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RESUMEN

En México se cultivan poco mas de 90,000 ha con limon mexicano. Esta
agroindustria practicamente soOlo cuenta con una variedad comercial, que
aunque esta bien adaptada a las condiciones agroecolégicas de las regiones
productoras y que genera buenos rendimientos, tiene el inconveniente que su
fruta es relativamente pequeila y contiene semillas, lo cual le resta
competitividad en el mercado. Por otra parte, actualmente el cultivo de limén
mexicano esta siendo amenazado por enfermedades de alto impacto
econdmico como es la tristeza de los citricos, que se ha considerado como la
enfermedad de tipo viral de mayor importancia econémica que afecta al cultivo
de los citricos en todo el mundo. Para hacer frente a las nuevas demandas del
mercado en fresco y de la industria asi como reducir los impactos de problemas
fitosanitarios como la tristeza de los citricos y otras enfermedades emergentes,
se requiere generar nuevas variedades de limoén mexicano con caracteristicas
de calidad superiores a las actuales. A partir de 2009 en INIFAP-Colima se esta
realizando un programa de mejoramiento genético mediante hibridacion sexual
interploide auxiliado por las técnicas de rescate y cultivo in vitro de los
embriones en estado inmaduro. En este documento se presentan avances de
resultados que comprenden actividades para la estimacion de la fertilidad del
polen, el tipo de embrionia en limén mexicano, la edad de la fruta adecuada
para el rescate de los embriones y de los primeros ensayos de polinizacion
entre genotipos de limén mexicano y limones italianos.

INTRODUCCION

A nivel internacional se cultivan tres especies de citricos acidos que
precisamente por su sabor &cido y el uso que el consumidor le da, son
considerados como limones: el limén Mexicano o lima key [Citrus aurantifolia
Christm) Swingle], el limon Persa (C. latifolia Tanaka) y limon lItaliano o
verdadero (C. limon Burm). Botanicamente, tanto la lima Mexicana como la lima
Persa no son propiamente limones ya que en realidad pertenecen al grupo de
las limas acidas (Medina et al., 2001).

La industria mundial de citricos acidos requiere de nuevas variedades, no solo
para satisfacer el mercado de fruta fresca que demanda alta calidad, ausencia
de semillas y alto contenido de acidez, asi como para atender las necesidades
de la industria que clama por alta calidad en los jugos y aceites. También se
requiere el desarrollo de otras caracteristicas agronOmicas que ayuden a
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reducir las amenazas que representan algunas enfermedades de alto impacto
econdmico (Viloria y Grosser, 2005).

En México son mas de 90,000 ha cultivadas con limén mexicano, mismas que
estan distribuidas en los estados costeros del Pacifico, desde Jalisco hasta
Oaxaca. Esta agroindustria practicamente soélo cuenta con una variedad
comercial, que aunque esta bien adaptada a las condiciones agroecoldgicas de
las regiones productoras y que genera buenos rendimientos, excelente calidad
quimica y ademas tiene gran aceptacion en el mercado interno (Robles-
Gonzalez, 1993), el hecho de contar con una base genética tan estrecha la
hace extremadamente vulnerable tanto a problemas fitosanitarios como de
mercado.

Actualmente el cultivo de limon mexicano esta siendo amenazado por
enfermedades de alto impacto econdmico como es la tristeza de los citricos
(VTC), que se ha considerado como la enfermedad de tipo viral de mayor
importancia econdmica que afecta al cultivo de los citricos en todo el mundo. El
VTC es transmitido por injerto durante la propagacion, o bien es diseminado de
forma muy eficiente por el pulgon café (Toxoptera citricida Kirkaldi). Se han
detectado arboles infectados con VTC en 20 de los 23 estados productores de
citricos del pais. Por su parte el pulgdn café ya se encuentra en los estados
del sureste mexicano, algunos estados del centro y recientemente se le detecto
en el estado Guerreo que es uno de los cuatro principales estados productores
de limén mexicano.

De acuerdo con Harms (1992), las enfermedades causadas por virus son
especialmente probleméticas ya que ademas de provocar un serio impacto
economico, debido a sus propiedades fisicas y bioldgicas, hacen muy dificil su
control (Slack y German, 1998). Por lo que el desarrollo de variedades
resistentes es la mejor opcion, y ha sido uno de los métodos mas eficientes,
econdémicos y ambientalmente seguros para el control de enfermedades virales
en plantas (Papu et al., 1995)

En general, el mejoramiento genético en citricos, se ha dirigido hacia dos
grandes temas: a) la produccion de portainjertos y b) generacién de
variedades. En el primer caso se pretende obtener genotipos con resistencia a
factores bioticos y abidticos tales como; virus, Phytophthora, nematodos,
salinidad, sequia y bajas temperaturas, asimismo, que induzcan un porte bajo a
los arboles y la produccion temprana. Respecto al segundo, se ha tratado de
generar variedades con buena produccion, de madurez precoz, fruta de buen
tamafo y calidad, pocas semillas y cascara floja (Aliza-Vardi y Spiegel-Roy,
1978).

Actualmente existen programas de mejoramiento genético de citricos en varias
partes del mundo y sus trabajos estan enfocados a la generacion de
variedades de fruta sin semilla o produccién de genotipos para uso como
portainjertos pero que integren ademas de buena compatibilidad con las
variedades, tolerancia a patdégenos y adaptacion suelos con salinidad y
carbonatos de calcio (Grosser et al., 2000; Ollitrault et al., 2000).



En Espafa, Estados Unidos, Brasil, Japon, Africa del Sur e Italia estan
haciendo mejoramiento genético para generar nuevas variedades de naranja,
mandarina y limon verdadero resistentes a diversos problemas fitosanitarios y
para incorporar caracteristicas deseables a la fruta, con el fin aumentar la
oferta de variedades para el consumo en fresco (Ollitrault et al., 2002; Tusa et
al.,1996; Navarro et al., 2002; Grosser et al., 2000; Grosser y Gmitter, 2005;
Cristofani et al., 2002; Machado, 2002).

En Estados Unidos, Brasil, Francia, Italia y Espafia los programas de
Mejoramiento Genético en Citricos estan enfocados a resolver problemas en
naranja dulce, mandarino, toronjo y limon verdadero (Navarro et al., 2002).

La hibridacién sexual interploide es una de las lineas de investigacion que se
estan abordando en programas de mejoramiento genético de paises
productores de citricos (Ollitrault et al., 2002; Tusa et al., 1996; Navarro et al.,
2002; Grosser et al., 2000; Grosser y Gmitter, 2005). Con esta estrategia de
mejoramiento genético ademas de incorporar tolerancia a patégenos, es
posible obtener variedades de citricos con frutos mas grandes y sin semillas,
los cuales son deseables tanto para el mercado interno como para la
exportacion. Esta alternativa gana mayor fuerza por la riqgueza de los
progenitores de hibridos somaticos alotetraploides que se estan produciendo
por la hibridacibn somatica (Grosser et al., 2000), entre ellos algunos con
potencial para el mejoramiento genético de citricos acidos (Kahn y Grosser,
2004).

La hibridacion sexual interploide consiste en realizar cruzas entre genotipos de
citricos con diferente nivel de ploidia. Generalmente se estdn practicando
cruzas entre genotipos diploides (2n = 2x =18) con genotipos tetraploides (2n =
4x = 36), asi como también de su reciproco. Los frutos resultantes de estas
cruzas contienen semillas en las cuales se desarrolla un posible embrion
triploide. Los arboles de genotipos triploides son de gran valor porque se
caracterizan por producir frutas grandes carentes de semillas, las cuales son
deseables para mercados de exportacion

La mayoria de cultivares de limas y limones presentan el fendmeno conocido
como apomixis o poliembrionia y producen varios embriones en cada semilla
(Soost y Roose, 1996). La embrionia nucelar, junto con heterocigocidad,
esterilidad, incompatibilidad y largo periodo juvenil, han dificultado el
mejoramiento genético la mayoria de los citricos mediante la hibridacion
sexual convencional (Kochba y Spieguel-Roy, 1977; Aliza-Vardi, 1981; lkeda,
1981; Vardi et al., 1996;) y esto ha impedido que los fitomejoradores utilicen las
fuentes de variacion existentes para incorporar genes de resistencia que
pueden estar presentes en los géneros cercanos a los citricos (Rocha-Pefia et
al., 1995).

La hibridacion sexual interploide se ha vuelto mas eficiente debido a la
aplicacion de las técnicas cultivo in vitro que permiten el rescate de embriones
cigoticos en estado inmaduro, cuyo desarrollo puede ser impedido a causa de
la competencia que ejercen los embriones nucelares y que bajo condiciones
naturales terminan por eliminarlos en etapas tempranas de su desarrollo.



Algunos laboratorios han desarrollado metodologias para el rescate y desarrollo
in vitro de embriones en citricos en estado inmaduro y que han permitido la
obtencion de una buena cantidad de plantas hibridas en cruzas sexuales y
entre distintos niveles de ploidia (Viloria et al., 2005).

Para lograr un buen programa de hibridacién interploide, es importante contar
con un numero suficiente de progenitores tanto diploides como tetraploides con
caracteristicas deseables, entre los que se haran las combinaciones. También
es importante contar con los protocolos eficientes de polinizacién y de rescate
de embriones en estado inmaduro, involucrando técnicas in vitro para la
regeneracion de plantulas a partir de esos embriones hibridos.

El éxito del cultivo de embriones en gran medida esta determinado por el
estado de desarrollo del embrion y los nutrientes y reguladores del crecimiento
vegetal aplicados al medio de cultivo. En general, los embriones jévenes de
citricos han sido rescatados de semillas poliembrionicas aproximadamente 100
dias después de la polinizacion (Deng et al., 1996; Tusa et al.,, 1996). En
contraste, las semillas de progenitores monoembrionicos se han recogido siete
meses después de la polinizaciéon o a la madurez (Oiyama Kobayashi, 1990;
Sykes y Lewis, 1996).

Por lo tanto, para hacer frente de manera definitiva y sustentable a las
demandas del mercado en fresco y de la industria, asi como reducir los
impactos de problemas fitosanitarios como la tristeza de los citricos y otras
enfermedades emergentes, a partir de 2009 el INIFAP-Colima esta realizando
un programa de mejoramiento genético mediante hibridacion sexual interploide
auxiliado con el rescate y cultivo in vitro de los embriones inmaduros.

MATERIALES Y METODOS

Los trabajos se llevan a cabo en las instalaciones del Instituto Nacional de
investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias INIFAP en Tecoméan, Colima,
México. El sitio se localiza a 32 msnm con clima BS1 wig considerado como
calido semiseco, con temperaturas medias de 26°C y precipitacion media anual
de 750 mm. Se utilizan arboles de tres variedades, algunos variantes naturales
y mutantes radioinducidos de limon mexicano. También se usaron &rboles de
tres variedades de limon italiano creciendo en un predio cercano de propiedad
privada.

Estimacion de la fertilidad del polen.

Se utilizaron nueve genotipos de citricos; tres de los cuales corresponden a
variedades de limon mexicano diploide (‘Colimex’, ‘Lise’ y ‘Colimén’, este ultimo
produce fruta con bajo contenido de semillas), un variante natural de limon
mexicano tetraploide (M 30-9), uno de limon italiano cv ‘Rosemberg’, un
citrange (C-35) y tres genotipos presuntamente hibridos naturales entre limon
mexicano Yy los portainjertos C. microphylla Wester y C. volkameriana Pasq.).
Se utilizaron tres medios de cultivo para la germinacion de polen in vitro
(Brewbaker y Kwack, 1963; Lora et al., 2006 y Leal, 1969), adicionados con 10
mg/L de agar. Para las pruebas de tincién de polen se probaron los colorantes



(2, 3,5- Triphenyl tetrazolium chloride (TTC 1 %) y Acetocarmin 1%). El polen
se obtuvo de flores colectadas al tiempo de la antesis entre las 10:00 y 12:00
hrs., luego en laboratorio se disectaron las anteras y se pusieron en cajas petri
para dejar que completaran su dehiscencia. Para la germinacién in vitro del
polen, se pusieron cinco gotas de medio de cultivo sobre portaobjetos de vidrio
y después de pasados cinco minutos al gelificar las gotas, se espolvoreé el
polen sobre el medio de cultivo con ayuda de un pincel de cerdas finas. Para la
prueba de tincion, primero se espolvored el polen sobre el portaobjetos, luego
se coloco con un cubreobjetos sobre la muestra de polen y finalmente se aplicé
el colorante con ayuda de una micropipeta con cuidado de no generar burbujas.
Las muestras se llevaron a un ambiente con temperatura de 25°C. Los datos
de granos de polen tefiidos se registraron dos horas después de colocado el
colorante, mientras que los granos de polen germinados se registraron a las 24
y 48 horas de iniciada la prueba.

Tipo de embrionia en genotipos de limén mexicano

En un flujo de floracion de invierno de 2009 se estudio el tipo de embrionia en
semillas de genotipos de lim6n mexicano. Se eligieron variantes naturales
diploides (M 12-8, M - LL, M - SAL), un variante natural tetraploide (M 30-9) y
seis mutantes radioinducidos (M - 681, M - 707, M - 822, M - 895, M - 914 y M
- 1119). De acuerdo a metodologia determinada en trabajos previos, de cada
genotipo se colectaron frutas de entre 50 y 60 dias de edad, contados a partir
de la antesis y que tenian entre 2.0 a 2.5 cm de diametro ecuatorial. Las
semillas se extrajeron y se abrieron utilizando pinzas de diseccion y bisturi. Con
ayuda de un microscopio estereoscoépico y con aumento de 40X, se reviso el
interior de las semillas para cuantificar los embriones de cada una de las
semillas. Con esos datos se calcularon los promedios de embriones por semilla
y porcentajes de semillas con mas de un embrién (semillas poliembrionicas)

Edad del fruto adecuada para hacer el rescate de los embriones hibridos.

Para determinar la edad adecuada de la fruta en la que se debe de hacer el
rescate de los embriones inmaduros de los genotipos de limén mexicano y
limén italiano cv ‘Rosemberg’, mismos que pueden funcionar como
progenitores femeninos en cruzas diploide por diploide, se seleccionaron flores
al tiempo de la antesis. Se etiquetaron racimos florales que presentaban flores
recién abiertas y se eliminaron las flores pequefias, para evitar confusiones con
su edad al tiempo de los muestreos. Posteriormente cuando los frutos fueron
cumpliendo 40, 50, 60 y 70 dias de edad, se colectaron muestras de fruta. En
laboratorio y con ayuda de un microscopio estereoscopio, se disectaron las
semillas en desarrollo y se caracterizaron en base a su tamafo, aspecto interno
y externo, asi como por el numero y tamafo de los embriones. Con los datos
registrados se calcularon los promedios para cada una de las variables.

Polinizacion y amarre de fruta
Para las pruebas de hibridacion sexual se eligieron tres genotipos de limon

mexicano: ‘Colimex’, ‘Colimén’ y un variante natural tetraploide (‘Mex 4x’)
cultivados en instalaciones del campo experimental de INIFAP y tres de



limones italianos (‘Rosenberg’, ‘Eureka’ y ‘Limoneira 8A’) localizados en un
predio particular cercano al INIFAP. En trabajos previos, algunos de ellos ya se
habian caracterizado por la viabilidad del polen, contenido de semillas y edad
de la fruta adecuada pora el rescate de los embriones. Se siguié un protocolo
de polinizacion basado en lo sefialado por Viloria et al (2006). Por la mafana,
entre las 10:00 y 12:00 horas, se colectaron flores al tiempo de antesis para
cada uno de los genotipos. Las anteras se separaron de las flores y se
pusieron en cajas petri para ser deshidratadas por una noche en una camara
con sales de sulfato de calcio anhidro. Al dia siguiente el polen se liber6 de las
anteras al agitar la caja petri.

En campo se seleccionaron flores en un estado previo a la antesis en los
distintos genotipos que se usaron como progenitores femeninos, a las que se
les eliminaron pétalos y anteras para enseguida aplicarles suficiente polen
sobre el estigma con ayuda de un pincel de cerdas finas. Las flores mas
pequefias no utilizadas para este estudio, fueron eliminadas. Los pistilos
polinizados se cubrieron con tela de tul para evitar que las abejas las visitaran.
Cada brote vegetativo en los arboles conteniendo flores polinizadas se marcé
con cinta de plastico y se etiquetaron con los datos de la fecha y progenitor
masculino. Cuando la fruta cumpli6 60 dias para los genotipos de limén
mexicano y 70 dias para los limones italianos, se colectaron para realizar el
rescate de los embriones. Se registraron datos de niumero de flores polinizadas
y frutos cosechados. Se calculo el porcentaje de amarre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estimacién de la fertilidad del polen.

Como una de las primeras acciones en el programa de hibridacion, se procedié
a conocer la calidad del polen de los genotipos de limén mexicano y limén
Italiano que pueden participar como progenitores masculinos en cruzas diploide
por diploide y diploide por tetraploide.

En todos los genotipos las anteras presentaron coloracién amarilla y liberaron
polen del mismo color, que le daba aspecto de ser viable. De acuerdo a los
resultados de las pruebas de germinacién in vitro, los tres medios de cultivo
permitieron la germinacion de granos de polen en proporciones que variaron de
23.2 a 26.9% (promedios de todos los genotipos) y resultaron
estadisticamente similares entre si. También se detectaron interacciones
significativas entre los genotipos y los medios de cultivo (Datos no
presentados) Los genotipos resultaron ser significativamente diferentes en
cuanto a su viabilidad estimada mediante esta prueba. Como lo muestran los
datos del Cuadrol, en la mayoria de los genotipos los porcentajes de granos
de polen tefiido fueron mayores a los porcentajes de granos de polen
germinados. Los genotipos ‘Citrange C-35’, limon italiano cv ‘Rosenberg’ y los
presuntos hibridos interespecificos naturales de limén mexicano, presentaron
los mayores porcentajes de polen germinado, mientras que los genotipos de
diploides de limén mexicano presentan los valores mas bajos.

Es interesante observar que el genotipo tetraploide de limén mexicano, alcanz6
un porcentaje alto de polen germinado y result6é ser estadisticamente similar al



limén italiano cv ‘Rosemberg’, al ‘citrange C-35 y a los presuntos hibridos
interespecificos naturales de limén mexicano.

Con la prueba de tincion se detectaron diferencias altamente significativas
entre los colorantes. El acetocarmin tifio el 70.41 % de granos de polen
mientras que con TTC solo se tifid6 el 20.96 %, (promedio de todos los
genotipos). También se detectaron interacciones significativas entre los
genotipos y los colorantes (Datos no presentados).

De acuerdo a los promedios de los dos colorantes, salvo en el caso del
genotipo tetraploide de limon mexicano (Mex 4x), en todos los genotipos se
detectaron altos porcentajes de granos de polen tefiidos. No se observa una
relacion consistente entre los porcentajes de polen tefiido con los resultados
obtenidos con la prueba de germinacion. Al respecto Jahier (1996) sefiala que
los métodos de tincidon se basan en la afinidad de las células por determinadas
sustancias colorantes que generalmente sobrestiman la fertilidad del polen y
escasamente pueden determinar su poder germinativo real. La tincidbn con
acetocarmin se basa sobre la hipétesis que solamente las células con una
membrana intacta y funcional pueden ser tefiidas, sin embargo algunos granos
de polen con un citoplasma degenerado o muerto pueden ser teflidos (Janssen
y Hermsen, 1976, citado por Knudsen, 1999). Tomando en cuenta que la
variedad ‘Colimén’ ademas de su bajo porcentaje de germinacion in vitro de
polen (0.85%), produce fruta con bajo contenido de semillas (0. 3/fruta) y que
aparentemente estas dos caracteristicas pueden estar relacionadas, y por lo
tanto indica que tiene problemas de fertilidad tanto en los gametos masculinos
como en los gametos femeninos. En este caso la prueba de germinacion
puede ser mas util para utilizarse como estimacién de la viabilidad del polen.
También nos permite considerar la posibilidad de descartar esta variedad como
posible progenitor en los trabajos de hibridacion para no correr el riesgo de
hacer trabajo improductivo.

Cuadro 1. Porcentajes de germinacion in vitro y de tincién de granos de polen en genotipos de
limén mexicano, limén italiano y posibles hibridos interespecificos de limén mexicano.

VARIEDAD GERMINACION in vitro (%)* Pole?(yit)as\ido
Citrange C-35 51.26 A 54.59 AB
Rosemberg 41.90 A 65.5 A
BG 67-68 42.74 A 65.71 A
BG 63-64 23.69 B 41.59 AB
BG 43-44 15.96 BC 49.03 AB
BG 19-20 4439 A 29.40B
Colimex 12.09 C 49.63 AB
Lise 500 D 41.59 AB
Colimén 085 E 33.96 B

PROMEDIOS 26.43 45.54

Promedios con letra distinta son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0.05).
? =Promedio de tres medios de cultivo; ¥ =Promedio de dos métodos de tincién

Tipo de embrionia en genotipos de limén mexicano

A los 50 y 60 dias de edad, los frutos de los distintos genotipos tuvieron un
diametro ecuatorial entre 2.0 y 2.5 cm. La mayoria de sus semillas en



desarrollo presentaba color blanco verdoso con aspecto translucido. En el
interior se observé un tejido gelatinoso dentro del cual se encontraban los
embriones de color verde y con forma cotiledonar y tamafos que variaron entre
0.20 y 0.34 cm de longitud. De los datos del cuadro 2, se puede apreciar que
todos los genotipos estudiados producen tres o0 mas semillas por fruta. La
variedad regional ‘Colimex’ produce 4. 5 semillas. Sobresale el genotipo M 30-
9 que promedi6 13. 75 semillas por fruta. EIl nimero promedio de embriones
por semilla de los genotipos fluctud entre 1.24 y 2.5. Esto demuestra que todos
los genotipos estudiados producen semillas poliembriénicas. EI M 30-9 registro
el promedio mas bajo (1.24 semillas por fruta). La mayoria de los genotipos
produjeron semillas poliembridnicas en porcentajes superiores al 50%.
Nuevamente sobresale el variante natural M 30-9 que promedio un porcentaje
relativamente bajo de semillas poliembrionicas (30.4%).

Cuadro 2. Contenido de semillas por fruta, nimero de embriones por semilla y porcentaje de
semillas poliembridnicas en genotipos de limén mexicano

GENOTIPO SEM./FRU. EMB./SEM. SEM. POLIEMB. LONG. EMB
Colimex 4.5 2.35 75.5 0.30
M - 681 4.55 1.70 38.6 0.30
M- 707 271 2.38 75.0 0.34
M - 822 5.7 2.43 67.39 0.22
M - 895 3.71 2.57 62.22 0.20
M-914 4.08 2.04 52.83 0.32
M -1119 3.64 1.93 59.09 0.22
M —30-9 13.75 1.24 30.43 0.27

M- LL 6.22 2.54 64.81 0.27
M - SAL 3.3 2.5 57.50 0.25
M-—-12-8 4.75 2.23 58.82 0.30

Uno de los efectos de la embrionia nucelar, es que las hibridaciones realizadas
bajo condiciones controladas usando clones poliembridnicos como progenitores
femeninos, frecuentemente producen una escasa 0 nula progenie hibrida, la
cual es requerida para la seleccion de genotipos de interés (Grosser y Gmitter,
1990). En base a los resultados de este trabajo el genotipo M 30-9 resulta
interesante por dos caracteristicas importantes. Primero por presentar fruta con
un alto contenido de semillas y segundo porque casi dos terceras partes de las
mismas al parecer son monoembrionicas. También es importante destacar que
es un genotipo tetraploide por lo que puede ser util para usarse como
progenitor en trabajos de hibridacién sexual interploide.

Edad del fruto adecuada para hacer el rescate de los embriones hibridos.

Aunque los sitios donde se cultivan cada una de las especies de citrico bajo
estudio fueron diferentes, asi como el manejo del huerto y las fechas en que se
presentaron las floraciones, el desarrollo del fruto y de las semillas guardo
ciertas semejanzas en algunas de las variables registradas. Como se puede




observar en los datos del Cuadro 3, para cada una de las fechas de muestreo
el desarrollo de la fruta fue ligeramente semejante entre ambos tipos de limén.
Aunque en el limon italiano la fruta tuvo una tendencia a desarrollar un
diametro ecuatorial ligeramente mayor que la registrada en limones mexicanos,
sobre todo a los 60 y 70 dias. En cuanto al niumero de semillas por fruta, se
puede apreciar que mientras que en el limén mexicano se registraron
promedios entre 4 y 5 semillas, en el limon italiano se registraron de 15 a 20
semillas por fruta. En ambas especies el contenido de semillas por fruta se
mantuvo mas o menos estable en las cuatro fechas de muestreo.

El tamafio de la semilla determinado en funcion de su longitud, presenté un
comportamiento inverso a lo descrito entre los dos tipos de limén para el
diametro de la fruta. Las semillas de limon mexicano en todas las fechas de
muestreo fueron ligeramente mayores que las semillas de limoén italiano. En
ambos tipos de limén las semillas presentaron un color blanco verdoso y
aspecto translicido. En su interior las semillas en de los frutos muestreados a
los 40 dias presentaron una textura entre liquida a gelatinosa. Para los 50 y 60
dias el contenido de las semillas se torné gelatinoso, mientra que a los 70 dias
este tejido practicamente desaparecio.

Para esta ultima fecha de muestreo algunas semillas estdn practicamente
rellenas con los embriones. Por su parte el nUmero de embriones por semilla se
comporté de manera muy diferente entre los dos tipos de limén. Mientras que
en limén mexicano el namero de embriones por semilla fue creciendo en las
primeras tres fechas de muestreo, hasta alcanzar un promedio de 3.47
embriones a los 60 dias. Para los 70 dias en algunas semillas los embriones se
habian ya fusionados entre si y se dificultdé el conteo. En estos casos se
contaron como uno solo y por lo tanto para esta fecha el promedio disminuyd.
Por su parte en el limon italiano en la mayoria de las semillas de fruta
muestreada a los 40 dias no presentaban aun embriones o estuvieron muy
pequefios y no se pudieron observar.

Cuadro 3. Tamafio de fruto, contenido de semillas, nimero y tamafio de embriones en dos

citricos acidos en estados de su desarrollo.

EDAD DIAM/FRU. | SEM/FRUTO LONG. EMB/SEM LONG/EMB
FRUTO GENOTIPO (cm) No. SEM (cm) No. (mm)
(dias)
40 MEX 1.97 4.95 5.4 2.08 0.57
ROS 2.00 20.00 3.8 0.14 0.60
50 MEX 2.36 4.58 6.4 3.60 2.77
ROS 2.50 17.00 55 1.00 35
60 MEX 2.71 411 7.8 3.47 3.73
ROS 3.00 15.00 6.5 0.95 5.50
70 MEX 3.31 4.11 10.0 1.27 5.83
ROS 3.50 18.00 8.2 1.00 6.20




En los muestreos posteriores los promedios se mantuvieron en un solo embrion
por semilla desde los 50 hasta los 70 dias. Es importante sefialar que los datos
individuales de cada semilla indican que en la mayoria de las semillas solo se
encontré un embrion. Algunas pocas semillas tuvieron dos embriones y hubo
un caso de tres embriones por semilla. Esto indica que es un genotipo
practicamente monoembridnico lo que reviste gran importancia para nuestro
proyecto ya que se convierte en un buen progenitor femenino. Respecto al
tamafio de los embriones, estos muestran una dinamica de constante
crecimiento en las dos especies citricas. No obstante aunque en las dos
primeras fechas de muestreo los embriones de ambos tipos de limén tuvieron
un tamafo similar, para los 60 y 70 dias los embriones de limén italiano fueron
mas grandes que los de limén mexicano.

En base a estos resultados se puede considerar que a los 60 dias es una edad
del fruto adecuada para hacer el rescate de los embriones en el limén
mexicano. Por su parte en el limon italiano el rescate se puede practicar entre
los 60 y 70 dias o incluso hasta la madurez debido a que por su bajo nivel de
poliembrionia el riesgo de ser eliminado por los embriones nucelares es
menor.

Polinizacion y amarre de fruta

En este primer afio de polinizaciones se tuvo problemas de sincronizacion entre
las floraciones de los dos tipos de limon. Sin embargo, se logro realizar algunas
hibridaciones con las flores que se pudieron aprovechar. La fruta se dej6
crecer hasta los 60 dias en el caso de los cruzamientos limones mexicanos x
limones italianos y 70 dias en las cruzas de limones italianos x limones
mexicanos. La combinacion que mas se pudo lograr fue la del cultivar
‘Rosenberg’ x ‘Colimex’. Esto debido a la disposicion de suficiente polen de
‘Colimex’ en el tiempo en que hubo flores de ‘Rosemberg’. Como se aprecia en
el cuadro 4, en todas las combinaciones se lograron obtener frutas con
porcentajes de amarre variable pero aceptable. Solo la cruza entre ‘Colimex’ x
‘Rosenberg’ rregistré el mayor porcentaje de fruta amarrada. Aunque esto no
garantiza que se lograron las cruzas debido a que en esta especie ocurre algo
de partenocarpia.

Cuadro 4. Porcentajes de amarre de fruta en hibridaciones realizadas entre genotipos de limén
mexicano con genoptipos limén italiano.

Prog. Prog. Flores. Frutos Semillas Embriones
; : No No % No. No.
Femenino Masculino
Colimex Rosenberg 61 41 67.2 246 566
Colimén Rosenberg 28 13 46.4 1 1
Rosenberg Colimex 155 45 29.0 333 282
Mex 4x Rosenberg 10 3 33.3 60 150
Eureka Colimex 19 5 26.3 Pendiente Pendiente
Limoneira 8A | Colimex 3 2 66.7 Pendiente Pendiente
Esta pendiente conocer cuantas semillas se produjeron y la cantidad de

embriones que se lograron.




Aunque se obtuvieron semillas, ain no se terminan los trabajos de rescate de
los embriones en todas las combinaciones. También se logro un porcentaje alto
de amarre de fruta en la combinacion de ‘Colimén’. Este genotipo produce
fruta con bajo contenido de semillas.

De acuerdo a estos datos, los porcentajes de amarre de fruta obtenidos con
limones mexicano resultaron ser mayores que los reportados por Viloria et al
(2006), para esta especie, tanto cuando se uso como progenitor femenino
como cuando funcioné como progenitor masculino. De algunas de las
combinaciones ya se tienen embriones germinando y plantulas en desarrollo,
quedando pendiente concluir con la fase de rescate de los embriones en todas
las combinaciones. También esta pendiente determinar su nivel de ploidia, la
caracterizacion morfolégica y molecular de las plantulas resultantes y asi
determinar su caracter hibrido. Se espera que esto pueda ser logrado en los
proximos meses, antes de que se inicie una nueva estacion de polinizaciones.

CONCLUSIONES

Los datos son producto de un primer afilo de trabajo y por lo tanto las
conclusiones son preliminares. La viabilidad estimada del polen de los
genotipos de limon mexicano es relativamente baja de acuerdo a resultados de
pruebas de germinacion in vitro. Se cuenta con un genotipo de limén mexicano
y uno de limén italiano con bajos porcentajes de semillas poliembrionicas y
pueden ser utiles en los trabajos de hibridacion sexual. El tiempo adecuado
para el rescate de los embriones inmaduros es cuando la fruta tiene 60 dias en
limén mexicano y 70 dias en limén italiano. En hibridaciones realizadas con
distintas combinaciones entre limones mexicanos y limones italianos se
lograron porcentajes de fruta amarrada variables pero en general aceptables.
Queda pendiente realizar los trabajos de rescate de embriones para varias
combinaciones de progenitores y desarrollo de plantulas para determinar en
que medida se lograron con éxito las hibridaciones.
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