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CRIOCONSERVACION DE APICES DE CITRUS SINENSIS®

Natalia R. DoLce®); Adriana M. ScoccHI® y Luis A. MROGINSKI®)

ABSTRACT: Sweet orange shoot tips (Citrus sinensis L. Osbeck cv. “Valencia late”) obtained from
plantlets derived from nucella-in vitro cultures were cryopreserved by the encapsulation-dehydration
technique. The optimal survival rate (65%) was obtained when encapsulated shoot tips were pre-
grown for 3 days in a medium containing 0.5M sucrose, desiccated for 5 h in silica gel and frozen
slowly (1°C/min) from 20°C to -30°C before immersion in liquid nitrogen (-196°C). Recovered plant-
lets from cryopreserved shoot tips were successfully transferred to pots.

RESUMEN: Apices de naranjo dulce Citrus sinensis L. Osbeck cv. “Valencia late” extraidos de plantas
obtenidas a partir del cultivo in vitro de nucelas fueron exitosamente crioconservados aplicando la
técnica encapsulacion-deshidratacion. Los mejores porcentajes de sobrevivencia (65%) se obtuvieron
cuando los apices encapsulados fueron pretratados con sacarosa 0.5M durante 3 dias y luego se des-
hidrataron en silica gel (5 h). Posteriormente, los apices fueron sometidos a un descenso programado
de temperatura desde 20°C hasta -30°C (1°C/min), seguido de inmersion directa durante 1 hora en
nitrégeno liquido (-196°C). Las plantas derivadas de los apices crioconservados fueron exitosamente
transferidas a macetas.

Palabras claves: Citrus sinensis, cultivo in vitro, apices, crioconservacion, encapsulacién-
deshidratacion.

Key words: Citrus sinensis, in vitro culture, shoot tips, cryopreservation, encapsulation-
dehydration.

INTRODUCCION

Los recursos genéticos vegetales constituyen una de las riquezas naturales fun-
damentales de las cuales depende la seguridad alimentaria mundial. La erosion genética
es un problema a escala mundial y la iniciativa de medidas para evitarla comenzé a to-
mar auge con la segunda guerra mundial. A partir de ese momento se producen profun-
das modificaciones en el sector agricola con la introduccion de variedades altamente
productivas y homogéneas que sustituyeron a las variedades tradicionales. Los benefi-
cios asociados a este cambio posibilitaron un elevado incremento en la productividad
de los cultivos. No obstante, ello también implico la pérdida irreparable de muchas va-
riedades, caracterizadas por su elevada heterogeneidad y baja productividad, pero tam-
bién por su resistencia a condiciones adversas (sequias, enfermedades, plagas), Mro-
ginski et al. (1991).
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Si bien ésto es un hecho conocido, en la medida que los recursos genéticos no se
conserven adecuadamente no se podra disponer de ellos en el mediano y largo plazo.
La toma de conciencia de esta situacion determind la puesta en marcha de estrategias
para conservar, caracterizar y evaluar los recursos genéticos. Hoy en dia esta necesidad
es aceptada como una responsabilidad social y esencial para la preservacion de la bio-
diversidad, Pita Villamil e Iriondo Alegria (1997).

Cuando se habla de preservacion de germoplasma hay que subrayar que el obje-
tivo es conservar, con la mayor integridad posible, la variabilidad genética de las po-
blaciones seleccionadas.

Las técnicas de cultivo in vitro de tejidos aparecen en la actualidad como una al-
ternativa para la conservacion a corto, mediano y largo plazo. Esta ultima, implica la
conservacion de los explantes a temperaturas ultrabajas del nitrogeno liquido (-196°C)
y se denomina crioconservacion, Ashmore (1997). La crioconservacion es una valiosa
herramienta para conservar a largo plazo (afios) nuestros recursos fitogenéticos, ofre-
ciendo la méxima estabilidad de los caracteres genotipicos del germoplasma conserva-
do, asi como minimos requerimientos de espacio y mantenimiento, Engelmann (1997).

Actualmente se dispone de varias técnicas para la crioconservacion de germo-
plasma vegetal, entre las cuales se encuentra la encapsulacion-deshidratacion. Esta téc-
nica, establecida por Dereuddre et al. (1990) usando apices de plantas in vitro de pera,
esta basada en la técnica de produccion de semillas sintéticas, donde embriones somati-
cos son encapsulados en una capsula de gel hidrosoluble. El uso de la misma disminuye
la vulnerabilidad de los explantes al ser sometidos a tratamientos muy drasticos (como
ser pretratamientos con elevadas concentraciones de azlcares seguidos por una intensa
deshidratacion), Cho et al. (2002a).

En el IBONE, desde hace algunos afios se viene trabajando en la conservacion y
crioconservacion de germoplasma vegetal, Scocchi et al. (2004 a y b); Scocchi y Mro-
ginski (2004). A excepcidn del trabajo realizado por Dolce et al. (2002); en nuestro pa-
is no se conocen antecedentes bibliogréaficos respecto a la crioconservacion de cultiva-
res citricos. En el mundo, se citan antecedentes referidos a la crioconservacion de va-
rias especies de Citrus mediante la utilizacion de distintos explantes, como por ejemplo
semillas, Mumford y Grout (1979); 6vulos, Bajaj (1984); embriones somaticos, Gonza-
lez-Arnao et al. (2003); callos nucelares, Sakai et al. (1991); ejes embriogénicos, Cho
et al. (2002 a y b); suspensiones celulares, Aguilar et al. (1993) y callos embriogénicos
derivados de évulos, Pérez et al. (1999).

Para la conservacion de germoplasma, los tejidos organizados tales como apices
0 meristemas son de preferencia sobre suspensiones celulares o callos debido a que los
primeros son genéticamente méas estables, Bajaj (1991). Sin embargo, la informacién
sobre la crioconservacion de apices o meristemas de especies citricas es aun muy limi-
tada. Wang et al. (2002a) emplearon la técnica encapsulacion-deshidratacion utilizando
como explantes apices de “Troyer” citrange (Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus si-
nensis (L.) Osbeck). Por otra parte, Cho et al. (2002a) trabajaron con ejes embriogéni-
cos de Citrus madurensis y Gonzélez-Arnao et al. (2003) aplicaron esta técnica utili-
zando dvulos y embriones somaticos de varias especies de citricos.

También fue posible la crioconservacion de ejes embriogénicos de Citrus madu-
rensis empleando la técnica de vitrificacion (Cho et al., 2002b) y de &pices de “Troyer”



Crioconservacion de apices de Citrus sinensis...Natalia R. DOLCE et al. 39

citrange (Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis (L.) Osbeck) por encapsulacion-
vitrificacion (Wang et al., 2002b).

No obstante, hasta el momento no se citan antecedentes referidos a la crioconser-
vacion de apices de Citrus sinensis cv. “Valencia late” con el uso de alguna de las téc-
nicas de crioconservacion.

El objetivo de este trabajo fue optimizar una metodologia in vitro que posibilite
la crioconservacion de &pices de naranjo dulce (Citrus sinensis cv. “Valencia late”),
uno de los cultivares citricos de gran interés para Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se cultivaron apices de naranjo dulce Citrus sinensis L. Osbeck cv. “Valencia
late” provenientes de la germinacién de embriones somaticos obtenidos por cultivo in
vitro de nucelas a partir de frutos inmaduros de 14-15 semanas post-polinizacion
(aproximadamente de 3.5 a 4 cm de didmetro). Los frutos fueron desinfectados por in-
mersidn en etanol 70% durante 5 min, seguida por inmersidn en una solucion de NaOCI
al 1.6% durante 30 min. Luego, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril.
Posteriormente, se disectaron los frutos en una cabina de flujo laminar de aire estéril, se
extrajeron las semillas y, siguiendo el procedimiento desarrollado por Rey et al. (1995),
se aislaron las nucelas, las cuales fueron cultivadas en el medio basal de Murashige y
Skoog (1962) -MS- con la adicion de acido indolacético (AIA) 1 mg/L + cinetina (CIN)
0.1 mg/L. El pH de los medios fue ajustado a 5.8 antes del agregado de 0.75% de agar
Sigma (A-1296). Se utilizaron frascos de vidrio de 100 cm® de capacidad conteniendo
25 mL de medio de cultivo. Los frascos fueron obturados con papel de aluminio y este-
rilizados en autoclave (0.101 Mpa durante 20 min). Luego del cultivo (4 explantes o
medias nucelas por frasco), los frascos fueron mantenidos en un cuarto climatizado a
27 + 2°C con un fotoperiodo de 14 h (intensidad luminica de 116 pm m?s™).

Al cabo de 30 dias se obtuvieron embriones somaticos en forma directa (sin la
fase intermedia de callo), los que germinaron en el mismo medio de cultivo y cuyos
apices (de aproximadamente 2-3 mm) fueron utilizados como explante en este trabajo.

Precultivo

Los &pices, una vez disectados, fueron cultivados en un medio de induccion de
vastagos constituido por MS suplementado con sacarosa 50 gr/L + bencilaminopurina
(BAP) 0.5 mg/L + &cido indolbutirico (IBA) 0.25 mg/L + sulfato de adenina 40 mg/L +
extracto de malta 750 mg/L, solidificado con agar 0.85%; siguiendo el procedimiento
realizado por Gonzélez-Arnao et al. (1998) para la crioconservacion de apices de Pon-
cirus trifoliata (L.) Raf. Los explantes fueron precultivados por 24 h en un cuarto cli-
matizado a 27 + 2°C con un fotoperiodo de 14 h (intensidad luminica de 116 pm m?s™).
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Protocolo de Crioconservacion: Técnica Encapsulacion — Deshidratacion

Luego del precultivo, trabajando en una cabina de flujo laminar de aire estéril a
temperatura ambiente, los explantes fueron encapsulados en un gel de alginato de sodio
al 3%, polimerizado con una solucién 0.1 M de cloruro de calcio. Cada cdpsula conte-
nia un explante.

Posteriormente, los explantes fueron sometidos a 8 tratamientos (ver Tabla 1),
con el objeto de evaluar el efecto de la duracion del pretratamiento con alta concentra-
cion de azucar (0.5 M sacarosa) sobre la sobrevivencia de los &pices luego de ser lleva-
dos a nitrogeno liquido (Tratamientos 2, 3, 5y 6). Ademas, para confirmar la no fito-
toxicidad del alto potencial osmatico con que los apices fueron pretratados (Tratamien-
tos 1y 4), la optimizacion del medio de cultivo utilizado (Tratamiento 7) y la consis-
tencia de la capsula (Tratamiento 8).

Los explantes fueron pretratados (ver Tabla 1) en el medio de induccion de vés-
tagos con la adicion de sacarosa 0.5M (durante 3 ¢ 4 dias) y mantenidos en agitacién
permanente en forma liquida. Luego, fueron deshidratados con silica gel en camaras
herméticamente cerradas durante 5 h (alrededor de un 25% del contenido de humedad,
basado en el peso fresco), Scocchi et al. (2004a). Los apices encapsulados y deshidra-
tados fueron transferidos a tubos de polipropileno (crioviales) estériles de 5 mL (10
apices encapsulados/criovial) y llevados a inmersion directa en nitrogeno liquido
(-196°C) por 1 h o a un programador de descenso controlado de temperatura (desde
20°C hasta -30°C) descendiendo 1°C/min, y luego inmersos en nitrégeno liquido duran-
te 1 h. Finalmente, los &pices encapsulados fueron descongelados rapidamente a Bafio
de Maria durante 1 min a 30°C y recultivados en el mismo medio antes descripto e in-
cubados durante la primer semana en oscuridad a 27 + 2°C. Transcurrido este tiempo,
los mismos fueron transferidos a un cuarto climatizado a 27 + 2°C con un fotoperiodo
de 14 h (intensidad luminica de 116 pm.m%s™).

Todos los tratamientos fueron repetidos tres veces con 10 réplicas por cada uno.
Los mismos fueron evaluados a los 21 dias de haber realizado el descenso programado
de temperatura.

Tabla 1: Detalle de los tratamientos realizados

P4
o

Tratamientos

Testigo (pretratamiento 3 d 0.5M de sacarosa) P Recultivo

Pretratamiento 3 d 0.5M de sacarosa — g Deshidratacion 5 h —p.-30°C —p. -196°C —p» Recultivo

Pretratamiento 3 d 0.5M de sacarosa —> Deshidratacion 5 h 4>-196°C —> Recultivo

Testigo (pretratamiento 4 d 0.5M de sacarosa) Recultivo

Pretratamiento 4 d 0.5M de sacarosa > Deshidratacion 5 h > -30°C > -196°C > Recultivo

Pretratamiento 4 d 0.5M de sacarosa — P Deshidratacion 5h ———————-196°C —® Recultivo

Testigo sin capsula P Cultivo

(N0 | B W|IN|PP

Testigo con capsula P Recultivo
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No fue necesario remover las capsulas para extraer los explantes, ya que los
mismos la atravesaron sin ningun inconveniente.

Una vez que los apices crecieron, transformandose en véstagos bien desarrolla-
dos (1.5-2 cm de longitud), alrededor de 7-8 semanas después del recultivo, fueron
transferidos a un medio de enraizamiento constituido por MS + &cido naftalenacético
(ANA) 1 mg/L + IBA 2 mg/L (Dolce et al., 2003). Esto permitio la obtencion de plan-
tas completas, que luego fueron transferidas a macetas y mantenidas en un invernadero
bajo condiciones controladas de humedad y temperatura para su aclimatacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los pretratamientos con una alta concentracién de azlcar (0.5 M) fueron realiza-
dos con el objeto de proteger (crioproteccion) a los explantes que seguidamente serian
sometidos a una temperatura ultrabaja. Los testigos de estos tratamientos de azlcares
(Tratamientos 1 y 4) presentaron alrededor de un 70% de sobrevivencia y 50% de api-
ces brotados, confirmando con ello la no fitotoxicidad del alto potencial osmético con
que los &pices fueron pretratados.

Los testigos sin y con céapsula brindaron porcentajes de sobrevivencia del 97-
85% y 97-75% de apices brotados respectivamente, estableciendo con ello la optimiza-
cién del medio de cultivo utilizado (Tratamiento 7) y de la consistencia de la capsula
(Tratamiento 8) (Fig. 1).
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Fig. 1: Efecto de diferentes pretratamientos en el porcentaje de sobrevivencia de pices de na-
ranjo dulce.
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El mejor tratamiento consistio en pretratar los apices encapsulados con sacarosa
(0.5M) durante 3 dias, deshidratarlos en silica gel (5 h), llevarlos a descenso programa-
do de temperatura desde 20°C hasta -30°C (1°C/min), y luego a inmersion en nitrégeno
liquido (1 h) (Tratamiento 2). Con este procedimiento, los explantes sobrevivieron al
nitrégeno liquido en un 65%, con un 47% de apices brotados (Figs. 1y 2).

En el caso de los tratamientos con inmersion directa en nitrogeno liquido (Tra-
tamientos 3 y 6), éstos arrojaron un 20-27% de sobrevivencia respectivamente, con un
porcentaje de apices brotados de alrededor del 20% para ambos tratamientos.

Cuando los apices se pretrataron 4 d con sacarosa, se deshidrataron con silica gel
y luego fueron llevados a descenso programado de temperatura (Tratamiento 5) se ob-
tuvieron porcentajes bajos de sobrevivencia (10%), sin lograr la brotacion de ninguno
de los explantes (Fig. 1).

Los apices brotados en los distintos tratamientos realizados, fueron transferidos a
medio de enraizamiento (MS + ANA 1 mg/L + IBA 2 mg/L) con un 80% de estableci-
miento (rizogénesis directa) y transferencia a sustrato (Fig. 3).

Los resultados obtenidos concuerdan con lo publicado por Gonzalez-Arnao et al.
(1998), quienes aplicaron la misma técnica para la crioconservacion de apices de Pon-
cirus trifoliata (L.) Raf., arrojando nuestros resultados porcentajes algo superiores.

Wang et al. (2002a) trabajando con apices de “Troyer” citrange obtenidos por
cultivo de semillas, utilizando la técnica encapsulacion-deshidratacion y pretratando los
explantes con sacarosa (0.3 a 1M) durante 4 d, lograron la sobrevivencia de los mismos
en un 76-80%, aungue no proporcionan informacion respecto a la obtencién de plantas
completas.

Por otra parte, utilizando la técnica encapsulacion-vitrificacion para apices de
“Troyer” citrange y pretratandolos con sacarosa (1M) durante 4 d, Wang et al. (2002b)
obtuvieron un 100% de sobrevivencia de los explantes, sin mencionar datos posteriores
de regeneracion.

Experiencias realizadas con ejes embriogénicos de Citrus madurensis aplicando
las técnicas de encapsulacion-deshidratacion y vitrificacion, arrojaron valores entre 52-
65% de sobrevivencia (Cho et al., 2002a y b) y con la técnica de encapsulacion-
deshidratacion aplicada a 6vulos de varias especies de citricos (Citrus sinensis, C. pa-
radisi, C. limon) se obtuvo solo un 2-16% de sobrevivencia dependiendo de los pretra-
tamientos realizados (Gonzéalez-Arnao et al., 2003).
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Fig. 2: Detalle de los apices encapsulados de naranjo dulce A-7 d (barra = 0.1 cm), B-14 d (ba-
rra=0.1 cm), C - 21 d (barra = 0.16 cm) de haber realizado el descenso programado de tempe-
ratura.

Fig. 3: A-Planta de naranjo dulce obtenida a partir de la crioconservacion de &pices encapsula-
dos (barra = 0.72 cm), B-Transferencia a maceta (barra = 1.7 cm).
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CONCLUSION

Este trabajo constituye la primera evidencia publicada de crioconservacion en la
cual se utiliza como explante apices de Citrus sinensis cv. “Valencia late”. Debido a la
mayor estabilidad genética, tejidos organizados como &pices son preferibles para la
conservacion de germoplasma a largo plazo, respecto al uso de suspensiones celulares o
callos. Estos ultimos son los explantes méas frecuentemente utilizados para la conserva-
cion de lineas celulares.

Fue posible la crioconservacion de apices de naranjo dulce Citrus sinensis cv.
“Valencia late”, con un porcentaje variable de sobrevivencia de acuerdo al tratamiento
realizado. Los véastagos obtenidos fueron transferidos a medio de enraizamiento para la
obtencién de plantas completas, las que fueron exitosamente llevadas a macetas en in-
vernadero para su aclimatacion.
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