
(localizacion especifica de una secuencia de ADN
dentro de un cromosoma) que estaria involucrado
en la disminucioén de la acidez, ubicado en el cro-
mosoma 8 (0,3-2,2 Mb) de todas las variedades de
las mandarinas y naranjas dulces actuales de baja
acidez, el cual habria sido introgresado del pome-
lo (Wu et al., 2018).

El origen, evolucion, genealogia y domestica-
cion de los citricos, siempre ha sido motivo de
estudio y aun existen muchos interrogantes. Re-
cientemente, un equipo de investigadores per-
tenecientes al Centro de Genomica del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA)
(Espana), junto al “Department of Energy Joint
Genome Institute” (DOE JGI) (EE.UU.), obtuvie-
ron resultados que desafian los actuales principios
taxonomicos y filogenéticos, apuntando hacia una
reformulacion del género Citrus (Wu et al., 2018).
Dichos investigadores realizaron un estudio com-
parativo del genoma de 58 genotipos representan-
tes de todos los grupos de citricos, y determina-
ron que los genotipos actuales descienden de diez
especies naturales procedentes de un area cercana
al Himalaya, delimitada por el este de la India, el
norte de Myanmar y el oeste de Yunnan. El estudio
sugiere que estos genotipos ancestrales sufrieron
un evento de especiacién durante el Mioceno tar-
dio, hace unos 8 millones de afios, lo que coincidio
con un cambio climatico que transform¢ las con-
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diciones del monzon hiimedo a un clima mas seco,
a lo que se sumo un complejo proceso de “domes-
ticacion” por parte del ser humano, dando origen
a la diversidad de los genotipos citricos actuales.

Si bien la evolucion de los citricos ha sido con-
tinua a lo largo de miles de afios por intervencion
de la naturaleza y del hombre, la investigacion y el
mejoramiento sistematico se inici6 con las Leyes
de Gregor Mendel (Austria, 1822-1868) y Char-
les Darwin (Reino Unido, 1809-1882), las cua-
les sentaron las bases del mejoramiento genético
como una disciplina cientifica, con fundamentos
so6lidos, enfocados en técnicas clasicas de botani-
ca y citogenética. A partir de alli se han generado
algunos resultados exitosos, aunque en general
fueron muy lentos (Talon y Gmitter, 2008; Wood
y Corley, 2008). Los grandes avances en genética,
biologia molecular y biotecnologia de las ultimas
décadas han impartido otra dindmica al mejora-
miento de los citricos, acelerando los procesos de
mejoramiento y permitiendo superar limitaciones
asociadas a la propia biologia del grupo, que no
podrian haberse logrado s6lo con las técnicas con-
vencionales.

Objetivos de mejoramiento

Una planta citrica destinada a la produccion co-
mercial esta constituida por dos partes genética-
mente diferentes, la “copa o variedad” y el “pie o
portainjerto”, conjunto que se denomina “combi-
nacion citrica”. El portainjerto aporta el sistema
radicular a la variedad de la copa elegida, siendo
el responsable de la absorcion de agua y elemen-
tos nutritivos; pero ademas puede tener influen-
cia en diferentes caracteristicas de una variedad,

como por ejemplo, en el vigor y tamafio de la
planta, tolerancia al frio, adaptacion a ciertas con-
diciones de suelo (tales como salinidad o acidez),
tolerancia a enfermedades o plagas, productividad
y calidad interna y externa de la fruta, etc. (Agusti,
2003). Si bien no existe el portainjerto ideal para
una situacion particular, la eleccion del mismo se
hace teniendo en cuenta la mayoria de los factores
limitantes del cultivo en una determinada zona y
al objetivo especifico de la produccion (fruta fres-
ca o industria). Es por ello que los programas de
mejoramiento de citricos estaran focalizados a la
mejora del pie o la variedad de copa, o de ambos,
dependiendo de las necesidades de cada region.
En la Figura 3 se mencionan algunos de los obje-
tivos m&s cominmente perseguidos en el mejora-
miento de los citricos.

Tecnologias de mejoramiento genético
utilizadas en citricos

La evolucion del mejoramiento de los citricos
responde a la conjuncion de las caracteristicas
propias del cultivo y a la evolucion de las tec-
nologias de mejoramiento genético vegetal. Las
técnicas de mejoramiento utilizadas en citricos se
pueden dividir en dos grupos: convencionales y
biotecnoldgicas.

Técnicas convencionales

Las técnicas conocidas como convencionales
o tradicionales de mejoramiento, se basan en los
recursos genéticos que se encuentran en el grupo
a mejorar, e incluyen la seleccion de genotipos
superiores o modificacion de genomas mediante
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Figura 3. Objetivos de mejoramiento en citricos.
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hibridacion sexual o mutaciones (naturales o in-
ducidas).

La hibridacion sexual entre individuos diploi-
des combinados con la seleccion artificial, ha sido
utilizada tradicionalmente en los programas de
mejora de citricos y aun se continuan utilizando;
sin embargo, el nimero de genotipos de interés
obtenidos ha sido limitado (Gmitter y Hu, 1990),
sumado a que es un proceso costoso y lento, que
puede llevar entre 20 y 30 afios. Este resultado es
atribuible, en parte, a factores que son comunes a
las especies lefiosas y a caracteristicas especificas
relacionadas con la biologia reproductiva de las
especies del género Citrus y de los géneros rela-
cionados, tales como: el elevado nivel de hetero-
cigosis que presentan la mayoria de las especies
(Herrero et al., 1996), 1o que produce una gran se-
gregacion de caracteres en la descendencia; esteri-
lidad del polen y frecuentes casos de inter y auto-
incompatibilidad sexual (Cameron y Frost, 1968).
Adicionalmente, la alta frecuencia de partenocar-
pia, donde la fecundacion de los évulos no ocurre
y las semillas no se desarrollan debido a que las
mismas quedan reducidas a pequefios rudimentos
seminales (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996); el
largo periodo de juvenilidad (entre 5 y 21 afios)
(Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996), por lo que
la evaluacion de los hibridos resultantes requiere
muchos afios y es muy costosa (Wood y Corley,
2008); y la apomixis parcial que produce semi-
llas con embriones nucelares idénticos a la planta
madre, sin que exista fecundacion, limitando el
desarrollo del embrion zigotico y dificultando la
recuperacion de la progenie sexual (Spiegel-Roy
y Goldschmidt, 1996). Por ultimo, el gran tama-
o de los arboles dificulta la disponibilidad de una
progenie numerosa, y hace necesario disponer de
grandes espacios (Spiegel-Roy y Goldschmidt,
1996). A pesar de estas limitaciones, a lo largo
de la historia se obtuvieron cultivares de copa y
portainjerto de gran importancia comercial me-
diante esta técnica, como los tangelos (mandarina
X hibridos de pomelo) Minneola, Orlando, Pearl,
Sampson; los tangores (mandarina X hibridos de
naranja dulce) Murcott, Temple, King y algunos
portainjertos como citrumelo Swingle (pomelo X
hibrido de naranjo trifoliados) (Wood y Corley,
2008) y citrumelo 79AC y 75AB (Cleopatra X Ci-
trumelo Swingle) (Stein y Foguet, 2015).

En el género Citrus y géneros relacionados, el
numero de cromosomas gaméticos es n=9, y los in-
dividuos diploides son los mas habituales, sin em-

bargo, se producen de forma espontanea variantes
euploides, especialmente triploides (2n=3x=27) y
tetraploides (2n=4x=36). En general los genotipos
poliploides presentan caracteristicas morfoldgicas
de interés comercial como por ejemplo, frutos sin
semillas u 6rganos de mayor tamafio. En la meiosis
de las plantas triploides se producen gametos con
distintas dotaciones cromosomicas que reducen la
viabilidad de los mismos y los frutos no tienen se-
millas (Esen et al., 1978). Los genotipos triploides
se pueden obtener por hibridacion entre una madre
tetraploide y el padre diploide, aunque este tipo de
cruce produce solo unos pocos hibridos y muchos
embriones nucelares, debido al alto nivel poliem-
bridnico de la madre tetraploide. Desde la década
de 1970 se sabia que también se pueden obtener
de la cruza de genotipos diploides cigétigos como
madre y los genotipos tetraploides como padres
(2x X 4x), sin embargo, estas estrategias no pu-
dieron aplicarse en programas de mejora hasta que
se desarrollaron técnicas biotecnoldgicas como el
rescate y cultivo de embriones in vitro, analisis del
nivel de ploidia mediante citometria de flujo y ob-
tencion de nuevos parentales tetraploides (Aleza
etal., 2010).

Por otro lado, una gran parte de genotipos de
copa o portainjertos que se utilizan al presente se
originaron por la aparicion espontanea de plantas
sobresalientes o0 de mutaciones espontaneas en el
campo, un proceso que se denomina seleccion clo-
nal. Este es un evento relativamente frecuente en
los citricos, lo que indica una cierta inestabilidad
genética de los mismos. La seleccion de estas mu-
taciones es el método mas antiguo y ha permitido
la obtencién de los cultivares mas ampliamente
empleados en las principales zonas productoras
del mundo (Gmitter et al., 1992). Las especies en
las que se ha logrado el mayor numero de varie-
dades clonales son las naranjas del grupo Navel y
mandarinas del grupo de los Clementinos y Sat-
sumas (Bono et al., 1996). Sin embargo, la iden-
tificacion de este tipo de material exige una gran
capacidad de observacion de los mejoradores y
requiere una evaluacion critica del comportamien-
to de los arboles, de la calidad de la fruta, de los
beneficios econémicos y de “marketing”, lo que
implica mucho tiempo y dinero, dificultando su
utilizacion.

La generacion de mutaciones también se puede
inducir en forma artificial, mediante la cual se mo-
difican al azar uno o pocos caracteres de un geno-
tipo, sin cambiar de forma significativa su fondo
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genético. Los rayos gamma han sido el agente
mutagénico mas utilizado en citricos y han permi-
tido la obtencion de distintas variedades de frutos
sin semillas y de gran aceptacion comercial, como
la mandarina “Mor” o la variedad Nusselin, entre
otras (Roose y Williams, 2007; Navarro, 2011).
Otros rasgos inducidos por mutagénesis incluyen
el tamafio de la planta, el tiempo de floracion, la
maduracion y coloracion de la fruta, la autocom-
patibilidad y la resistencia a patdogenos (Predieri,
2001). Sin embargo, esta técnica conlleva la des-
ventaja que las mutaciones son al azar y hay que
evaluar muchos individuos, durante muchos afios,
hasta lograr la estabilizacion de la mutacion, ya
que en muchos casos ocurre reversion al genotipo
original (Navarro, 2011).

Técnicas biotecnoldgicas

En las ultimas décadas, el mejoramiento de los
citricos ha tomado otro impulso con el surgimien-
to de nuevas técnicas biotecnoldgicas que han per-
mitido sortear muchos de los problemas asociados
con la biologia reproductiva de estos cultivos,
incrementando la eficiencia y disminuyendo los
tiempos de obtencion de genotipos mejorados.

El desarrollo de métodos que permiten la mani-
pulacion del ADN, junto a las posibilidades que
ofrece el cultivo de tejidos in vitro, han creado
grandes expectativas para la mejora de plantas le-
fiosas. La manipulacién de la ploidia, el aprove-
chamiento de la variacion somaclonal, el rescate
de embriones, la fusion de protoplastos o la trans-
formacion genética, suponen grandes avances en
la mejora de los citricos (Mohan et al., 1997).

A continuacion, se detallan las herramientas bio-
tecnologicas mas utilizadas para la mejora genéti-
ca en citricos:

Manipulacion de la ploidia: la biotecnologia ha
facilitado la obtencidn de genotipos citricos poli-
ploides (Gmitter et al., 1992) mediante por ejem-
plo el cultivo de tejidos in vitro en un medio adi-
cionado con antimitdticos como colchicina (Soost
y Cameron, 1969). Otras estrategias utilizadas son
el cultivo de endospermo (Wang y Chang, 1978)
y el rescate de embriones triploides a partir de se-
millas abortadas de frutos originados de hibrida-
ciones sexuales (2x X 4x) (Aleza et al., 2010). La
creacion de nuevos parentales tetraploides resulta
de mucho interés, ya que ha permitido la obten-
cion de nuevas combinaciones de hibridos triploi-
des que no se podian obtener décadas atras. Por

ejemplo, mediante citometria de flujo se pueden
identificar plantulas tetraploides originadas por la
duplicacién espontanea del nimero de cromoso-
mas (embrionia adventicia) que se producen en las
células de la nucela de genotipos apomicticos (po-
liembridnicos). En las semillas de los genotipos
no apomicticos (monoembridnicos) que contienen
Gnicamente un embrién de origen sexual, no se
produce la duplicacion esponténea del nimero de
cromosomas por lo que es necesario la utilizacion
de otras tecnologias, como por ejemplo el trata-
miento de los &pices con antimitoticos, los cuales
se injertan por micropropagacion y posteriormen-
te se seleccionan los tetraploides mediante citome-
tria de flujo (Aleza et al., 2010).

Variacion somaclonal: consiste en la variacion
genética o epigenética heredable que aparece en
las células vegetales sometidas a cultivo in vitro
(Diaz et al., 2004). Este proceso puede incluir
cambios en el ADN tanto a nivel nuclear como
citoplasmatico (Larkin y Scowcroft, 1981). Los
cambios producidos por la variacién somaclonal
en general son indeseables o suceden sin mani-
festarse en cambios morfolégicos evidentes. Sin
embargo, la aparicion ocasional de caracteres no
encontrados en las poblaciones naturales y que
representan una ventaja desde el punto de vista
agrondmico, permiten utilizar este fendmeno en
programas de mejora genética (Dewald y Moore,
1987). Esta técnica es muy utilizada para generar
clones mejorados como por ejemplo en Citrus
sinensis, especialmente para la obtencion de los
cultivares Hamlin y Valencia, dos de los genoti-
pos de naranja mas cultivados en Florida, EE.UU.
(Grosser et al., 2007a).

Seleccion asistida por marcadores moleculares:
es un método de mejora que se basa en la identifi-
cacion de regiones del ADN asociadas a un locus
que codifica para una determinada caracteristica
de interés agronomico. La identificacion de estos
marcadores permite realizar una seleccion tempra-
na de la progenie a fin de abordar la mejora de una
forma mas rapida, eficaz y dirigida. Las isoenzi-
mas, RFLP (siglas en inglés de “Restriction Frag-
ment Length Polymorphism”), RAPD (siglas en
inglés de “Random Amplification of Polymorphic
DNA”), AFLP (siglas en inglés de “Amplified
Fragment Length Polymorphism”) o los Microsa-
télites-SSR (siglas en inglés de “Simple Sequence
Repeat”), son algunas de las técnicas mas emplea-
das. En citricos se han desarrollado en los tltimos
anos un elevado numero de marcadores microsa-
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télites que actualmente permiten la elaboracion de
mapas genéticos mas precisos (Fang et al., 2018).
Sin embargo, aun resulta escaso el ndmero de
marcadores asociados a caracteres de interés. Se
conocen algunos marcadores asociados a genes de
resistencia al virus de tristeza de los citricos identi-
ficados en el genoma de Poncirus trifoliata (Fang
et al., 1998). También se han identificados mar-
cadores relacionados con genes que controlan la
cantidad de &cido citrico en los frutos (Fang et al.,
1998), la embrionia nucelar (Smith et al., 2019),
la tolerancia a nematodos (Ling et al., 2000) y la
tolerancia a salinidad (Tozlu et al., 1999). Algunas
caracteristicas genéticas de los citricos, como el
bajo nimero de cromosomas y el reducido tamafio
de su genoma [1C = 0,62 pg] (Guerra, 1984), asi
como el elevado nivel de polimorfismo y la posi-
bilidad de generar hibridos fértiles intraespecifi-
cos e intergenéricos, favorecen la construccion de
mapas genéticos de ligamiento. Hasta la fecha se
han publicado numerosos mapas genéticos de ci-
tricos correspondientes a especies de interés para
la citricultura, ya sea por su aplicaciéon como por-
tainjerto (C. aurantium, C. volkameriana, P. trifo-
liata), o por la produccion de fruta para consumo
en fresco (C. sinensis, C. clementina). Disponer de
mapas genéticos para las diferentes especies del
género Citrus permite la comparacion de sus ge-
nomas, abriendo nuevas lineas de investigacion en
el campo de la genémica comparativa, la mejora
genética asistida por marcadores moleculares, o el
desarrollo de estrategias de clonacion posicional,
entre otras (Chen et al., 2008).

Hibridacién somética mediante fusion de proto-
plastos: esta alternativa de mejoramiento genético
se ha utilizado en citricos para sortear los pro-
blemas de la incompatibilidad sexual, esterilidad
del polen y la poliembrionia. La técnica se basa
en el aislamiento y posterior union de dos proto-
plastos de células no sexuales provenientes de dos
parentales, para formar una Unica célula hibrida,
denominada heterocarionte (célula que contiene
nucleos genéticamente diferentes), a partir de la

cual se puede regenerar una planta completa con
técnicas de cultivo in vitro (Figura 4). Los hibri-
dos resultantes contienen la combinacion de los
genomas nuclear, cloroplastico y mitocondrial de
ambos parentales, y pueden expresar los caracte-
res de ambos; sin embargo, muchas veces hay una
expresion parcial o combinada de los dos geno-
mas (Grosser y Gmitter, 1990). De esta manera,
se han generado hibridos somaticos alotetraploi-
des interespecificos e intergenéricos de cultivares
de copa o portainjertos que pueden utilizarse en
programas de mejoramiento (Grosser et al., 1996).
Por ejemplo, se han generado hibridos somaticos
resistentes a neméatodos utilizando suspensiones
de cultivos de mandarina y pomelo (Grosser et al.,
2007b); plantas tolerantes a la cancrosis y a la clo-
rosis variegada de los citricos (CVC) mediante la
utilizacion de protoplastos de hojas de la variedad
Hamlin de naranja con la mandarina montenegrina
(Pavan et al., 2007).

Transformacion genética: en general se entiende
por transformacion genética de plantas a la trans-
ferencia de genes foréneos al interior del genoma
vegetal. La transgénesis, reportada en la década
de 1980, es una de la herramientas mas versatiles
y poderosas, ya que permite introducir caracte-
risticas nuevas a un cultivo “elite” sin modificar
la integridad o fondo genético del mismo (Peiia,
2000). Por otro lado, la transgénesis no so6lo pue-
de ser util para la mejora genética de las plantas,
sino también para investigar los mecanismos que
controlan su desarrollo y sus respuestas a factores
bidticos y abidticos.

La transformacion de citricos se ha efectuado a
partir de varios tipos de explantos como epicétilo
(Moore et al., 1992), segmentos de tallo nodal e
internodal (Kaneyoshi et al., 1994), células em-
briogénicas (Yao et al., 1996), callos (Hidaka et
al., 1990) y protoplastos (Fleming et al., 2000).
Sin embargo, se ha reportado que el explanto que
mejor responde es el epicotilo (Moore et al., 1992)
y, por lo tanto, es el mas utilizado en experimentos
de transformacion de citricos en la actualidad.

Figura 4. Etapas de la fusion de protoplastos. A. Callos embriogénicos de citrus. B. Protoplastos fusionados. C. Microco-
lonias derivadas de protoplastos fusionados. D. Brotes regenerados a partir de los embriones somaticos obtenidos a partir de

productos de la fusion de protoplastos.
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Entre las técnicas de transformacion que se han
utilizado en citricos se incluyen la absorcion qui-
micamente asistida de ADN foraneo en protoplas-
tos (Fleming et al., 2000) y el bombardeo de callos
0 segmentos de epicétilo con particulas recubier-
tas de ADN (Yao et al., 1996). El primer trabajo
publicado sobre transformacion directa de citricos
fue en 1989, en el que se describio la obtencion de
dos lineas de callos transgénicas a partir del trata-
miento con polietilenglicol (PEG) de protoplastos
de C. sinensis cv. Trovita (Kobayashi y Uchimiya,
1989). En 1990 se consiguid la regeneracion de
plantas transgénicas de limén Rugoso (C. Jambhi-
ri Lush.) utilizando la misma técnica de transfor-
macion, pero combinada con un proceso embrio-
génico de regeneracion (Vardi et al., 1990). Sin
embargo, el método de transformacién en el cual
interviene el sistema bioldgico basado en el plas-
mido Ti (del inglés “Tumor inducing”) de Agro-
bacterium tumefaciens (At) ha demostrado ser el
mas exitoso en citricos (Bond y Roose, 1998; Do-
minguez et al., 2000). Este sistema se basa en la
capacidad de la bacteria para transferir e integrar
informacion genética en el genoma de la planta. Si
bien este método es el mas utilizado, existen deter-
minados factores a tener en cuenta para su éxito,
ya que la eficiencia de transformacion puede va-
riar entre un 0 y 45 %. Este parametro dependera
de diversos factores como es el genotipo citrico,
ya que algunos son considerados recalcitrantes, es
decir, con nula o baja respuesta a la regeneracion
in vitro y/o transformacion (Costa et al., 2002), la
concentracién del inéculo de At y condiciones de
co-cultivo (Bond y Roose, 1998; Dominguez et
al., 2000). Ademas, se debe tener en cuenta que
una vez que se ha integrado el ADN foraneo en el
genoma de la planta, la célula transformada debe

ser capaz de regenerar una planta completa (Figu-
ra 5), y el transgen debe ser expresado en forma
estable durante un largo periodo de tiempo para
poder validar la tecnologia de transformacion.

Los avances en transgénesis en citricos logrados
hasta el presente, permitieron la obtencion de ge-
notipos mejorados mediante la introduccion de di-
ferentes genes capaces de conferir caracteristicas
de interés agrondmico en una gran diversidad de
genotipos citricos. En la Figura 6 se destacan los
logros de mayor relevancia.

Edicion de genoma: la técnica mas reciente en
mejoramiento genético es la edicion del genoma
mediante la tecnologia conocida como CRISPR/
Cas9, la cual permite “editar” o “corregir” el ge-
noma de cualquier célula. CRISPR es la abrevia-
tura en inglés de “Clustered Regularly Interpaced
Short Palindromic Repeats”. El sistema CRISPR-
Cas9 deriva del mecanismo de defensa empleado
por algunas bacterias para eliminar virus. Dicho
sistema consta de un complejo formado por una
proteina Cas unida al ARN producido a partir de
las secuencias CRISPR. Cuando se hace uso bio-
tecnoldgico de este mecanismo se utilizan ARNs
conocidos como ARNSs guias, complementarios a
la region del ADN que se quiere modificar. Dichos
ARNSs se asocian con la enzima Cas9, e hibridan
con la secuencia complementaria del genoma, di-
rigiendo a la endonucleasa Cas9 a cortar el ADN
en una region especifica. En la segunda etapa se
activan al menos dos mecanismos naturales de
reparacion del ADN. En el mecanismo mas co-
munmente denominado “Non-homologous end
joining” (NHEJ) se generan en la secuencia espe-
cifica del ADN donde se uni6 el ARN guia, los de-
nominados indels mediante la insercion o delecion
de algunas pocas bases. Esto conlleva a la pérdida

Figura 5. Regeneracion de brotes transgénicos de citrange troyer. Para la deteccion de brotes regenerados a partir de células
transformadas, se utilizan “genes reporteros” que se incorporan en la construccion génica acompanando al gen de interés, como
el gen gus que codifica para la Beta-glucuronidasa. Las células transformadas se tifien de azul debido al producto que se forma
por accion de la enzima en contacto con el cromodgeno X-Gluc. En A se observa un brote azul completamente transformado, y
en B brotes quiméricos, es decir que poseen células transformadas y no trasformadas.
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Figura 6. Citricos transgénicos obtenidos mediante transformacion genética.

de la funcion original del ADN cortado. Un segun-
do mecanismo dependiente de recombinacién de
secuencias homologas, permite la incorporacion
de una secuencia concreta (de interés) exactamen-
te en el sitio original de corte (Belhaj et al., 2015).
Con la tecnologia CRISPR/Cas9 se inaugurd
una nueva era de la ingenieria genética en la que
se podra regular la expresion génica, etiquetar si-
tios especificos del genoma en células vivas, iden-
tificar y modificar funciones de genes y corregir
genes defectuosos o incluso introducir modifica-
ciones epigenéticas en cualquier célula de una ma-
nera facil, rapida, barata y altamente precisa.
Actualmente ya se han obtenido genotipos ci-
tricos “editados”. Asi, por ejemplo, Jia et al.,
(2017a) modificaron el gen CSLOB1 responsable
de la susceptibilidad a la cancrosis 0 su secuencia
promotora (Jia et al., 2016) en pomelo Duncan,

obteniéndose lineas editadas con tolerancia a can-
crosis en sus etapas iniciales de crecimiento. La
edicion del mismo gen en Citrus sinensis también
arrojo resultados promisorios (Peng et al., 2017).
Ademas, la edicion del factor de transcripcion
CsWRKY22 en C. sinensis llevd a una disminu-
cion de la susceptibilidad en plantas infectadas
con Xanthomonas citri (Wang et al., 2019). Aun-
que la edicion de genoma en citricos esta es sus
etapas iniciales, posee ciertas limitaciones aso-
ciadas por ejemplo a la poliploidia ya que se ha
demostrado que la eficiencia de edicion de genes
es generalmente menor en esta condicién. Por otro
lado, alelos multiples deberian editarse simulta-
neamente (Peng et al., 2017; Zhang et al., 2019).
Por lo tanto, es necesario mayor experimentacion
y conocimiento para obtener mayores beneficios
de esta tecnologia.
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Huanglongbing (HLB), el gran desafio para
los mejoradores del nuevo siglo

El Huanglongbing o HLB, nombre derivado del
chino mandarin que significa “dragén amarillo”,
es considerada la mayor crisis fitosanitaria que
ha tenido la citricultura a lo largo de su historia
(Bové, 2006). Esta enfermedad es producida por
tres especies de bacterias gram-negativas restrin-
gidas al floema: Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas) (Bové, 2006) y Candidatus Liberibacter
americanus (CLam) (Texeira et al., 2005) que son
transmitidas por el psilido vector Diaphorina citri
(Hall etal., 2013); y Candidatus Liberibacter afri-
canus (CLaf) (Jagoueix et al.,1994) que es trans-
mitida por el insecto Trioza eritreae (McClean y
Oberholzer, 1965). Ademas, estas bacterias pue-
den transmitirse también por injerto (Bové, 2006).

El HLB es una enfermedad emergente, que fue
descripta por primera vez en 1919 en el sudeste de
China (Reinking, 1919) y luego de un largo con-
finamiento en esa region, pudo superar océanos y
miles de kilometros de tierra firme y llegar al con-
tinente americano donde se report6 su aparicién
por primera vez en Brasil en el 2004, y en menos
de una década se extendi6 al resto del continente
afectando hoy a mas de 40 paises (Bové, 2006;
Gottwald y Graham, 2014). Actualmente también
se define como una enfermedad cuarentenaria, ya
que hay zonas productoras en donde atin no ha sido
detectada, asi como en ciertos paises de Europa. El
control del HLB es s6lo preventivo y esta basado
en el control del insecto vector y en la erradicacion
de las fuentes de indculo. Esto ultimo se debe a
que todavia no se conoce ninguna fuente de ger-
moplasma resistente a la enfermedad (da Graca et
al., 2016). Los mecanismos de dispersion y super-
vivencia de este microorganismo son tan eficaces
que le han permitido producir graves perjuicios a
la totalidad de las especies comerciales de citricos
cultivadas en el mundo. En paises como Brasil y
en EE.UU. los dafios han sido muy grandes, por
ejemplo, en Florida en 10 afios la produccion ha
disminuido a mas de la mitad (Neupane et al.,
2016). En Argentina en el afio 2012 se detectaron
arboles infectados aislados en Misiones, los cua-
les fueron erradicados. Posteriormente en 2017, se
registraron casos positivos en el arbolado urbano
de las provincias de Formosa, Chaco y Santiago
del Estero (www.clarin.com/rural/agricultura/se-
nasa_0 ByE-PYYQW.html), y en el afio 2018 se
detectaron en lotes productivos del departamento

Federacion (provincia de Entre Rios), el cual es
clave en la produccion de citricos de esa provincia
(http://acnoa.com.ar/situacion-actual-del-hlb-en-
argentina/).

La situacion de la industria frente a la enferme-
dad es muy critica, especialmente debido a la falta
de resistencia y la inexistencia de un tratamien-
to convencional efectivo, por lo que las mayores
expectativas para controlar la enfermedad, estan
puestas en la biotecnologia. Actualmente un eleva-
do porcentaje de las actividades y presupuestos de
las diferentes instituciones de investigacion y pro-
gramas de mejoramiento de los principales paises
citricolas del mundo, estan destinados a combatir
la enfermedad. Se han evaluado diferentes estrate-
gias, pero una de las principales es la biisqueda y/o
generacion de germoplasma resistente. Aunque se
han detectado varios genotipos con cierta toleran-
cia a la enfermedad (Albrecht y Bowman, 2011;
Miles et al., 2017), hasta el momento no existe un
genotipo comercial que sea resistente (da Graga et
al., 2016). Para identificar genes que podrian estar
involucrados en la tolerancia al HLB y que pue-
dan ser utilizados en estrategias de mejora, se han
realizado numerosos estudios de expresion génica
en plantas citricas infectadas con HLB (Kim et al.,
2009; Aritua et al., 2013; Zhong et al., 2015), asi
como también estudios comparativos entre geno-
tipos susceptibles y aquellos con cierta tolerancia
a la enfermedad (Wang et al., 2016).

La transgénesis se ha utilizado para la obtencion
de plantas resistentes al HLB y una de las estrate-
gias mas evaluadas fue la introduccion de genes
que codifican para péptidos antimicrobianos. Asi
por ejemplo, Zou et al. (2017) transformaron plan-
tas de C. sinensis con el gen cecropin B bajo el
control de un promotor de expresion especifico de
floema, donde la bacteria se multiplica, obtenién-
dose plantas menos susceptibles a la enfermedad.
Resultados similares obtuvieron Hao et al. (2016),
quienes transformaron con un gen sintético que
codifica para una tionina modificada, y por Felipe
et al. (2013) y Rocha et al. (2019), con el gen de
la attacina A (attA), un péptido antimicrobiano de
Drosophila melanogaster. Otra aproximacion uti-
lizada fue la transformacion con genes que codifi-
can para componentes del mecanismo de defensa
de la planta, de tal forma que la sobreexpresion
constitutiva o inducible, produzca el incremento
de la resistencia sistémica. Tal es el caso del gen
NPR1 (del inglés, “Non-expressor of Pathogene-
sis Related 1”). Existen varios reportes de plantas
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citricas transgénicas con NPR1 que han mostrado
menor susceptibilidad al HLB (Dutt et al., 2015;
Robertson et al., 2018).

Finalmente, ya se ha incursionado en la edicion
de genoma o tecnologia CRISPR/Cas9 (Jia et al.,
2017a, b) pero atn no se han reportado resulta-
dos contundentes, fundamentalmente debido a que
para esta tecnologl’a €S necesario conocer con an-
terioridad el gen que se desea “editar”, y en el caso
de HLB atn queda mucho por “descubrir” acerca
de los mecanismos que intervienen en la virulen-
cia de la bacteria responsable.

Los citricos transgénicos y la percepcion
publica

Los avances en la tecnologia de mejoramiento
han permitido alcanzar objetivos que en algunos
casos resultaban inimaginables. La transgénesis,
en particular, ha permitido intercambiar genes
entre organismos de diferentes reinos, ademas en
forma relativamente sencilla y rapida. Hoy existen
innumerables evidencias que muestran los bene-
ficios de los organismos genéticamente modifica-
dos (OGM) en diferentes aspectos: econdémicos,
sociales, ambientales, etc. Sin embargo, existe una
percepcion negativa sobre los OGM por parte de
la sociedad en general. Las razones a este rechazo
son multiples, como ser factores psicolégicos in-
herentes al ser humano, la accioén de influenciado-
res, las tendencias en la sociedad moderna, siendo
muchas de ellas infundadas y el resultado de con-
ceptos erréneos (Duran, 2004).

En muchos cultivos, la percepcion publica ha
sido una de las razones que ha frenado en algu-
na medida la velocidad de mejoramiento. En el
caso especifico del HLB por ejemplo, en donde
las soluciones tardan en llegar y la biotecnologia
parece ser la inica esperanza, los cientificos nece-
sitan saber si los productores adoptaran estas tec-
nologias y si los consumidores las consumiran. Un
estudio reciente, llevado a cabo por la Universidad
de Michigan y financiado por el Departamento de
Agricultura de EE.UU., proporciona algunas res-
puestas (Ruth et al., 2018). En base a encuestas
realizadas a consumidores de EE.UU., los inves-
tigadores encontraron que aproximadamente el
50 % se mostraron a favor de los transgénicos,
mientras que el 14 % tenia percepciones negati-
vas de los mismos. En general, las opiniones ne-
gativas surgen desde el desconocimiento del tema,
las cuales dan sustento a lo que se conoce como

“teoria del espiral del silencio” (Noelle-Neumann,
1974), una hipotesis sobre la formacion de la opi-
nioén publica que afirma en parte que “las personas
que expresan sus opiniones en publico alientan
a expresarse a aquellos con opiniones similares,
mientras que silencian a quienes sostienen pun-
tos de vista opuestos”. En otro estudio realiza-
do por Fernbach et al. (2019), determinaron que
un 90 % de los encuestados (poblacion adulta
de EE.UU., Francia y Alemania), se mostré con
cierta disconformidad ante el uso de los OGM.
El resultado mas sobresaliente de este estudio re-
veld que “cuanto mas firme es la posicion de las
personas en contra de los alimentos modificados
genéticamente, menor es su conocimiento real”,
lo que se conoce como “psicologia del extremis-
mo”, conclusiones que fueron compartidas por el
Dr. M. Sanchez de ChileBio en un estudio realiza-
do sobre consumidores de ese pais (https://www.
chilebio.c1/2019/02/22/los-transgenicos-pueden-
salvar-a-los-citricos-de-florida-lo-aceptaran-los-
consumidores/). Este comportamiento también
fue extensivo hacia otros temas cientificos, por lo
que los investigadores coinciden en que “es res-
ponsabilidad de los cientificos participar de estos
temas para evitar que personas que no tienen ante-
cedentes cientificos llenen el vacio” (Fernbach et
al., 2019; Taylor et al., 2019).

Proteccion de la propiedad de los genotipos
citricos mejorados: situacion en Argentina

Al obtener un nuevo genotipo por alguna estra-
tegia de mejoramiento, existe una legislacion que
le confiere al obtentor de una variedad vegetal
“un titulo/derecho de propiedad”, como recono-
cimiento a su actividad fitomejoradora. El marco
legal en la Republica Argentina esta regulado por
la Ley de Semillas y Creaciones Fitogenéticas N°
20.247, la cual fue reglamentada en el afio 1991
por el Decreto N°2183/91, y la Ley N° 24.376 que
establece la adhesion de Argentina al Convenio
Internacional para la Proteccion de las Obtencio-
nes Vegetales—UPOV (Union Internacional para la
Proteccion de las Obtenciones Vegetales). Desde
el afio 1994, la Republica Argentina es integrante
de la UPOV, la cual depende del OMPI (Organiza-
ciéon Mundial de la Propiedad Intelectual). La Ley
N° 20.247 protege la propiedad de obtentor de una
variedad, pero para poder comercializarla, se debe
registrar la variedad en el Registro Nacional de la
Propiedad de Cultivares (RNCP) y en el Registro
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Nacional de Cultivares (RNC) (Labarta, 2004).

El derecho de obtentor tiene tres excepciones: la
de consumo, la de uso propio del agricultor en su
propia explotacion, y la del fitomejorador que, se-
gun establece el Articulo 43 de la Ley N° 20.247,
lo habilita a utilizar libremente una variedad pro-
tegida para crear y comercializar una nueva varie-
dad (Articulo 43: “La propiedad de una variedad
no impide su utilizacion como fuente de variacion
0 como aporte de caracteristicas deseables en tra-
bajos de mejoramiento vegetal. Para tales fines no
sera necesario el conocimiento ni la autorizacion
del obtentor”). Esta tltima también se contempla
en la legislacion de la Comunidad Europea (Re-
glamento CE 2100/94), a excepcion del caso de
que la nueva variedad sea esencialmente “deriva-
da de la variedad original”, en donde si se necesita
la autorizacion del obtentor de esta Ultima para la
comercializacion. Se considera que una variedad
es “derivada” de la original cuando se diferencia
solamente en el caracter introducido. Por lo tan-
to, si bien una sola variacion del fenotipo alcan-
za para otorgar el titulo de propiedad de la varie-
dad vegetal, habra una necesidad de retribuir al
obtentor inicial por la investigacion y desarrollo
de la variedad vegetal inicial (Art. 14, inc. 5, b,
del Convenio Internacional para la Proteccion de
las Obtenciones Vegetales). En este sentido, y te-
niendo en cuenta las modificaciones asociadas a
la tecnologia de mejoramiento utilizada, este seria
el caso de las variedades generadas por transgéne-
sis, edicion de genoma y mutagénesis; no asi en el
caso de los procedimientos que involucran una hi-
bridacion (sexual o somatica), en donde el nuevo
genotipo difiere sustancialmente de los originales
(Navarro, 2011). Estas consideraciones son im-
portantes a la hora de elegir los genotipos inicia-
les en un programa de mejoramiento, en especial
cuando los fines son de comercializacion.

En un futuro muy cercano habra que definir el
marco regulatorio para la proxima generacion de
vegetales modificados por edicion de genomas
para los cuales atin no existen definiciones precisas
sobre como considerarlos. Por ejemplo, las agen-
cias reguladoras europeas consideran que los pro-
ductos editados deberian tratarse como los OGM,
mientras que la USDA (siglas en inglés de “Uni-
ted States Department of Agriculture”), conside-
ra que los cultivos editados pueden considerarse
como productos de mutagénesis bioldgica, como
la mutagénesis quimica y de radiacion utilizada en
el fitomejoramiento convencional (Fritsche et al.,

2018). Por lo tanto, este tema debera analizarse
cuidadosamente para proceder en forma correcta.

Programas de mejoramiento genético de
citricos en el mundo

Las actividades de mejoramiento genético de
una manera sistematica mediante la hibridacion
dirigida y la seleccion clonal datan de fines de
1800 con el trabajo de los pioneros Swingle y
Webber en Florida, EE.UU. (Traub y Robinson,
1937; Cooper et al., 1962). Luego esta actividad
se extendio entre los principales paises producto-
res como Japon (1909), y un poco mas tarde, entre
1920 y 1930, a otros paises como Espana, Italia
e Israel (Traub y Robinson, 1937), a medida que
paralelamente se comenzaron a organizar progra-
mas de mejoramiento, principalmente por iniciati-
vas de los gobiernos. En las ultimas tres décadas
hubo una proliferacion de nuevos programas de
mejoramiento en todo el mundo, destacandose una
mayor inversion de fondos privados en programas
publicos de mejoramiento, asi como un nimero
creciente de programas privados. Después de mas
de un siglo, muchos programas de mejoramiento
todavia utilizan enfoques clasicos como la evalua-
cion fenotipica de un gran nimero de descendien-
tes y la seleccion clonal (Carusso et al., 2020), a
pesar de las falencias que conllevan las observa-
ciones empiricas, especialmente cuando se trata
de caracteristicas fuertemente influenciadas por el
ambiente.

Actualmente, casi todos los paises productores
poseen programas de mejoramiento con distintos
grados de complejidad, integrando en mayor o
menor medida los enfoques clésicos, la biologia
molecular, la genética, la genémica, metabolomi-
ca, etc.

El programa de mejoramiento méas antiguo le
corresponde a Estados Unidos, el cual se inici6 en
el ano 1893 en Florida por iniciativa de la USDA
(Cooper et al., 1962), y que atn sigue vigente.
Luego, en 1907 en la Universidad de California se
cred el “Citrus Experiment Station” en Riverside,
y posteriormente en la Universidad de Florida se
cred el “Citrus Research and Education Center”
(CREG; https://crec.ifas.ufl.edu), el cual inicio6 su
programa de mejoramiento de citricos en la década
de 1920. ElI CREC, actualmente posee uno de los
programas de mejoramiento mas grandes. El enfo-
que mas importante del programa es la resistencia
a enfermedades (virosis, nematodos y HLB), y la
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calidad de la fruta, especialmente en naranjas de
ombligo, mandarinas y pomelos.

En China, primer productor mundial, el mejo-
ramiento de los citricos enmarcado dentro de un
programa comenzo en la década de 1960, aunque
luego sufrié una disminucién en sus actividades
en las décadas de 1980 y 1990. El programa de
mejoramiento de China fue posteriormente ac-
tivado, y en el afio 2003 el gobierno realizoé una
fuerte inversion en la creacion del Centro de Me-
joramiento de Citricos en la Universidad Agricola
de Huazhong y un Centro de Mejora de Citricos
en el Instituto de Investigacion de Citricos de la
actual Universidad del Suroeste, una de las mas
antiguas instituciones de educacion superior en
China. Dentro de los principales objetivos de me-
joramiento se incluyen la extension de las tempo-
radas de cosecha, la obtencion de variedades sin
semillas, y la calidad de la fruta tanto en color
como en sabor, principalmente de mandarina, na-
ranja y pomelo. El programa de mejoramiento de
China utiliza técnicas convencionales, en especial
la seleccion de mutantes, en fuerte combinacion
con numerosas herramientas biotecnologicas tan-
to para mejoramiento como para investigacion en
genética (Deng, 2008).

En Espaiia, el inicio de las actividades forma-
les de mejoramiento genético, se iniciaron como
consecuencia de la fuerte incidencia del virus de
la tristeza de los citricos que ocasiond importantes
pérdidas econdmicas en la década de los 60 (Na-
varro y Ballester, 1976). La comunidad valenciana
lidera la produccion de naranjas (59 %) y man-
darinas (73,3 %), mientras que la Comunidad de
Murcia la de limones (55 %). En el afio 1975 se
cred el Programa de Mejora Sanitaria de Citricos,
el cual involucra tres programas coordinados: Sa-
neamiento, Cuarentena y Certificacion. Los obje-
tivos del programa eran obtener y proveer plantas
sanas a través de un sistema de certificacion y el
mantenimiento en un banco de germoplasma de
citricos. Cada programa es responsabilidad de una
institucion publica diferente: el Programa de Sa-
neamiento se desarrolla en el Instituto Valencia-
no de Investigaciones Agrarias (IVIA) en donde
también se encuentra el Banco de Germoplasma
de Citricos (BGCI); el Programa de Cuarentena
se desarrolla en la Unidad de Sanidad Vegetal del
Ministerio de Agricultura y Recursos Marinos
(MARM); y el de Certificacion se lleva a cabo
de forma compartida entre la Oficina Espafio-
la de Variedades Vegetales (OEVV) del MARM

y los servicios competentes de las Comunidades
Auténomas. En Murcia, el Grupo de Citricultura
del IMIDA (Instituto Murciano de Investigacion
y Desarrollo Agrario y Alimentario) viene desa-
rrollando un “Programa de Mejora Genética del
Limonero”, con el objetivo de obtener clones tar-
dios de la variedad “Fino” mediante cruzamientos.

Cabe aclarar la importancia que tiene la conser-
vacion de germoplasma, especialmente en un cul-
tivo como los citricos cuya produccion se basa en
unas pocas variedades seleccionadas de alto rendi-
miento, y en donde existe una riquisima fuente de
germoplasma “no utilizado”, y que muchos geno-
tipos son abandonados y se pierden. Actualmente,
el BGCI del IVIA consta de 694 genotipos y tres
colecciones: la de campo, la de invernadero y una
coleccion de callos embriogénicos crioconserva-
dos (Ancillo y Medina, 2017).

En Brasil, las instituciones que llevan a cabo el
mejoramiento de citricos son varias, tales como el
Centro de Citricultura Sylvio Moreira- Instituto
Agrondmico de Campinas (CCSM-1AC); Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Uni-
versidade de Sao Paulo (ESALQ-USP), Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sdo Paulo (CENA-USP), Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), ¢ Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR), Instituto Agro-
némico, en Cordeiropolis (Sdo Pablo), y en EM-
BRAPA, en Cruz das Almas (BA). La introduccion
de germoplasma exatico esté estrictamente regu-
lado por EMBRAPA (EMBRAPA, 2016) o por el
Instituto Agronémico de Campinas (Dudienas et
al., 2017). El programa de mejoramiento genéti-
co de EMBRAPA data desde 1970 (EMBRAPA,
2015) e involucra la evaluacion de germoplasma
y la evaluacion agronémica de nuevos hibridos
para portainjertos. La coleccion de germoplasma
se inici6 en la década de los treinta y cuenta con
mas de 1.700 accesiones que representan todas
las especies y variedades de citricos. Se considera
la coleccion de genotipos citricos méas grande del
mundo (Carvalho et al., 2019).

En India, el mejoramiento del cultivo en forma
organizada comenzé con la creacion del Conse-
jo de Investigacion Agricola (ICAR) en el afio
1929. Antes de eso el trabajo estaba en manos de
productores locales que seleccionaban genotipos
destacados, o se introducia germoplasma exotico.
Desde 1929 hasta 1997, con la ayuda del ICAR,
se crearon varias estaciones de experimentacion
agricola en diferentes zonas del pais, destinadas a
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atender problematicas locales. En India existe una
red interactiva de institutos de investigacion de la
que también forman parte numerosas universida-
des, no solo dedicados al mejoramiento de citri-
cos, sino también de otra gran cantidad de frutas,
hortalizas y flores. Este pais es un centro de diver-
sidad genética muy importante de numerosos cul-
tivos. Esta base genética local, junto a la introduc-
cioén de material genético exotico, ha permitido la
generacion de numerosos nuevos cultivares de di-
ferentes cultivos comerciales que se producen en
ese pais. El “Centro Nacional de Investigaciones
en Citrus” localizado en Nagpur en el estado de
Mabharashtra, famoso por las mandarinas “orange”
(Citrus reticulata), fue creado en 1985 para man-
tener una riquisima coleccion de germoplasma de
India (Hasan y Suresh, 2008).

Italia comenzd las actividades de mejoramien-
to en la década de 1940. En 1978 comenzaron un
importante programa para la generacion de tri-
ploides. Actualmente hay una fuerte interaccion
del “Consejo de Investigacion Agricola” (CREA)
y el sector privado de productores que acelera la
evaluacion del germoplasma y la llegada al sector
productivo. En el CREA se realiza la generacion
y evaluacion de germoplasma, mutaciones, sanea-
miento e introduccion de material exético, mien-
tras que en el sector privado se realizan las eva-
luaciones en campo, analisis econdomico y llegada
a la produccion comercial. A diferencia de lo que
ocurre en otros paises, en Italia el mejoramiento
de los citricos esta fuertemente financiado por fon-
dos privados (Caruso et al., 2016).

En Japon, el “Instituto Nacional de Ciencia de la
Fruta” inici6 un fuerte Programa de Mejoramiento
de Citricos en el afio 1909 (Nesumi y Matsumo-
to, 2003), fundamentalmente en base a las acti-
vidades de seleccion de mutaciones espontaneas,
como ocurri6 en el resto de los paises en esa época
(Nishiura, 1964). La hibridacién se fue incorpo-
rando lentamente, lograndose varios genotipos co-
merciales como el tangor “Kiyomi”, un hibrido de
mandarina “Miyagawa-wase” y naranja “Trovita”,
el primer cultivar de tangor que se lanz6 en Ja-
pon, con excelente calidad alimenticia, sabor, alto
contenido de jugo y semillas monoembrionarias
(Nishiura et al., 1983). Desde la segunda mitad
de la década de 1990, se lanzaron nuevos cultiva-
res enriquecidos en componentes funcionales, in-
cluidos los carotenoides como la B-criptoxantina
y/o polimetoxiflavonoides, como la variedad de
naranja “Kankitsu Chukanbohon Nou 6 gou”. La

mandarina satsuma se adapta al clima japonés y se
ha cultivado extensivamente durante mas de 100
aflos en Japon, la cual tiene un lugar privilegiado
en los programas de mejora, y cuyos principales
objetivos son la calidad de la fruta, la produccion
estable y resistencia al estrés bidtico (Oruma y
Shimada, 2016).

En Argentina existen dos instituciones que lle-
van a cabo el mejoramiento de los citricos. El
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) y la Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC). El INTA, median-
te el Programa Nacional de Frutales, investiga
en mejoramiento genético y trabaja con los pro-
ductores para asegurar calidad y eficiencia. En la
provincia de Tucuman, noroeste del pais, en la
Estacion Experimental de Famailla, desde 1970
se trabaja en la obtencion de variedades mejora-
das, como asi también en la sanidad en cultivo y
poscosecha (INTA informa, 2016a). Cuenta con
una coleccion de germoplasma propio y exotico,
introducido desde diferentes partes del mundo.
Por otro lado, en el noreste del pais destacado por
la produccion de dulces (naranjas, mandarinas y
pomelos), el INTA Concordia en la provincia de
Entre Rios, trabaja en el desarrollo integral de la
cadena productiva, desde la produccion de germo-
plasma, semillas y yemas de plantas madres sanea-
das, como asi también en el desarrollo de técnicas
de manejo, sanidad, comercializacion, etc. (INTA
informa, 2016b). Esta institucion cuenta con el
“Programa de Mejoramiento Genético y Sanitario
de Citricos” desde 1984, y el “Centro Unico de
Introduccion y Saneamiento (CUIS)”, el cual con-
tiene el Banco de Germoplasma y de variedades
comerciales saneadas y en aislamiento que cuenta
con mas de 220 genotipos citricos comerciales con
identidad genética y sanidad controlada. También
se realiza la introduccion, injerto por micropropa-
gacion, diagnostico y mantenimiento en condicio-
nes de seguridad de variedades citricas, que luego
son certificadas por el Instituto Nacional de Semi-
llas (INASE) y el Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA) y multiplica-
das en viveros (INTA informa, 2016a). Esa unidad
del INTA mantiene una coleccion de casi 1.000
variedades citricas en campo y tiene ensayos con
tecnologias innovadoras como plantaciones en
alta densidad, fertirrigacion y técnicas de manejo
para disminuir el uso de plaguicidas (INTA infor-
ma, 2016a). Los laboratorios de Proteccion Vege-
tal y Biotecnologia (Registro RNCFS 5983/Al) y
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el CUIS de INTA Concordia, son responsables de
la introduccion y mantenimiento de variedades en
proceso de saneamiento, variedades saneadas (ori-
ginal y réplica) y de los analisis de enfermedades
acorde a lo dispuesto por la Resolucion 149/98
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pes-
ca y Alimentacion, denominada “Normas para la
produccion, comercializacion e introduccion de
plantas citricas de vivero y sus partes”. EI CUIS
provee varetas yemeras para formar los lotes de
preincremento en el Centro Proveedor de Material
Certificado “El Alambrado”, el cual provee de ma-
terial de incremento y comercial a viveristas para
producir plantas citricas certificadas, de acuerdo
a lo requerido por el Programa Nacional de Cer-
tificacion de Citricos (Plata Tamayo et al., 2015).

La EEAOC en la provincia de Tucuman, es otra
de las instituciones que trabajan en el mejoramien-
to de los citricos. La EEAOC, ente autarquico del
Ministerio de Desarrollo Productivo del Gobier-
no de Tucuman, inicié un Programa de Mejora-
miento Genético de Portainjertos en el afio 1960,
el cual se encuentra vigente (http://www.eeaoc.
org.ar/proyectos/133/Programa-Citrus.html).  El
objetivo del programa es desarrollar genotipos de
portainjertos especificos para la industria limonera
local, con resistencia o tolerancia a enfermedades,
adaptacion a las condiciones ecoldgicas, y que fa-
vorezcan una calidad de fruta que responda a las
exigencias del mercado nacional e internacional.
En el periodo comprendido entre 1960 y 1995 se
realizaron 128 cruzamientos, empleando 99 pro-
genitores femeninos y 40 masculinos, y 1859 hi-
bridos fueron evaluados en campo. Como resulta-
do de estos trabajos, en el afio 2006 se inscribieron
en el INASE y se liberaron al cultivo comercial
tres portainjertos: Citrandarin 61 AA 3, Citrumelo
75 AB, 79 AC (Cleopatra x Citrumelo Swingle),
81 G 220 y 81 G 513, estos ultimos, producto
de un cruzamiento de Volkameriano x Cleopatra
(Stein y Foguet, 2015). En las primeras décadas
del siglo XX, la EEAOC introdujo numerosas es-
pecies y variedades citricas que fueron las bases
de su coleccion de germoplasma citrico ubicado
en el predio experimental en la sede central y que
cuenta con aproximadamente 700 genotipos. Al
igual que INTA, la EEAOC también cuenta con
un Centro de Saneamiento habilitado por el INA-
SE desde octubre del afio 2004, el cual realiza el
saneamiento, diagnostico de virosis y provision de
semillas y yemas certificadas a los productores lo-
cales (Figueroa et al., 2019).

Consideraciones finales

La evolucion que han tenido los citricos a lo lar-
go de su historia es sorprendente. El mejoramiento
de este cultivo, como de las especies lefiosas en
particular, exige un esfuerzo y riesgos extras, con-
siderando que los resultados de innovaciones no
son de visibilidad inmediata. Gracias a las nuevas
tecnologias, esta espera e incertidumbres han dis-
minuido, aunque también han surgido otros nue-
vos obstaculos por sortear. Entre ellos se pueden
mencionar los asociados al ya inminente cambio
climatico que genera un panorama desconocido e
incierto en cuanto al escenario en el que se debe-
ra desarrollar el cultivo, asi como también la per-
cepcion publica, el marco regulatorio y, muchas
veces los precios bajos y costos elevados que han
puesto en crisis a la industria a nivel mundial. Es
por ello la importancia de la implementacion de
tecnologias que permitan incrementar la eficiencia
productiva del cultivo y que aseguren su continui-
dad, no s6lo por el valor nutricional e industrial
del producto, sino también por la importancia so-
cial, ya que la citricultura moviliza una gran canti-
dad de actividades paralelas que son el sustento de
muchas economias regionales y nacionales.
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