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Abrimos el primer nimero de Cuadernos de
Biodiversidad del siglo XXI. Un nuevo hito dentro
de la todavia corta pero intensa historia del Centro
Iberoamericano de la Biodiversidad que en los ulti-
mos meses ha visto enormemente intensificada su
actividad de expansion hacia la realidad y proble-
matica de la biodiversidad en iberoamérica. Fruto
de esta actividad lo constituyen numerosos conve-
nios de colaboracidn, que en estos momentos se
encuentran en diferentes fases de su tramitacion, con
varios paises iberoamericanos, como Costa Rica,
Brasil, Colombia, nuevamente con México y Cuba,
pais este altimo que representantes del CIBIO tuvi-
mos la oportunidad de visitar a comienzos del mes
de febrero de este afio para trabajar con los colegas
de la Universidad Agraria de Cuba y otras institu-
ciones cubanas, con las que esperamos obtener im-
portantes rendimientos de colaboracion en el futu-
ro inmediato. Pero sin duda el acontecimiento mas
importante y de mayor trascendencia que ha ocu-
rrido desde la aparicion del tltimo nimero de Cua-
dernos de Biodiversidad ha sido la investidura del
Dr. Gonzalo Halffter como Doctor Honoris Causa
por la Universidad de Alicante. El profesor Halffter,
gran amigo e impulsor del CIBIO, ha recibido el
maximo reconocimiento, el galardon mas elevado

que una Universidad puede ofrecer a quien quiere
distinguir por su trayectoria, contribuciones cienti-
ficas, valores morales y relevancia social. Méritos
todos ellos, y muchos mas, que se reunen bajo la
figura entrafiable y poderosa a la vez del profesor
Halffter. Sirvan estas palabras, junto a las que se in-
cluyen en péaginas interiores relativas a este acto
institucional, como homenaje a quien practicamente
ha entregado su vida al conocimiento, investigacion
y difusion de la biodiversidad. El acto de investidu-
ra del profesor Halffter se hizo coincidir con la cele-
bracion de otro evento de gran relevancia para el
CIBIO como fue el primer Foro Iberoamericano de
Biodiversidad, al que fueron invitados representan-
tes de Bolivia, México, Colombia, Costa Rica, Cuba
y Espafia. Una oportunidad excelente de conocer
las diferentes problematicas relacionadas con la
biodiversidad iberoamericana de la mano y palabras
de los propios investigadores que trabajan dia a dia
en el tema, de aunar criterios y esfuerzos en el obje-
tivo comun de construir un proyecto comuan de con-
servacion de la biodiversidad iberoamericana. La
proxima cita serd en Bolivia.

José Luis Casas Martinez
CIBIO
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El pasado 23 de noviembre de 2000, el ecologo
mexicano Dr. Gonzalo Halffter Salas fue investido
como Doctor Honoris Causa por la Universidad de
Alicante en el transcurso de una solemne ceremonia
académica que tuvo lugar en el Paraninfo de esta
universidad, habiendo tenido como padrino al pro-
fesor D. Eduardo Galante, director del CIBIO (Cen-
tro Iberoamericano de la Biodiversidad). Fue este
acto el reconocimiento de la comunidad universita-
ria de la Universidad de Alicante a la labor de toda
una vida dedicada al estudio y conservacion del
medio, como sefiald su padrino en el laudatio pro-
nunciado ante el claustro universitario, presidido por
el Excmo. y Magco. Sr. Rector Prof. Andrés Pedrefio,
y que conté con la presencia del IImo. Sr. Director
de Ensefianzas Universitarias de la Comunidad Va-
lenciana, Prof. Salvador Forner.

El Dr. Gonzalo Halffter Salas nacié en Madrid
en 1932. Nacionalizado en México, es licenciado
en biologia y doctor en Ciencias. Ha ocupado inin-
terrumpidamente varias catedras, la Direccion de los
Departamentos de Biologia y Zoologia, asi como la
Direccién de Graduados e Investigacion Cientifica
de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto Politécnico Nacional de México y en la
actualidad tiene la maxima posicion académica que
otorga dicha institucion universitaria. Entre sus
numerosos méritos podemos destacar el haber sido
fundador y director del Instituto de Ecologia, A.C.,
cuya sede principal se encuentra en Xalapa (\Veracruz,
Meéxico); director del Museo de Historia Natural de
la Ciudad de México y Director Adjunto de Desa-
rrollo Cientifico del Consejo Nacional de Cienciay

Tecnologia. Asimismo ha sido Presidente del Con-
sejo Internacional de Coordinacion del Programa
MAB-UNESCO, Presidente del Advisor and
Committee for Biosphere Reserves, UNESCOy en
la actualidad es el presidente del Comité Mexicano
de dicho Programa MAB y Coordinador Interna-
cional del Subprograma XII: «<kDIVERSIDAD BIO-
LOGICA» del Programa Iberoamericano de Cien-
ciay Tecnologia para el Desarrollo (CYTED-D).

Posee numerosas distinciones entre las que des-
tacan el Special Award of Recognition of the United
States National Committee for Man and Biosphere
(1980); la Condecoracion de Oficial de la Orden
del Mérito, otorgada por el Presidente de la Repu-
blica Francesa (1984); Doctor Honoris Causa por
la Universidad de Paris, (1984); Profesor Emérito
del Instituto Politécnico Nacional (1986); la meda-
[la Alfonso L. Herrera al Mérito en Ecologiay Con-
servacion (1986); el Reconocimiento Especial otor-
gado por el Presidente de los Estados Unidos Mexi-
canos por su «Invaluable Aportacion al Conocimien-
to de la Diversidad Biologica en México y por su
Contribucion Historica a la Conservacion y al Uso
Sustentable del Patrimonio Natural de Nuestro Pais»
(Ciudad de México a 5 de junio de 1996); o el Pre-
mio al Mérito Ecologico de la Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales y Pesca (1997).

Su elevada produccion cientifica se extiende a 288
trabajos de investigacion, de los cuales 52 son libros
o capitulos de libro.

El acto de investidura se enmarcd en la celebra-
cion del 1 Foro Iberoamericano de Biodiversidad
organizado por el CIBIO (22 y 24 de noviembre de
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El Dr. Gonzalo Halffter junto a su padrino, el Dr. Eduardo Galante Patifio, ante el Secretario General de la Universidad de Alicante,
en un momento de la solemne investidura.

2000). Fue un acto de reconocimiento a un exce-
lente bidlogo que ha trabajado durante largos afios
en el campo del comportamiento animal, la
biogeografia y la conservacion de recursos bioldgi-
cos. De su amplia labor como cientifico, su padrino
el Dr. Galante, destacd entre otros el mérito de ha-
ber desarrollado el concepto de «Reservas de la
Biosfera», figura de proteccion del medio que in-
corpord a la estrategia de conservacion los aspectos
socioeconomicos locales y regionales, basado todo
ello en una solida informacion cientifica.

A su vez, el Dr. Halffter destaco en su discurso
de ingreso en el claustro de doctores de la Universi-
dad de Alicante, y entre otras cosas, la necesidad de

impulsar la investigacion en el seno de las universi-
dades, huyendo de corrientes que abogan a veces
por reducir a las instituciones universitarias a meros
centros docentes y constrefiir la labor investigadora
a cuestiones puramente tecnologicas, afirmando «sin
universidades y centros de investigacion, el desarro-
llo econdémico e incluso las libertades democraticas
estan en situacion fragil».

Desde este momento, la Universidad de Alican-
te se ha engrandecido un poco mas, y todos los que
pertenecemos a ella nos sentimos extremadamente
honrados, al contar entre nuestro claustro con el Dr.
Gonzalo Halffter Salas.

01810 0304
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Lourdes G. Iglesias, Paula Rojas Mencio

CeNTRO DE GENETICA FORESTAL. UNIVERSIDAD VERACRUZANA. MEXICO

Jorge L. Enriquez

CoNSEJERIA DE AGRICULTURA, AGUA Y MEDIO AMBIENTE. MURCIA

Los citricos constituyen el cultivo de mayor im-
portancia en la Fruticultura Mexicana, tanto por el
area que se destina a su cultivo en 17 estados de la
Republica, como por los empleos que genera en la
produccion, la industria y la comercializacion na-
cional e internacional (de la Osa, 1998; GOmez et
al., 1998).

Actualmente México ocupa el cuarto lugar como
productor de citricos en el ambito mundial de na-
ranjas y primer lugar en la produccién de limas &ci-
das solamente superado por Brasil, Estados Unidos
y China (GISE, S.A. de C.V., 1996, citado por de la
Osa, 1998). Dentro de los citricos, la naranja y el
limon mexicano son las especies mas cultivadas, si-
guiéndole en orden de importancia, las mandarinas,
las toronjas, las limas y el limon real (Chagolla, 1990).

En el estado de Veracruz se cuenta en la actuali-
dad con més de 150.000 hectéreas de citricos sem-
bradas, de las cuales alrededor del 85.2% correspon-
de a Naranjas, el 80% a Mandarinas, el 4.5% a Lli-
mon Persay el 0.3% a Toronja. Esto representa mas
de la tercera parte de la superficie y produccion
citricola nacional (Gomez et al., 1998).

La propagacion de este grupo de especies se lleva
a cabo casi exclusivamente mediante injertos sobre
patrones de semillas, que en muchos casos tienen
un origen apomictico. Este tipo de propagacion que
en general requiere de una gran superficie, resulta
algo mas tardado, se encuentra limitado por la épo-
ca del afio y la obtencién de semilla adecuada, ade-
mas de que puede promover la transmision de en-
fermedades, especialmente sistémicas (Microplas-
mas, virus, viroides)(Chagolla, 1990).

El virus de la Tristeza de los Citricos (VTC) cons-
tituye hoy en dia la enfermedad viral, de caracter
letal, que maés dafio ha ocasionado a la citricultura
mundial (Orozco, 1996). Desde fines de la década
del 30 hasta los ultimos afios, esta enfermedad ha
ocasionado la muerte de 50 millones de arboles en
diversos paises (Orozco, 1996). En particular el VTC
ha destruido la citricultura de Sudamérica (especial-
mente en paises como Argentina, Brasil y Venezue-
la) y ha dafiado sensiblemente la citricultura de pai-
ses como Estados Unidos, Espaiia e Israel (Roistacher
etal., 1994; RIAC, 1995).

En gran parte estos dafios pueden ser atribuidos
al hecho de que mas del 90% de los arboles de los 6
paises de mayor produccion y exportacion de citri-



cos en la region de América Latina y el Caribe se
encuentran injertados sobre protainjertos de naran-
joagrio (Citrus aurantium L.) (RIAC, 1995), el cual
ademas de ser altamente susceptible al virus de la
tristeza de los citricos, resulta también muy sensible
a la Psorosis y a los Neméatodos (Curti-Diaz et al.,
1996).

México por su parte posee el 95% del total de
sus plantaciones susceptibles al VTC, ya que estan
injertados sobre patrones de naranjo agrio o son de
«pie franco» (sin injertar) como los limones «Colima
0 «Criollo» (C. aurantifolia L.), todos ellos extrema-
damente susceptibles al VTC, por lo que al igual
que los paises antes mencionados, la citricultura
mexicana no escapa de esta amenaza (Orozco, 1996).

Como indicara Roistacher et al., (1994) cada vez
se encuentra mas cerca de México el mayor enemi-
go de los citricos. Actualmente México se encuen-
tra rodeado de esta epidemia por el Sur (Guatemala
y Belice), por el Este (Las Antillas), por el Noroeste
(Florida), por el Norte (Texas) y por el Noroeste
(California)(de la Osa, 1998).

El vector mas eficiente de la enfermedad, que es
el afido Toxoptera citricidus Kirkardly (Meneghini,
1946; Costa y Grant, 1951, citados por Brunt et
al., 1996), elemento que desencadena con su dise-
minacion la alta mortalidad de plantas, ha sido re-
portado en varios paises de Centroamérica, en mi-
gracion hacia el Norte, asi como en las Islas del Ca-
ribe (incluyendo a Cuba). Desde Noviembre de 1995
se le ha detectado también en el estado de la Florida
y en Octubre de 1996 lleg6 a Belice, de modo que
se encuentra a solo 150 Km del estado de Quintana
Roo (de la Osa, 1998).

En el XIII Congreso Internacional de
Fitopatologia, desarrollado en Guadalajara, Jalisco,
en Septiembre de 1996, se informo por la Direc-
cion General de Sanidad Vegetal de la SAGAR, la
presencia del VTC, en sus lineas asintomaticas, en
7 estados de la Republica, hoy en dia éste se ha ex-
tendido yaa 12 Estados (de la Osa, 1999, com.pers).

De hecho, desde 1986 se ha reportado la presen-
cia de sintomas del VTC en el estado de Veracruz y
desde 1992 se constatd su presencia en el campo
experimental de Inmecafé en los viveros «El papa-
yo» y «El Limoncito» en Tlapacoyan y en la huerta
«Ex-Fira» de Martinez de la Torre. Es por ello que se
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ha implementado una norma en el Estado que ins-
tituye el «Plan de Emergencia contra el virus de la
Tristeza» (SARH, 1993).

Aunque en el estado de Veracruz esta enferme-
dad se ha manifestado en focos aislados y aparen-
temente con una raza débil del virus (Rocha-Pefia,
1995), no se descarta la posibilidad de que se haya
distribuido a otras areas citricolas dentro y fuera
del Estado. La amenaza de la tristeza se torna mas
preocupante particularmente en las regiones pro-
ductoras de limon mexicano, ya que esta especie
citricola es altamente vulnerable al VTC (Orozco,
1996).

Como medida de prevencion ante esta seria en-
fermedad desde hace afios la mayoria de los paises
citricultores afectados por el VTC han ido sustitu-
yendo el naranjo agrio (Citrus aurantium L.) por
portainjertos tolerantes al VTC como son: los
Citranges «troyer» y «carrizo» (Citrus sinensis L.
Osbeck x Poncirus trifoliata L. Raf.), la mandarina
«Cleopatra» (Citrus reticulata Blanco), la lima
«Rangpur» (Citrus aurantifolia L.) y el limén
Volkameriano (Citrus volkameriana Pasq.)(RIAC,
1995; Medina, 1995; Orozco, 1996).

Algunos de estos portainjertos como los Citranges
«troyer» y «carrizo» (Citrus sinensis L. Osbeck x
Poncirus trifoliata L. Raf.) y el Citrumelo «Swingle»
(Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.),
ademaés de tolerantes al VTC, pertenecen al grupo
de portainjertos cuyo efecto sobre la calidad del fru-
to es alto (Padron, 1991).

Aunque en México se han desarrollado diversas
acciones preventivas contra el VTC (L6pez, 1994;
Colliy Cardenas, 1995; INEGI, 1996), no se cuen-
taen la magnitud de lo necesario con un programa
de certificacion de plantas de citricos que permita
la produccion de portainjertos tolerantes al VTC,
ni de yemas certificadas de las principales varieda-
des comerciales, de manera que los productores
puedan contar con plantas certificadas como me-
dio de defensa ante esta enfermedad (Orozco,
1996).

Es por ello que la mayoria de los productores de
la region del Golfo siguen empleando el naranjo
agrio (Citrus aurantium L.) como portainjerto, dada
fundamentalmente la poca disponibilidad de semi-
lla y el gran desconocimiento que tienen sobre el
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comportamiento de otros portainjertos en sus plan-
taciones; por estas razones algunos citricultores han
optado por plantar alternadamente un patrén agrio
y uno tolerante al VTC dentro de cada hilera; de
este modo esperan asegurar una supervivencia de al
menos un 50% de sus arboles en caso de que se pre-
sente algunas razas severas de este virus (Curti-Diaz
etal., 1996).

De acuerdo con Lépez (1994), en la zona norte
de Veracruz, donde se encuentran diferencias no-
tables en suelos y clima, no se puede recomendar
el uso de un solo portainjerto como sustituto del
naranjo agrio, por lo que afirma que la nueva tec-
nologia exige mas precision en la seleccion de un
grupo numeroso de portainjertos, ya que cada uno
de ellos presenta limitantes a las propiedades ex-
tremas fisicas y quimica del suelo y a otras enfer-
medades.

Cabe resaltar que ante esta situacion, desde hace
algunos afos, se han estado desarrollando algunas
acciones para lograr un adecuado control y preven-
cion del VTC por parte del Centro Estatal de Sani-
dad Vegetal de Veracruz (CESVER), en coordina-
cion con el Instituto Tecnol6gico Agropecuario No.
18 (ITA-18) de Ciudad Cardel, Ver., las que han
conllevado, entre otras, al establecimiento de un
Vivero de portainjertos de citricos tolerantes al VTC,
que se ha venido caracterizando desde un punto de
vista morfoagronémico (Coto y Rodriguez, 1998;
GoOmez et al., 1998).

Las investigaciones dirigidas en particular al es-
tudio, seleccion y propagacion de portainjertos que
proporcionen las mejores caracteristicas horticolas,
con los mejores requerimientos de control de plagas
y de enfermedades, constituye uno de los fundamen-
tos necesarios, para cualquier industria citricola via-
ble y por ello cada pais, con una citricultura viable,
debe de, con alta prioridad, adoptar un programa
adecuado de produccion de material de propaga-
cion (RIAC, 1995).

La aplicacion de las técnicas biotecnoldgicas con
este prop6sito ha sido una via muy Gtil para apo-
yar los programas de produccion y certificacion de
portainjertos y yemas tolerantes al VTC que por la
via convencional se desarrollan en el Estado. Es
por ello que el presente trabajo esta dirigido a revi-
sar los principales avances biotecnolégicos que al

respecto se han logrado con particular referencia a
los que actualmente se han obtenido dentro del
Estado.

El empleo de las técnicas biotecnoldgicas como
la micropropagacion, ya sea a través del cultivo de
meristemos y de microinjertos, en combinacion o
no con las técnicas de termoterapia, asi como la in-
duccién del proceso de embriogénesis somatica,
constituyen en la actualidad alternativas muy pro-
metedoras para obtener plantas de citricos libres de
virus. Es por ello que en los tltimos afios se ha puesto
un mayor énfasis en el empleo de las técnicas de
cultivo de células sométicas y otras técnicas
moleculares, en el mejoramiento genético de los ci-
tricos (Gill et al., 1995).

En particular en citricos, los métodos de multi-
plicacion aséptica presentan numerosas ventajas, con
respecto a los métodos tradicionales de propagacion,
debido, a que permiten obtener elevadas tasas de
multiplicacion en corto tiempo, empleando espa-
cios reducidos y sin las limitaciones impuestas por
la época del afio, ademas de que posibilitan la elimi-
nacion de patdgenos no obligados y promueven la
liberacion de patogenos sistémicos (Chagolla, 1990).
Asimismo, como indicara Mas et al. (1991), me-
diante esta via se facilita el transporte e introduc-
cion de material vegetativo, sin el riesgo de transmi-
sion de enfermedades.

Los primeros trabajos de propagacién in vitro en
citricos se realizaron desde la década de los sesenta,
con la induccion de embriones nucelares en tres es-
pecies monoembrionicas de citricos (Rangan et al.,
1968). Desde entonces se han desarrollado nume-
rosos trabajos para la propagacion de citricos a par-
tir de tejidos nucelares de dvulos fertilizados (Rangan
etal, 1969, citado por Chaturvedi y Mitra, 1974) y
no fertilizados (Button y Borman, 1971; Mitra y
Chaturvedi, 1972, citados por Chaturvedi y Mitra,
1974).

Sin embargo ademas de tediosos, los métodos
antes mencionados poseen entre otros inconvenien-



tes el que solamente se puedan disponer de 6vulos
que se encuentren en un estadio apropiado de desa-
rrollo en un corto periodo del afio, ademas de que
las plantulas obtenidas por esta via muestran carac-
teristicas de juvenilidad (Chaturvediy Mitra, 1974).
Estas caracteristicas se manifiestan en forma de ar-
boles muy altos y espinosos, mas lentos para entrar
en fructificacion, produccion alternante mas mar-
cada, un mayor grosor de la corteza del fruto y pul-
pa mas aspera (Monteverde et al., 1992).

Por otra parte, el cultivo de meristemos que ha
resultado exitosos en varias especies vegetales para
limpiar materiales infectados por virus, no siempre
ha dado buenos resultados en citricos (Litz et al.,
1985; Gravina y Piestum, 1991). Esta técnica que
constituye la ruta mas facil y la que menos cambios
geneticos provocan —ya que no requiere de la ini-
ciacion y diferenciacion de érganos adventicios, sino
solamente desarrollar los puntos de crecimiento pre-
sentes en las yemas— ha sido entre otros empleada
por Mosella y Ascui (1985), Lukman et al. (1990),
Omuray Hidaka (1992) y Baruah et al. (1996). Hoy
en dia, como indicara, Baldwin (1993), el cultivo
de meristemo se ha adaptado muy bien para la pro-
duccion comercial de yemas de citricos libres de vi-
rus, fundamentalmente en el estado de la Florida,
Estados Unidos.

En México, Rodriguez (1986), citado por Cha-
golla (1990), cultivo explantes de yema nodal de
plantas maduras de dos tipos limoneros mexicanos,
cultivados bajo condiciones de invernadero y obtu-
vo, al igual que Kitto y Young (1981), bajas tasas de
multiplicacion (alrededor de 3 brotes por yema) y
similares dificultades para lograr el enraizamiento
de las vitroplantulas obtenidas. Resultados simila-
res fueron obtenidos también por Medina (1995).

Lukman et al. (1990) obtuvieron mejores resul-
tados en el cultivo de meristemos de citrange «troyer»
empleando primeramente medio liquido MS
(Murashige y Skoog, 1962) suplementado con
1mgL-* de Acido Giberélico (GA,) y 0.08 mgL" de
Benziladenina (BA) y luego medio MS sélido su-
plementado con 0.01mgL* de Acido naftale-
neacético (ANA), 0.5mgL- de BAy 1.0 mgL™ de
GA,.

Sing et al. (1994) lograron sin embargo inducir
un mayor numero de brotes (alrededor de 6 brotes
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por yema) a partir de cultivo de apices de 5a6 mm
de longitud provenientes de plantas maduras de
Citrus reticulata Blanco cv mandarina «Khasi» y C.
limon Burm.f.cv «limén Asam» en un medio MS,
suplementado con BAP (6 benzilaminopurina),
ANA y KIN (6-furfuril aminopurina). Estos auto-
res constataron la importancia del empleo de una
combinacion de ANA, AIB (acido indolbutirico) y
BAP para lograr un mayor éxito en la formacion de
brotes multiples y durante el proceso de enraiza-
miento y recomendaron para lograr una mas eleva-
da tasa de proliferacion de brotes en ambas espe-
cies, el empleo de medio MS suplementado con
ImgL™ de BA, 0.5mgL™ de Kinetinay 0.5 mgL™
de ANA.

A falta de una metodologia eficiente para el cul-
tivo in vitro de meristemos, que permitiera la libe-
racion de virus y demas patdgenos sistémicos en ci-
tricos, se implementd la técnica de Microinjertacion.
Esta técnica desarrollada primeramente por
Murashige et al. (1972) y puesta a punto por Nava-
rro et al. (1975), permite la obtencidn de plantas
libres de virus mediante la induccion al desarrollo
de un explante de meristemo apical sobre el épicotilo
decapitado de una plantula originada a partir de se-
milla, en un medio apropiado y bajo condiciones
asépticas.

De acuerdo con Navarro et al. (1975) es posible
lograr entre un 30-50% de éxito en la aplicacion de
esta técnica y en algunos casos se ha reportado hasta
un 90% (Chen et al, 1992). La técnica de microin-
jerto posee ademas la ventaja de que permite la eli-
minacion no solo del virus de la tristeza sino tam-
bién de otros virus como la Psorosis y la Exocortis
(Monteverde et al., 1992; Gonzalez et al., 1980),
como indicara Roistacher el al (1994) citado por
Gravina y Piestun (1991), la no deteccion de virus
en 400 plantas de distintas variedades de Citrus ob-
tenidas por microinjerto y cuya fuente original se
encontraba afectada por uno o mas de los virus de:
Psorosis, Amarillamiento, Concavidad gomosa, Hoja
rasgada, Infeccion jaspeada, Xyloporosis, Exocortis y
Spiroplasma citri, entre otros, demuestra la alta efi-
ciencia de ésta técnica para la eliminacién de distin-
tas razas de estos virus.

Por otra parte se ha indicado (Navarro et al.,
1975) que los microinjertos obtenidos no muestran



|

k Cuadernos de Biodiversidad

caracteristicas de juvenilidad, lo que les permite in-
cluso florecer y fructificar en menos de un afio. ES
por ello que esta técnica se ha utilizado en muchos
paises citricolas del mundo para obtener yemas li-
bres de virus, con vistas a su uso en la propagacion
comercial de citricos (Gonzélez et al., 1977;
Starrantino, 1992; Monteverde et al., 1992; Gravina
y Piestum, 1991; Paiva et al., 1993; Zarei y
Rahimian, 1997; Mukhopadhyay et al., 1997,
Parthasarathy et al., 1997).

La frecuencia de éxito de los microinjertos se
incrementa con el tamafo del explante
meristematico, pero disminuye el porcentaje de
plantas libres de virus (Navarro et al., 1975), aun-
que muchas veces esta relacion depende del patoge-
no (Litz et al., 1985). Por ello se consideran opti-
mos para lograr un buen equilibrio entre el porcen-
taje de microinjertos prendidos y la eliminacion de
virus, el empleo de explantes meristematicos, cuyos
tamanos oscilen entre 0.12-0.18 mm y que posean
de 2 a 4 primordios foliares (Navarro et al., 1975;
Gravina y Piestun, 1991).

En México, como apuntara Chagolla (1990), se
ha logrado obtener plantas de citricos libres de vi-
rus siguiendo la metodologia propuesta por Nava-
rro et al. (1975), gracias entre otros a los trabajos
desarrollados en el Campo Experimental «General
Teran» del INIFAP.

De igual forma se ha logrado inducir en citricos
el proceso de embriogénesis somatica especialmen-
te en aquellas especies poliembridnicas (Kunitaki et
al., 1991; Gill etal., 1994; Gill et al., 1995; Belkoura
etal., 1995). Sin embargo los callos embriogénicos
producidos pueden presentar cierta inestabilidad
genética, que no los hacen muy apropiados para su
uso como método de propagacion.

Muy empleada ha sido también, la regeneracion
de plantas de citricos por la via sobre todo de la
organogénesis directa (Litz et al., 1985). Esta técni-
ca ha sido descrita en diversos tejidos como: raices
(Sauton et al., 1982; Starrantino y Caruso, 1987;
Raman etal., 1992), secciones de hojas (Chaturvedi
y Mitra, 1974) y secciones del tallo (Moore, 1986;
Raman etal., 1992; Mas et al., 1994; Harada et al.,
1996; Thirumalai y Thamburaj, 1996).

Dentro de estas se han logrado muy buenos re-
sultados con el empleo en particular de explantes a

partir de segmentos del tallo (Can et al., 1992; Pérez-
Molphe-Balch y Ochoa-Alejo, 1997).

Algunos autores (Rangaswamy, 1961; Murashige
y Tucker, 1969, citados por Medina, 1995) conside-
ran que las condiciones de cultivo mas adecuadas
para la induccién de la organogénesis en citricos re-
quieren mantener los cultivos a una intensidad lu-
minosa de 3,000 lux por un periodo diariode 122 16
horas y a una temperatura de 25 a 30°C. Los mismos
autores coinciden en sefialar que la sacarosa satisface
los requisitos en la mayoria de los tejidos de citricos si
se emplea en una concentracion de 5% (p/v).

De forma general, como apuntara Espinoza
(1994), el andlisis de los resultados sobre cultivos in
vitro en citricos muestran diferencias en las respues-
tas de los explantes —aln usando técnicas simila-
res—, dada la influencia entre otros de factores como
son: tipo de tejido, preparacién de los mismos, com-
posicion quimica del medio de cultivo y condicio-
nes de cultivo. Esto ha conllevado a que el nimero
de brotes obtenidos no haya sido muy elevado com-
parado con otras especies.

Teniendo en cuenta estos resultados que demues-
tran la utilidad del empleo de las técnicas de cultivo
de tejidos para lograr el saneamiento y micropro-
pagacion de portainjertos de citricos tolerantes al
virus de la tristeza preservando la estabilidad genética
necesaria, se comenzaron desde 1999 a desarrollar
algunos trabajos en esta direccion en el Instituto de
Genética Forestal de la Universidad Veracruzana.

Como parte de los trabajos realizados se ha lo-
grado la induccion del proceso de organogénesis in-
directa, asi como se han iniciado los trabajos de
microinjertos para la micropropagacion de dos
portainjertos (Citranges Troyer y Carrizo) toleran-
tesal Virus de la Tristeza de los citricos (Fotos 1y 2).

Foto 1

Foto 2



No abundan en la literatura referencias sobre el
uso de marcadores bioquimicos y moleculares para
evaluar la estabilidad genética del material
micropropagado y caracterizar las poblaciones de
portainjertos de citricos tolerantes al VTC.

Cabe mencionar entre otros a algunos autores
(Mas et al., 1986; Grosser et al., 1993; Bowman
1994) que han empleado los andlisis isoenzimaticos
para evaluar la estabilidad genética de las
vitroplantulas obtenidas. Otros autores han emplea-
do las variantes isoenziméaticas como marcador
genético para la identificacion de posturas nucelares
y cigoticas en progenies de citricos (Iglesias et al.,
1974; Iglesias y Lima, 1978), para estudiar el
polimorfismo bioquimico en éste género (Torres et
al., 1978; Torres et al., 1985), asi como para identi-
ficar los productos de fusion de protoplastos (Tusa
etal., 1990).

Sin embargo, debido a la estrecha relacién
genetica existente entre los cultivares de citricos, los
sistemas isoenzimaticos analizados hasta la fecha han
revelado la existencia de un bajo nivel de polimor-
fismo (Roose, 1988, citado por Deng et al., 1995).
Es por ello que en los ultimos afios se ha resaltado la
utilidad del empleo en citricos de otros marcadores
moleculares como es el Polimorfismo de ADN am-
plificado al azar (RAPD) para la identificacion de
genotipos de Citrus estrechamente relacionados
(Luroetal., 1992; Deng et al., 1995; Marino et al.,
1997). De acuerdo con Deng et al. (1995), esta téc-
nica permite detectar en forma altamente repetible
simples cambios de base en el ADN gendmico si se
examinan suficientes cebadores.
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Foto 3

Foto 4

Marino et al. (1997) empleando esta técnica para
caracterizar la diversidad genética dentro del
germoplasma de C. limonia, lograron detectar 100
marcadores RAPD polimorficos que permitio distin-
guir incluso a clones morfolégicamente idénticos.

Los trabajos que actualmente se desarrollan me-
diante el uso de marcadores bioquimicos en el Ins-
tituto de Genética Forestal han revelado la existen-
cia de un marcado monomorfismo en la composi-
cion de isoenzimas peroxidasas y fosfatasas acidas
(Fotos 3y 4) en ambos portainjertos en estudio.

En otros sistemas isoenzimaticos analizados
(esterasas y polifenoloxidasas) se ha detectado algu-
nas variantes polimdrficas (datos no mostrados) que
pueden servir de base no sélo para complementar
posibles trabajos de identificacion varietal de
portainjertos de citricos sino también como una via
de evaluar la estabilidad genética en el material
micropropagado.

Por limitaciones de espacio no se ha podido in-
cluir la lista completa de referencias bibliogréficas
que acompaiia a este articulo. Los interesados en
obtenerla en formato electronico pueden solicitarla
directamente a la direccion de correo electronico de
Cuadernos de Biodiversidad.
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En 1888 se descubrié por primera vez que un
hongo (Arthrobotrys oligospora) era capaz de infectar
nematodos. Los hongos nematofagos son, sin duda,
fascinantes de observar al microscopio capturando
nematodos, pero ... ¢por qué estudiarlos? Muchos
de sus huéspedes, los nematodos, son parasitos de
plantas o de animales que afectan a nuestros culti-
vos 0 ganado. Los nematicidas quimicos que se usan
para su control son compuestos toxicos para la sa-
lud humana y el medio. Muchos de ellos, se han
prohibido o se ha limitado su uso en muchos paises.
La prohibicion del uso de bromuro de metilo, que
ademas de toxico degrada el ozono, incrementara
los problemas agricolas de los nematodos. Por ello,
parece adecuado estudiar las posibilidades de los
hongos nemat6fagos como agentes de control bio-
I6gico de nematodos fitopatdgenos. En este articu-
lo repasaremos los aspectos mas relevantes de la in-
vestigacion sobre hongos nematofagos.

Los hongos nematdfagos se pueden agrupar, se-
gun su modo de infectar nematodos, en: atrapadores
de nematodos, endoparasitos, parasitos de huevos y
hembras o productores de toxinas.

Estos hongos capturan nematodos vermiformes
en 6érganos especiales de captura que se forman en
las hifas. Los Deuteromycetes forman trampas
adhesivas como las redes de Arthrobotrys oligospora,
los pedtinculos de Monacrosporium haptotylum o las
ramas de Monacrosporium gephyropagum. Los
Zygomycetes nematofagos capturan nematodos di-
rectamente sobre sus hifas (Stylopage hadra). Las
trampas mecanicas son anillos constrefiibles como
los de Arthrobotrys dactyloides (Fig. 1), 0 no
constrefiibles (M. haptotylum). Los Hongos
atrapadores de nematodos (excepto los Zygomycetes)
son parasitos facultativos. A. oligospora, es ademas
capaz de atacar las hifas de otros hongos para obte-
ner nutrientes (micoparasitismo). Las fases sexuales
(teleomorfos) de Arthrobotrys spp. y el hongo pro-
ductor de toxinas Pleurotus ostreatus, son
descomponedores de madera. Por ello se piensa que
algunos hongos nematofagos obtienen carbono y
energia de la decomposicién de madera y nitrégeno
de los nematodos que parasitan.

Los hongos endoparasitos utilizan sus esporas
para infectar nematodos. Dichas esporas pueden ser
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Fig. 1. Nematodos capturados por anillos constrefiibles de Arthrobotrys dacyloides in situ en
el suelo. Barra=100 um. (De Jansson et al., 2000, Mycologia 92:10-15.).

maviles, como las zoosporas de Catenaria anguillulae,
0 inmoviles y adhesivas como los conidios de
Drechmeria coniospora o de Hirsutella rhossiliensis.
Muchos de los hongos endoparasitos son parasitos
obligados de nematodos, que s6lo forman
espordforos y esporas fuera del huésped infectado.
Ademas de ello, los hongos endoparasitos poseen
un rango de huéspedes mas restringido que los
atrapadores de nematodos.

Los nematodos sedentarios endoparasitos son
infectados por multitud de patogenos fungicos. Sus
estadios moviles (fundamentalmente juveniles de 2°
estadio) son parasitados, como los nematodos
vermiformes, tanto por hongos atrapadores de
nematodos como endoparasitos. Las hembras de
nematodos sedentarios (fundamentalmente
nematodos de quistes) son infectadas, incluso cuan-
do son inmaduras y no poseen huevos, por hongos
zoosporicos como Catenaria auxiliaris y Lagenidium
spp. Muchos son parasitos obligados como
Nematophthora gynophila, y son responsables (junto
con paréasitos facultativos de huevos como
Verticillium chlamydosporium) de la supresividad de
suelos a nematodos fitopatdgenos como Heterodera
avenae.

Algunos basdiomicetos descomponedores de
madera forman toxinas en estructuras de sus hifas.
El hongo maés estudiado es Pleurotus ostreatus, que
inmoviliza con su toxina a los nematodos antes de
infectarlos.

Los hongos nemat6fagos muestran una espe-
cificidad variable respecto a las especies de nema-
todos que infectan, pero en general solo infectan
nematodos vermiformes o huevos de nematodos.
Como muchos otros microorganismos patogenos,
los hongos nematdfagos, han desarrollado métodos
de reconocimiento de sus huéspedes. La presencia
de lectinas en hongos atrapadores de nematodos se
ha relacionado con su papel en el reconocimiento
de residuos glucidicos en la superficie de los nema-
todos. Ademas de ello, los hongos nemato6fagos
atraen nematodos dependiendo de sus capacidades
parasiticas/saprofiticas. La intensidad de la atraccion
es proporcional al grado de parasitismo del hongo
implicado.

Las estructuras infecciosas de los hongos nema-
toéfagos varian con el tipo de hongo: los atrapadores
de nematodos forman 6rganos de captura en sus



|

k Cuadernos de Biodiversidad

©0.0|7 zadoT ‘A sIinT 0304

Fig. 2. Huevo del nematodo de quistes de la remolacha (Heterodera schachtii)
infectado por conidios del hongo Verticillium suchlasporium. Barra=25 um.
(De Lopez-Llorca & Claugher, 1990 Micron. Microsc. Acta 21:125-130.)

hifas, los endoparasitos tienen esporas adhesivas, y
los parésitos de huevos forman apresorios (Fig. 2).
Todas esas estructuras son vitales para la infeccion
de los huéspedes. La unién al huésped (principal-
mente por adhesivos extracellulares o por interac-
ciones hidrofébicas inespecificas es un evento ini-
cial en la patogénesis. Posteriormente tiene lugar la
penetracion (mecanico-enzimatica) del huésped. Ya
que la cuticula y la cuberta del huevo de los nema-
todos estan formadas fundamentalmente por pro-
teina, las enzimas mas probablemente implicadas en
la penetracion del huésped, son proteasas.

Los hongos nemat6fagos y los nematodos son
organismos ubicuos que se encuentran en suelos
(fundamentalmente en los primeros 30 cm) agri-
colas, horticolas y forestales. Aunque se han detec-
tado de los tropicos a las regiones polares, son ra-
ros en ambientes acuaticos (continentales y mari-
nos). Las observaciones directas en suelo de hon-
gos nematofagos, y en general de cualquier micro-
organismo, resultan complejas. Mediante
microscopia de barrido a baja temperatura ha sido
posible recientemente el estudio in situ en el suelo
del crecimiento, formacion de trampas, captura y

digestion de nematodos por hongos nemato6fagos
(Fig. 1).

El parasitismo de huevos de nematodos es, en
general, mas frecuente en los nematodos de quistes
(Heterodera spp.) que en los agalladores (Meloidogyne
spp.). Larazdn de ello radica probablemente en que,
Meloidogyne spp. infectan cultivos de agricultura
intensiva, donde la falta de condiciones estables
impide el establecimiento de antagonistas de
nematodos en el suelo y en la rizosfera. La rizosfera
es una zona importante para las actividades de los
hongos nematofagos, ya la inmensa mayoria de
nematodos fitopatgenos afectan a las raices de los
cultivos. En general, la rizosfera de leguminosas cul-
tivables alberga mayor nimero de propégulos y de
especies de hongos atrapadores de nematodos que
la cebada, la mostaza y el suelo no rizosférico. La
especie vegetal influye también sobre la eficacia de
los hongos parasitos de huevos de nematodos. El
tomate con mejor colonizacion radicular por V.
chlamydosporium que la patata mostré menor infec-
cion de huevos al ser inoculada con el hongo y con
M. incognita. La explicacion radica en que el toma-
te es mejor huésped de Meloidogyne que la patata,
las agallas son mayores en las raices del tomate, lo
que impide la exposicion de los huevos al suelo y
disminuye por ello las posibilidades de su infeccion
por el hongo.



Muy probablemente, nuestro conocimiento so-
bre los hongos nematofagos se incrementara en los
proximos afos. Ello se debera sin duda a los descu-
brimientos recientes de la biologia moderna y en
especial con los avances y aplicaciones de técnicas
moleculares en el estudio de la patogenesis fungica.
De igual manera el estudio de las relaciones entre
hongos no patdgenos y la raiz es de gran relevancia
en la futura investigacion sobre hongos nematdfagos.
La probable induccion modulada de defensas en la
planta por hongos no-patdgenos (micorrizas y
endofitos), en el caso de los hongos nemat6fagos
seria un elemento a afadir al parasitismo en la lu-
cha contra los nematodos fitopatdgenos. Por ello,
cuanto mayor sea nuestro conocimiento sobre hon-
gos nematdfagos a escala tanto ecoldgica como
molecular, mayores seran las posibilidades de su uso
como agentes bioldgicos de control de nematodos
fitopatogenos.

wl
Cuadernos de Biodiversidad B

Barron, G.L. 1977. The Nematode-Destroying Fungi.
Topics in Mycobiology No. 1. Canadian Biological
Publications Ltd., Guelph.

Jansson, H.-B. & Lopez-Llorca, L.V. 2000. Biology
of nematophagous fungi. Oxford & IBH
Publishing Co. New Delhi, India., eds., Mycology
in the New Millennium. (en prensa).

Jansson, H.-B., Tunlid, A., & Nordbring-Hertz, B.
1997. Nematodes. In T. Anke (Ed.), Fungal
Biotechnology (Pp: 38-50). Weinheim: Chapman
& Hall.

Nordbring-Herz, B., Jansson, H.-B., Friman, E.,
Persson, Y., Dackman, C., Hard, T., Poloczek,
E. & Feldman, R. 1995. Nematophagous Fungi.
Institut fir den Wissenschaftlichen Film,
Gottingen. Film No. C 1851.

Stirling, G.R. 1991. Biological Control of Plant
Parasitic Nematodes. CAB International,
Wallingford.



»l
k Cuadernos de Biodiversidad

Santiago Bordera Sanjuan
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El tréfico internacional de especies de fauna y
flora silvestres mueve anualmente miles de millones
de dolares en todo el mundo. Este comercio desme-
surado conlleva en no pocos casos la drastica dismi-
nucion, o incluso la total extincion, de muchas de
estas especies, 1o que supone pérdidas irreparables
en la biodiversidad de amplias zonas del planeta.
Precisamente con el fin de paliar este problema en-
tro en vigor en 1975 el conocido CITES (Conven-
cion sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) cuyo obje-
tivo basico es el de proteger a las especies silvestres
de una explotacion desmedida e impedir el comer-
cio de aquellas que se encuentren en peligro de ex-
tincion. ElI CITES cuenta actualmente con 150 pai-
ses miembros y sus principios emanan del documen-
to sobre las estrategias para el futuro de la vida, pu-
blicado conjuntamente por la UICN - Unién Mun-
dial para la Naturaleza, el PNUMA - Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente y el
WWEF - Fondo Mundial para la Naturaleza.

En relacidn con esta problematica apuntamos en
este numero algunas direcciones que pueden facili-
tarnos amplia y completa informacion sobre esta
convencion y otros temas relacionados con la ame-
naza de especies silvestres.

http://www.wcmc.org.uk/CITES/esp/index.shtml

Pagina principal de CITES en castellano que ofre-
ce extensa informacion sobre su constitucion, fines
y partes que han ratificado su adhesion. Del mismo
modo se puede acceder al texto integro de la con-
vencion y a un gran namero de resoluciones y deci-
siones, comités y grupos de trabajo, programas en
desarrollo, eventos futuros, bases de datos de las es-
pecies de flora y fauna incluidas en el convenio e
informacion variada sobre tratados medioam-

bientales, ONGs asociadas y publicaciones. Todo
sobre CITES.

http://www.iucn.org/

Pagina de la Union Mundial para la Naturaleza
que ofrece informacién sobre la organizacion, los
fines, miembros, comisiones de trabajo, aconteci-
mientos y publicaciones entre otros aspectos. Tam-
bién se puede acceder a los distintos programas de-
sarrollados por las diferentes comisiones, siendo
destacables los apartados dedicados a los espacios
naturales y las especies.

http://www.wcmc.org.uk/data/database/rl anml
combo.html
http://www.wcemc.org.uk/species/plants/plants-by-
taxon.htm

Interesantes péaginas del «World Conservation
Monitoring Centre» que proporcionan acceso di-
recto a dos bases de datos que contienen respectiva-
mente las listas rojas de la UICN de especies de ani-
males y plantas amenazadas del mundo. En cada
base se entra por categorias taxonémicas o por el
nombre comdn y posteriormente se puede concre-
tar el pais y la categoria del grado de amenaza. Exis-
ten documentos adicionales sobre las diferentes ca-
tegorias utilizadas, estadisticas, bibliografia y notas
aclaratorias. Unas paginas de gran utilidad.

http://www.endangeredspecie.com/

Ofrece diversos apartados de caracter divulgativo
con informacion sobre causas de amenaza en las es-
pecies, que hacer y cOmo ayudar a su conservacion,
leyes de proteccion, organizaciones, bibliografia y
diversos aspectos de caracter educativo.



En el aflo 1997 se organizaron por primera vez
las Jornadas Iberoamericanas de la Biodiversidad, y
la Universidad de Alicante fue la sede de dicho evento
cientifico. Ya entonces se dio a conocer un proyecto
elaborado entre esta institucion universitaria y el
Instituto de Ecologia de Xalapa (Veracruz, México)
y por el cual se acordd la creacion del Centro Ibero-
americano de la Biodiversidad (CIBIO) con el fin
de contribuir a la investigacion y vertebracion de las
politicas de cooperacion de los estudios sobre la di-
versidad bioldgica en el marco de un desarrollo sos-
tenible. En este &mbito de cooperacion internacio-
nal, el CIBIO organizo el Foro Iberoamericano de
Biodiversidad, que fue un fiel reflejo de la voluntad
de confrontacion de ideas dentro del Subprograma
XII Diversidad Bioldgica del Programa Iberoame-
ricano CYTED (Ciencia y Tecnologia para el De-
sarrollo). El Programa CYTED es un proyecto cuyo
objetivo es fomentar la cooperacion de los paises

Web: coarn.ua.es/CIBIO . html
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iberoamericanos en los campos de la ciencia y el
desarrollo tecnoldgico y que surge de las reuniones
de Jefes de Estado y de Gobierno de los paises lati-
noamericanos y Espaia.

El proposito de este Foro fue el fortalecer los la-
zos de cooperacidon entre las distintas instituciones
iberoamericanas dedicadas al estudio de la diversi-
dad bioldgica y el propio programa CYTED, bus-
cando como objetivo Ultimo, encontrar propuestas
a las necesidades de compatibilizar conservacion de
la biodiversidad y justo desarrollo social y econémi-
co en los paises de Iberoamérica.

El programa a desarrollar durante la celebracion
de este Foro comprendid una serie de comunicacio-
nes cientificas y sesiones de trabajo que sirvieron de
base de discusion de proyectos de investigacion y de
cooperacion en estudios concernientes a la
biodiversidad y desarrollo sustentable en
Latinoamérica y la Peninsula Ibérica.

Foro Iberoamericano
de Biodiversidad

Baje &l patracinio del Programa Iberoamericanc
de Ciencia y Tecnalogia paro el Desarralle

CYTED

Fecha: 22 a 24 de Moviembre de 2000
Lugar de celebracién

Sala de Juntas - Facultad de Derecho
Universidad de Alicante

Universitat d'Alacant
=4 Universidad de Alicante
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Si desea recibir Cuadernos de Biodiversidad de forma gratuita en su institucion, por favor rellene el
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Teléfono: .....ccovevvviiene, FaX: cveeieie e E-MAIL oo

Enviar a:

CIBIO. Universidad de Alicante. Apartado de correos 99. 03080-Alicante
Fax: 965903815

e-mail: cibio@carn.ua.es
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Cuadernos de Biodiversidad B

V SIMPOSIUM INTERNACIONAL DE

PLANTAS MEDICINALES
24 al 27 de septiembre de 2001

La Habana, Cuba

Auspician

Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
Industria Médico-Farmacéutica
Consejo Nacional de Sociedades Cientificas de la Salud
Agencia de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente

PRESERVAR LA SALUD DEL HOMBRE, RETO DEL PROXIMO MILENIO

PROGRAMA PROFESIONAL

Conferencias Magistrales
Carteles

Férum Comercial
Cursos Internacionales

Farmacoeconomia

Desarrollo tecnolégico y Control
de Calidad de Fitofarmacos

Métodos avanzados de toxicologia
en la industria de fitofarmacos

Método integral de control de las
plagas y enfermedades en las
plantas medicinales

Talleres Internacionales
«Los productos fitofarmacéuticos en el
nuevo milenio»

Este taller incluye los siguientes bloques
Tematicos:

— Plantas medicinales, biodiversidad y
produccion sostenible.

— Los fitofarmacos desde la investigacion
hasta la industria.

— Empleo de los fitofarmacos en la
terapéutica médica.

«Monografias farmacopeicas»

Este taller organizado por la Red
RIPOFRITO del CYTED es por invitacion

Los interesados deben dirigirse a:
Lic. Gerardo Ramirez Camifio

Ave. 26 No. 1605, Nuevo Vedado.
Ciudad de La Habana, Cuba, CP. 10600

Fax. (537) 333556
e-mail: cidem@infomed.sid.cu
cinfa@infomed.sld.cu
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