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El control hormonal del cuajado del caqui (Diospyros kaki Thunb.).
Resumen:

El cv. Rojo Brillante de caqui (Diospyros kaki Thunb.) sélo produce flores pistiladas y el
ovario presenta una alta capacidad partenocarpica. Sin embargo, y tras el cuajado, los
frutos sufren una caida fisioldgica prolongada hasta que el arbol ajusta el nimero de
éstos a su capacidad para desarrollarlos. Hasta hoy, no se ha estudiado dénde reside su
alta capacidad partenocarpica ni cudl es la razén de la caida de sus frutos.

Estudios previos han demostrado que la presencia de los sépalos podria ser vital para
gue la partenocarpia tenga lugar ya que su eliminacidn provoca la abscisidon del ovario o
del fruto recién cuajado, y sugieren que las giberelinas podrian estar implicadas en el
proceso, pero no han demostrado la razén de la abscision.

En este trabajo se estudia la importancia de los sépalos en la evolucion del contenido
de la giberelina GA,, del acido indol-3-acético, del acido abscisico y del acido jasmdnico
en el ovario y su relaciéon con el cuajado, el crecimiento del ovario/fruto, y su abscision.
Asimismo, se estudio la produccion de etileno en el ovario/fruto a partir del momento
de la eliminacién de los sépalos como posible responsable de su abscision.

Para ello, se compard la evolucién de los niveles hormonales de los ovarios con aquellos
de flores a los que se eliminaron los sépalos en etapas pre-, durante y post-antesis, y
con los de ovarios de flores desepaladas y tratadas inmediatamente con 4&cido
giberélico. El trabajo se completa con el estudio del papel de los sépalos en etapas
avanzadas del crecimiento del fruto y su maduracién.
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Hormonal control of fruit set in persimmon (Diospyros kaki Thunb.).
Abstract:

The persimmon cv. Rojo Brillante (Diospyros kakiThunb.) brinbgs only pistlated flowers
and the ovary has a high parthenocarpic ability to set. However, after fruit set, fruitlets
suffer a prolonged physiological drop until the tree adjusts the number of fruits to their
capacity to develop them. Until now, it has not been studied where its high
parthenocarpic capacity resides and what is the reason fruitlets abscission.

Previous studies have shown that the presence of the sepals could be vital for the
parthenocarpy to take place since detached sepals causes the abscission of the ovary or
fruitlet, and suggests that gibberellins could be involved in the process, but reasons to
explain fruitlet abscission remain unknown.

The aim of this work was to study the influence of the sepals in the ovary/fruitlet
content of the gibberellin GA1, indole-3-acetic acid, abscisic acid, and jasmonic acid,
and its relationship with fruit set, ovary/fruitlet growth, and fruitlet abscission. Ethylene
production from the ovary/fruitlet was also studied from the sepal detachment as a
possible responsible of abscission.

Time-course of the hormonal levels in the ovaries from detached-sepals-flowers in pre,
during and post-anthesis stages was compared with those from intact flowers and also
with flowers immediately treated with gibberellic acid after sepal detachment. The
study is completed with the effect of detached sepals at advanced stages of fruit
growth and at ripening.

Key words: ABA, AIA, Persimmon, Ethylene, Gibberellins, JA, Parthenocarpy, Abscission
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INTRODUCCION

En 2016, la produccién mundial de caqui fue de 5,4 x 10° t, segun datos de la FAOSTAT,
destacando China como la mayor productora, seguida de Corea y Japdn. A nivel europeo la
mayor productora fue Espafia con 311.000 t.

El caqui (Diospyros kaki Thunb.) pertenece a la familia Ebanaceae. Es un arbol vigoroso, con
porte globoso, poco ramificado, y en condiciones espontdneas de crecimiento puede alcanzar
los 10 metros de altura. Tiende a la verticalidad, pero posee ramas fragiles.

Las hojas tienen el peciolo corto, son alternas y enteras, y pueden caer antes de que el fruto
haya completado su proceso de maduracion. Las flores se desarrollan a partir de yemas mixtas
en las axilas de las hojas. Los pétalos son blancos y adquieren forma pendular; el cdliz es
grande, verde y sus sépalos permanecen en el fruto a lo largo desudesarrollo. Las plantas mas
frecuentes en este cultivo son las monoicas femeninas y las dioicas masculinas y femeninas,
pero sus flores pueden ser masculinas, femeninas o hermafroditas, y presentarse en plantas
dioicas y monoicas. Ragazzini (1985) y Agusti (2010) han revisado las caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas de esta especie.

La fecundacién del caqui es heterégama, y esencialmente entomdfila, pero, actualmente, son
las variedades partenocarpicas las mas cultivadas.

Desde finales de mayo hasta finales de agosto, el caqui sufre la abscision fisioldgica del 40-50%
de los frutos que inician su crecimiento, de modo que las caracteristicas y la cosecha (época de
maduracién, tamafio y caracteristicas del fruto) estdn autorreguladas, y a pesar de la
intensidad del proceso de abscision el arbol es capaz de adaptar el numero de frutos a sus
posibilidades de produccion.

El ovario, tras la fecundacién o el estimulo partenocarpico, inicia su desarrollo hasta la
maduracién. Este proceso tiene lugar en fases sucesivas, con cambios caracteristicos bien
definidos, variables en duracién en funcién de las condiciones ambientales, y sigue una curva
sigmoide en la que se diferencian: fase |, caracterizada por la proliferacién celular, fase ll, en la
gue comienza el periodo de engrosamiento celular, y fase lll, en la que el fruto completa su
crecimiento y madura.

En los frutos con crecimiento sigmoide, la nucela, los carpelos y el embridn adquieren casi su
tamanio final durante la fase |, creciendo cada parte de modo distinto.

En la primera fase del crecimiento, los frutos tienen una coloracion verde oliva, y con el
desarrollo van adquiriendo un tono amarillento. Poco antes del envero, que ocurre a mediados
del mes de octubre, se da un crecimiento intenso del fruto que se detiene cuando comienza a
tener un colorido amarillo-anaranjado, y préximo a la maduracion la epidermis del fruto
adquiere la coloracién definitiva. Dependiendo del cultivar, a partir de finales de septiembre o
principio de octubre se inicia la recoleccién, que se prolonga hasta principios de enero.



Yonemori et al. (1995; 1996) demostraron que la presencia del caliz es esencial en el proceso
de desarrollo de este fruto. Asi, si los pétalos se eliminan en las primeras fases de su
desarrollo, éste se desprende del arbol (Bosch, 2014), y si se hace en la fase anterior a la
madurez comercial, el fruto y la semilla cesan su crecimiento. Con todo, no se conoce el
mecanismo a través del cual los I6bulos del caliz controlan la abscisién y el desarrollo del fruto.
En las hojas y frutos maduros, el etileno generado espontaneamente por causas diversas es
responsable de su abscision, y ésta se puede provocar con su aplicacion. Pero que la caida de
frutos originada por la eliminacién de los |6bulos del caliz esté mediada por la sintesis de
etileno, u otro regulador del desarrollo, estd por estudiar.

Bosch (2014) relacioné la concentracidn de giberelinas con el cuajado del caqui, de modo que
la GA; y la GA, aumentan su concentracion en las flores en el momento de la antesis. Pero un
estudio sobre su accién sumidero de carbohidratos capaz de explicar la retencidn del fruto o su
abscision, tampoco se ha realizado. En muchas especies fruticolas los frutos caen por un
fendmeno de competencia entre frutos por carbohidratos, pero Schaffer y Andersen (1994a;
1994b) demostraron que el cuajado vy la caida fisiologica de los frutos estan influidos, ademas,
por las condiciones ambientales, temperatura y HR sobre todo.

La actividad hormonal se ve reflejada sobre la expresién génica, la funcionalidad de las
membranas y la actividad enzimatica. Estas sustancias interactian entre ellas inhibiendo y
promoviendo procesos que dan lugar a la regulacion del desarrollo. En los frutos, la actividad
hormonal depende de la sintesis que pueda realizar el propio fruto, del transporte, ya sea
hacia el fruto o del fruto hacia otros drganos, y de su activacidén o inactivacion.

En la mayoria de los frutos, las hormonas se sintetizan en las semillas, siendo éstas las
responsables del desarrollo del fruto. En los frutos partenocdrpicos, aunque no existen
semillas, el crecimiento estd controlado, también, hormonalmente, siendo las paredes del
ovario el tejido que sintetiza las giberelinas (Mesejo et al., 2016).



OBJETIVO

En este trabajo se estudia el control hormonal del cuajado del caqui cv. Rojo Brillante, de
acuerdo con la siguiente Hipdtesis de Trabajo: La giberelina GA; es responsable de la
partenocarpia en el caqui.



MATERIAL Y METODOS

1. Material vegetal

El experimento se realizé en una parcela comercial de arboles adultos de caqui (Diospyros kaki
Thunb.), cv. Rojo Brillante, injertados sobre patrén D. lotus, situada en el término municipal de
L"Alcudia (Valencia), con suelo franco-arcilloso y riego por goteo, en plena produccién y bajo
condiciones dptimas de cultivo.

2. Diseiio experimental

El experimento cuenta con dos partes, una en la que se sigue la evolucién del fruto desde la
aparicion de la flor hasta su maduracién, y otra en la que se sigue el crecimiento de
flores/frutos. En este Ultimo caso, se le realizaron dos tratamientos: 1) la eliminacion de los
sépalos, y 2) la eliminacion de éstos seguida de la aplicacién de 10 mg 1™ de &cido giberélico.

Los estados fenoldgicos del desarrollo en los que se realizaron los tratamientos y las fechas de
éstos son los siguientes:

BF: Boton floral (estado 55 de la escala BBCH) = 20 abril

FA: Flor en antesis (estado 65 de la escala BBCH) = 26 abril

FRC: Fruto recién cuajado (estado 71 de la escala BBCH) = 2 mayo

FD: Fruto en desarrollo (estado 72 de la escala BBCH) = 7 julio

FCC: Fruto cambiando de color (estado 78 de la escala BBCH) > 18 septiembre

En cada una de estas fases, se marcaron al azar flores/frutos control y flores/frutos a los que se
les eliminaron de forma manual los I6bulos de los sépalos. En las tres primeras épocas,
ademds, se aplicé 4cido giberélico (AG; 10 mg I'*) tras el desepalado.

Se utilizaron 17 arboles, en los que se marcaron, al azar, 105 flores/frutos desepalados, otros
105 desepalados y tratados con AG, y otros 105 intactos, que se utilizaron como control.

En todos los casos se realizd un seguimiento periddico de la abscision, de la evolucién del
didmetro y del color del fruto, cuando fue procedente, y se tomaron muestras para el analisis
de hormonas y de azucares.

La aplicacidn de acido giberélico se llevé a cabo con un spray manual, mojando las flores/frutos
hasta el goteo. A la solucién a aplicar se le afiadié un mojante no iénico [éter de alquilpoliglicol
20% p/v (200 g/1) (Elogium ®)], a una concentracién de 0.4 — 0.5%.

3. Produccion de etileno

Periddicamente, se determind la produccién de etileno de los sépalos eliminados y de 5
flores/frutos por tratamiento, introduciéndolos en botes de cristal (147 ml), herméticamente

4



cerrados, hasta el momento del andlisis. Previamente las muestras se pesaron. A tiempos
variables se extrajeron tres alicuotas de la atmdsfera de cada frasco, mediante jeringas de 1
ml. La concentracién de etileno de las alicuotas se analizé6 en un cromatégrafo de gases
TraceTM Ultra Gas Chromatograph (ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) con
detector de ionizaciéon de llama, dotado de una columna de alimina (6xido de aluminio
activado) de acero inoxidable de 2 m de longitud y 2 mm de didmetro interno, y nitrégeno
como gas portador, a un flujo de 45 ml/min.

La temperatura de la columna, del inyector y del detector fue de 140°C, 160°C y 1809°C,
respectivamente. La produccién de etileno de cada muestra se calculd por comparacién a
partir de un patrén de etileno de concentracién 1 mg 17, y los resultados se expresan en nl por
g de peso fresco (PF) y por hora.

4. Analisis hormonal

Las muestras tomadas de material vegetal se congelaron inmediatamente, se liofilizaron y
trituraron hasta polvo fino. A partir de alicuotas duplicadas de cada muestra (50 mg), se llevé a
cabo una extraccién con metanol 80%: acido acético 1% (v/v), en presencia de diferentes
estdndares internos, que permitid la cuantificacion de cada una de las giberelinas
consideradas. Las giberelinas estandar estaban marcados con deuterio y fueron
proporcionadas por OlChemimLtd - Olomouc, Camberra, y Cambridge IsotopelLab- Andover.

Para recuperar la fraccidn acida en la que se localizan la giberelina 1 (GA;), el acido abscisico
(ABA), el acido jasmoénico (JA) y el acido indolacético (AIA), las muestras se pasaron,
consecutivamente, a través de columnas HLB (fase reversa), MCX (intercambio catidnico) y
WAX (intercambio idnico) (Oasis 30 mg. Waters) como se describe en Seo et al. (2011). Las
muestras, a continuacidn, se llevaron a sequedad en rotovapor.

El residuo fue disuelto en CH3CN 5%: acido acético 1%, y las hormonas se separaron por ultra-
cromatografia en fase reversa (UHPLC), mediante una columna RP-MS Accuore 2.6pum (50 mm
x 2.1 mm i.d.: Thermo Fisher Scientific) y con un gradiente de acetonitrilo (5-50%). Las
hormonas fueron detectadas y analizadas en un espectrémetro masas/masas (Q-
exactiveOrbitrap detector, Thermo Fisher Scientific). La concentracidn de las hormonas en los
extractos se determind segun las curvas de calibracién realizadas previamente. La
interpretaciéon de los resultados se realizé mediante los programas Xcalibur 2.2 SP1 vy
TraceFinder.

5. Analisis estadistico

A los resultados obtenidos se les aplicd el andlisis de la varianza con un nivel de confianza
P<0.05. Para la separacidn de las medias se aplicé el test LSD. A los valores porcentuales se les

aplicé la transformacién arcsenv P para normalizar la muestra.



RESULTADOS

1 Influencia de la eliminacion de los sépalos y de la aplicacion de AG en
el cuajado.

La eliminacién de los sépalos aumentd significativamente el porcentaje de abscisién de los
frutos, independientemente de la época en que se realizd, en un 60 y 63 % respecto del
control y de los que se trataron con AG, respectivamente (Fig. 1).

Aproximadamente a los 60 dias después de la eliminacidn de los sépalos (20 junio), todos los
frutos se habian desprendido del arbol cuando los sépalos se eliminaron en botdn floral o
antesis (Fig. 1 Ay B), pero no cuando se realizé en la época de fruto recién cuajado, para la que
la abscisidn no superd el 90 % (Fig. 1 C).

Sin embargo, la aplicaciéon inmediata de AG tras la eliminacion de los sépalos redujo
significativamente la abscisidon, igualdndola al control. El tratamiento fue efectivo
independientemente de la época en que se realizara, reduciendo en un 32 % el porcentaje de
abscision por término medio, respecto a los que se les eliminaron los sépalos (Fig. 1).
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Figura 1: Influencia de la eliminacién de los sépalos en diferentes estados fenolégicos (A: botdn floral; B: flor en
antesis; C: fruto recién cuajado) y de la aplicaciéon de AG (10 mg I'l) tras su eliminacidn, sobre el porcentaje de
abscision de los frutos del cv. Rojo Brillante de caqui, 61, 55 y 49 dias, respectivamente, después del tratamiento.
Cada valor es la media de 3 arboles. Letras diferentes para cada estado fenoldgico indican diferencias
significativas de los tratamientos. (P<0,05).

La eliminacién de los sépalos también afecté significativamente al didmetro de los frutos que
salvaron la abscisidn. Asi, los frutos desepalados y tratados con 10 mg I de AG, que no se
desprendieron de la planta cuando los sépalos se eliminaron en botdn floral o en antesis,
fueron 13 y 9 mm inferiores a los de los controles, respectivamente (P< 0.05) (Fig. 2 Ay B).
Cuando los sépalos se eliminaron de los frutos recién cuajados su didmetro a los 49 dias,
cuando la abscisidn ya habia cesado, era 9 mm inferior al de los controles, y practicamente
igual que el de los desepalados y tratados con AG (Fig. 2 C).
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Figura 2: Influencia de la eliminaciéon de los sépalos en diferentes estados fenolégicos (A: botdn floral; B: flor en
antesis; C: fruto recién cuajado) y de la aplicacion de AG (10 mg I'l) tras su eliminacion, sobre el diametro (mm) de
los frutos del cv. Rojo Brillante de caqui, 61, 55 y 49 dias, respectivamente, después del tratamiento. Cada valor
es la media de 3 arboles. Letras diferentes para cada estado fenoldgico indican diferencias significativas de los
tratamientos. (P<0,05).

1.2 Influencia de la eliminacion de los sépalos y de su posterior
aplicacion de AG en el contenido hormonal del fruto.

La concentracion de GA; de las flores/frutos de los arboles control y de los desepalados siguid
la misma tendencia, independientemente de la época en que se eliminaran los sépalos (Fig. 3).
En ambos casos el maximo contenido de GA; fue una semana después de la antesis y, por
tanto, durante el proceso de cuajado (10 mayo).

Sin embargo, mientras en la primera época no se encontraron diferencias significativas en el
maximo de los controles y desepalados, con un contenido promedio de 5,5 ng/g PS, en la
segunda la concentracién de GA; fue significativamente superior en los primeros (6,4 ng/g PS)
que en los segundos (4 ng/g PS) (Fig. 3). Esta diferencia se mantuvo 7 dias mas tarde,
perdiéndose en la ultima fecha de muestreo.

Es de destacar, que aunque en ambas épocas el contenido maximo de GA; se encontrd en
frutos en estados iniciales del desarrollo (10 mayo), la eliminacion de los sépalos durante la
antesis no alterd este contenido (Fig. 3 A), mientras que cuando éstos se eliminaron mas tarde,
en frutos recién cuajados, si se alterd, siendo un 47 % inferior en los frutos desepalados (Fig. 3
B). Es mas, el descenso en la concentracion de GA; registrado en ambos casos una semana mas
tarde fue mas acusado en los controles y desepalados en antesis que cuando el tratamiento se
hizo en estados fenoldgicos mas desarrollados, es decir, en fruto recién cuajado. En los
primeros el descenso fue de 5,5 a 0.8 ng/g PS de GA,, en promedio, para controles y tratados
(Fig. 3 A), mientras que en los segundos fue de 6,4 a 3,8 ng/g PS para los controlesy de 4 a 1
ng/g PS para los desepalados (Fig. 3 B). Del mismo modo, en el momento de finalizar la
abscision, el contenido en GA; de los frutos desepalados fue el mas bajo (Fig. 4).

Estos resultados estan en consonancia con los observados en el porcentaje de abscision, de
manera que cuando el descenso en la concentracion de GA; es mas acusado (Fig. 3 B) el
porcentaje de abscisiéon también lo es (Fig. 1).
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Figura 3: Influencia de la eliminacién de los sépalos en antesis (A) o a fruto recién cuajado (B) y de la aplicacion de
AG (10 mg I'l) tras su eliminacidn, sobre la evolucién de su concentraciéon de GA; (ng/g PS) de los frutos del cv.
Rojo Brillante de caqui. Cada valor es la media de 3 arboles. Las barras verticales indican la minima diferencia
estadistica entre tratamientos. (P<0,05).
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Figura 4: Influencia de la eliminacidon de los sépalos en antesis (A) o a frutos recién cuajados (B) y de la aplicacion
de AG (10 mg I'l) tras su eliminacion, en la concentracion de GA, de los frutos de caqui cv. Rojo Brillante 30 d y 24
d después, respectivamente. Cada valor es la media de 3 arboles.

Algo parecido ocurrid con el acido indolacético. Tampoco la eliminacion de los sépalos, sola o
junto con la aplicacidon de AG, consiguié modificar su evolucién independientemente de la
época en que se realizaron los tratamientos (Fig. 5), si bien cuando éstos se llevaron a cabo a
flores en antesis la concentracion de AlA fue, practicamente a lo largo de todo el periodo de
estudio, marcadamente superior en aquellas que se trataron con AG tras la eliminacién de sus

sépalos. Aunque en todos los casos la tendencia fue decreciente, en estas ultimas lo fue menos
acusada y 14 dias después del tratamiento (10 mayo) era del doble y triple, superior al
desepalado y control, respectivamente (Fig. 5 A). Estas diferencias, aunque de menor

magnitud, se mantuvieron 7 dias mas tarde perdiéndose en el tUltimo punto de muestreo.
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Figura 5: Influencia de la eliminacidon de los sépalos en antesis (A) o a frutos recién cuajados (B) y de la aplicacion
de AG (10 mg I'") tras su eliminacién, sobre la evolucién de su concentracién de AlA de los frutos del cv. Rojo
Brillante de caqui. Cada valor es la media de 3 arboles. Las barras verticales indican la minima diferencia
estadistica entre tratamientos. (P<0,05).

El contenido de etileno también se vio alterado por los tratamientos. Aunque en todos ellos la
produccién maxima se alcanzé durante la antesis, el efecto de la eliminacion de los sépalos en
este estado fenoldgico aumentd en dos veces la de los controles, y en tres la de los frutos
tratados con AG (Fig. 6 A). Siete dias mas tarde, la concentracion descendié drdsticamente
hasta valores practicamente nulos, manteniéndose posteriormente estable hasta el final del
periodo de estudio. En los tratados con AG, el descenso de la concentracién de etileno se
pospuso ligeramente y fue de manera mdas suave, hasta 15 dias después (Fig. 6 A). Sin
embargo, cuando los tratamientos se realizaron en estados fenoldgicos mas avanzados, es
decir, al fruto recién cuajado, apenas se encontraron diferencias. En este caso, sdlo los
tratados con AG difirieron del resto de tratamientos. Asi, dos dias después de la realizacion de
éstos, se obtuvo un pico maximo de 4 nl/g PF h, que descendid a continuacion igualandose al
resto (Fig. 6 B). Es de destacar que el pico maximo de etileno encontrado en las flores control y
desepaladas en antesis tratadas y sin tratar con AG (Fig. 6) fue previo a la caida de los pétalos
y, por tanto, coincidente con su senescencia. Por el contrario, cuando los tratamientos se
realizaron en fruto recién cuajado y, por tanto, ya sin la corola, estos maximos de etileno no se
encontraron.
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Figura 6: Influencia de la eliminacion de los sépalos en antesis (A) o a frutos recién cuajados (B) y de la aplicacion
de AG (10 mg I'l) tras su eliminacidn, sobre la evolucién de su concentracion de etileno de los frutos del cv. Rojo
Brillante de caqui. Cada valor es la media de 3 arboles. Las barras verticales indican la minima diferencia
estadistica entre tratamientos. (P<0,05).



La eliminacion de los sépalos a flores en antesis también alterd significativamente Ia
concentraciéon de ABA respecto del control y de las que se trataron con AG. Asi, 21 dias
después de los tratamientos (17 mayo) mientras la concentracién de las flores control era de
9000 ng/g PS, la de las desepaladas y de las de, ademas, tratadas con 10 mg I'* de AG era, para
ambas, de 1000 ng/g PS, aproximadamente (Fig. 7 A). El pico maximo de ABA en las flores
desepaladas en antesis coincidié con el momento en que en éstas se completd el 100 % de
abscision de las mismas (datos no presentados). En el resto de los tratamientos la
concentracién de esta hormona permanecié estable a lo largo de todo el periodo de estudio
(Fig. 7 A). Cuando los mismos tratamientos se realizaron en estados mas avanzados del
desarrollo (fruto recién cuajado), la respuesta fue diferente. En este caso, mientras la
concentracién de ABA permanecié practicamente estable a lo largo del tiempo en los frutos
recién cuajados control y desepalados, en los tratados con 10 mg I de AG tras el desepalado
aumentd gradualmente hasta (2000 ng/g PS) 15 dias después del tratamiento, descendiendo
hasta igualarse con el resto de tratamientos 9 dias mas tarde (Fig. 7 B). En esta época, los
valores tan bajos respecto de los tratados en antesis restan toda importancia a la accién del
ABA.
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Figura 7: Influencia de la eliminacidon de los sépalos en antesis (A) o a frutos recién cuajados (B) y de la aplicacion
de AG (10 mg I’l) tras su eliminacion sobre la evolucién de su concentraciéon de ABA de los frutos del cv. Rojo
Brillante de caqui. Cada valor es la media de 3 arboles. Las barras verticales indican la minima diferencia
estadistica entre tratamientos. (P<0,05).

La evolucién de la concentracién de JA apenas se vio alterada por los tratamientos cuando
éstos se realizaron a flores en antesis. En todos los casos la concentracidon decrecio
drasticamente 6 dias después de los tratamientos de 650 ng/g PS a 100 ng/g PS,
manteniéndose practicamente estable hasta el final del periodo (Fig. 8 A). Sin embargo, el
estudio de estos resultados con la modificacion de la escala, permitié observar un aumento del
JA en las flores desepaladas 21 dias después de la eliminacion de los sépalos (Fig. 8 A) que
coincidié con el encontrado en el ABA (Fig. 7 A). También el control mostré un aumento
significativo de la concentracion de JA en la ultima fecha de estudio que, por el contrario, no
coincidié con la de ABA (Fig. 7 A). Cuando los tratamientos se realizaron a frutos recién
cuajados la respuesta fue diferente. Asi, mientras en los controles la concentracién de JA fue
aumentando progresivamente, en los desepalados, tratados o no con AG, descendio
paralelamente (Fig. 8 B). Tampoco en este caso hubo relacion alguna entre la evolucién del
ABAy del JA.
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Figura 8: Influencia de la eliminacidon de los sépalos en antesis (A) o a frutos recién cuajados (B) y de la aplicacion
de AG (10 mg I'1) tras su eliminacion sobre la evolucion de su concentracion de JA de los frutos del cv. Rojo
Brillante de caqui. Cada valor es la media de 3 arboles. Las barras verticales indican la minima diferencia
estadistica entre tratamientos. (P<0,05).

2 Influencia de la eliminacion de los sépalos en el crecimiento del fruto

La eliminacién de los sépalos cuando el fruto ya habia iniciado su desarrollo, esto es, cuando ya
habia alcanzado 45 mm de diametro (7 de julio), redujo su crecimiento y tamafio final. Asi, 20
dias después de ser eliminados los sépalos, los frutos habian reducido su didmetro medio en
cerca de 6 mm y en el momento del cambio de color alcanzaron un didmetro 3.5 mm inferior
al de los frutos sin desepalar (Fig. 9 A). Sin embargo, la eliminacién de los sépalos en esta
época tuvo una incidencia muy baja sobre la abscision de frutos que apenas alcanzé al 1.5% de
los presentes en el momento del tratamiento (Fig. 10 A). Ningun fruto sin desepalar cayd en
esta etapa del desarrollo. El desepalado al inicio del cambio de color del fruto (18 de
septiembre) no afectd a su crecimiento (Fig. 9 B) ni a su abscisién (Fig. 10 B).
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Figura 9: Influencia de la eliminacion de los sépalos en pleno crecimiento del fruto (7 de julio, A) o en el momento
del cambio de color (18 de septiembre, B) en la evolucion del diametro del fruto del caqui cv. Rojo Brillante. Las
barras indican el error estandar.
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Figura 10: Influencia de la eliminacion de los sépalos en pleno crecimiento del fruto (7 de julio, A) o en el
momento del cambio de color (18 de septiembre, B) en el porcentaje de abscision de frutos de cv. Rojo Brillante
de caqui. Valores para 20 y 10 dias después del desepalado, respectivamente.

Un aspecto de interés es la influencia que la eliminacién de los sépalos en la fase de
crecimiento del fruto tuvo sobre su entrada en color. Asi, cuando se eliminaron al inicio de la
fase lineal del crecimiento (7 de julio) ésta se anticipd significativamente y el 6 de octubre
cuando la relacién a/b de coordenadas Hunter era de 0.10 en los controles, en los despalados
era ya de 0.28 (Fig. 11 A). Sin embargo, su eliminacidn al inicio del cambio de color la retrasg, y
asi cuando los controles el 20 de octubre ya habian alcanzado el valor 0.23 en la relacién a/b,
el de los desepalados era de 0.15 (Fig. 11 B). Tomando los valores de ambas fechas, el
desepalado al inicio de la fase lineal del crecimiento del fruto anticipé el cambio de color de
éste en cerca de 20 dias, mientras que el desepalado al inicio del cambio de color retrasé la
coloracion cerca de una semana.
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Figura 11: Influencia de la eliminacidon de los sépalos en pleno crecimiento del fruto (7 de julio, A) o en el
momento del cambio de color (18 de septiembre, B) sobre la evolucion de la coloraciéon del caqui cv. Rojo
Brillante. Valores para el 6 (A) y 20 de octubre (B). a y b son coordenadas Hunter.

12



DISCUSION

El cuajado del fruto en la mayor parte de las especies lefiosas fruticolas estd regulado por las
giberelinas (GAs) (Nitsch, 1971; Goodwin, 1978; Ruan et al., 2012). Este es el caso de la
mandarina Clementina (Garcia-Papi y Garcia-Martinez, 1984), el naranjo dulce (Wiltbank y
Krezdorn, 1969), el género Prunus (Martin y Campbell, 1976), el mango (Ram, 1983), el
aguacate (Blumenfeld y Gazit, 1972), el nispero japonés (Gémez et al., 2016), etc. Estas
hormonas promueven la divisidn celular en las etapas previas y durante la antesis de la flor, y
tras la fecundacién garantizan la supervivencia del ovario a través de su capacidad de atraer
carbohidratos. Su sintesis tiene lugar en el embrién recién formado tras la fecundacidn (Ruan
et al., 2012) o en las paredes del ovario en los casos de desarrollo partenocarpico (Mesejo et
al., 2016).

El caqui es una especie de cuajado complejo, al que se une su caracteristica de astringencia o
no. Pero en todo caso, hay cultivares de cuajado por fecundacién y partenocarpicos. Entre
estos ultimos se encuentra el cv. Rojo Brillante, astringente, y de elevada capacidad
partenocarpica.

En esta especie, los sépalos crecen hasta, aproximadamente, 15-20 dias después de la antesis.
Este aspecto puede ser de interés puesto que, en general, las flores, los frutos y sus drganos
(sobre todo los sépalos) son fotosintéticamente activos y pueden contribuir, en parte, a los
requerimientos de carbono del ovario en desarrollo (Blanke y Lenz, 1989). Asi, por ejemplo, en
el melocotonero la fotosintesis generada por el fruto contribuye entre el 5% y el 9% al
requerimiento total de C del fruto (Pavel y Dejong, 1993).

En el caqui, los sépalos son relativamente grandes, estdn provistos de gran nimero de estomas
(Maeda, 1968), y retienen clorofila hasta la maduracién. Es mas, su eliminacién en las etapas
iniciales del fruto reduce el cuajado y el crecimiento inicial del fruto (Maeda, 1968), como
ocurre en nuestros experimentos. Estos resultados son coherentes con los de Hirano et al.
(1995) que encuentran una reduccidn significativa de aztcares reductores cuando eliminan los
sépalos al inicio o durante el desarrollo del fruto, y, con ello, un descenso del tamafio del fruto,
al igual que ocurre en nuestro estudio. A pesar de ello, los estudios de Nakano et al. (1997)
indican que la actividad fotosintética de los sépalos no contribuye al desarrollo inicial del fruto.
Estos autores solo abordaron el estudio bajo el punto de vista nutricional y, por tanto,
obviaron el control hormonal que rige el cuajado y desarrollo del fruto, particularmente en los
cultivares partenocarpicos (Schwabe y Mill, 1981), asi como la abscisidn de los frutitos recién
cuajados (Addicott, 1982).

A la vista de ello, y con el fin de dar una explicacién al papel de los sépalos, Yonemori et al.
(1995) sugirieron que el efecto de la eliminacidn de los sépalos al inicio del desarrollo del fruto
del caqui reduciendo su crecimiento podria ser a través de alteraciones hormonales (Yonemori
et al., 1995). Apoyandose en estos estudios, Kojima et al. (1999) estudiaron los cambios del
acido abscisico (ABA), acido indolacético (AlA) y sustancias-similares a las giberelinas (GAs), en
el cv. partenocarpico Hiratanenashi, durante el periodo entre 5 dias antes y 122 dias después
de la antesis, concluyendo que el incremento enddgeno del AIA y de las GAs debia ser
responsable del mantenimiento del fruto en el arbol, esto es, del cuajado, pero que la relacién
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entre la reduccidn de su concentracion y el incremento de la de ABA correlacionaba bien con
su abscision. Nuestros resultados son coherentes con todo ello, pero estos autores no
distinguieron entre las giberelinas porque la capacidad de andlisis de éstas en la época de su
estudio no lo permitia y, por tanto, no pudieron referir sus resultados a la giberelina activa
GA;.

El hecho de que la eliminacidn de los sépalos provoque la abscisién del fruto supone una
buena herramienta para estudiar, comparativamente, la evolucidn de la concentracién de
hormonas en el fruto y el papel de éstas en el proceso del cuajado. Y es de este modo como se
ha llevado a cabo nuestro estudio. Asi, la separacién de los sépalos provocd la abscisién del
fruto a los 16 y 20 dias de efectuada ésta en botdn floral o antesis, y a los 25-30 dias ésta habia
alcanzado el 100% y el 80% de los frutos, respectivamente. Dado que la eliminacién de los
sépalos supone efectuar una herida y en los tejidos vegetales éstas promueven la sintesis de
etileno (Yu y Yang, 1980) y esta hormona es un potente abscisor de hojas y frutos (Ruperti et
al., 1998; Cinet al., 2005), se estudid su produccion en los frutos desepalados con el fin de
determinar su papel en el papel abscisor de la eliminacién de los sépalos. Y, en efecto, el
desepalado produjo etileno, pero a las pocas horas de producirse la herida, esto es, entre 15y
18 dias antes de producirse la abscision, de modo que no es posible atribuir ésta a la
produccién de etileno. La produccién de etileno registrada en nuestro estudio es consecuencia
de la senescencia de los pétalos (Itzhaki et al., 1994), lo que es coherente con que nuestro pico
de produccién sea coincidente con la antesis de la flor, independientemente del momento de
desepalado.

Mas probable es que sean las GAs las responsables de este proceso. En efecto, en nuestro
estudio el descenso en la concentracion de la giberelina GA; es coincidente con el inicio de la
abscision en los controles y cuando el descenso en la concentracidon de GA; es mas acusado el
porcentaje de abscision también lo es. Es mas, el contenido en GA; de los frutos desepalados
es significativamente mas bajo que el de los frutos control y la aplicacién de AG tras el
desepalado de los frutos contrarrestd el efecto abscisor de la eliminacion de los sépalos y
retardd significativamente la tasa de abscisidn respecto de los controles. Este efecto del acido
giberélico reduciendo la abscisidn del fruto recién cuajado ha sido demostrado en muchas
especies fruticolas, y su uso esta generalizado para provocar el cuajado de cultivares de baja
capacidad partenocarpica (Davies, 2010).

Un efecto similar puede atribuirse al AIA. En efecto, este desciende con el tiempo al mismo
tiempo que progresa la abscision de frutitos, y su contenido es mas elevado en los ovarios de
las flores tratadas con AG tras ser desepaladas. Este efecto es coincidente con el papel
reconocido a las auxinas en el proceso de division (Campanoni y Nick, 2005; Schruff et al.,
2006) y elongacion celular (Cleland, 1987). Es mas, plantas mutantes de Arabidopsis y de
tomate deficientes en la sintesis de AIA ven impedido el cuajado de sus frutos aun en
condiciones de fecundacion. Asimismo, existen fuertes evidencias del papel del AIA en
sinergismo con las giberelinas, potenciando la posibilidad de un control multihormonal del
proceso de cuajado (Serrani et al., 2008).

Pero, la eliminacién de los sépalos podria desencadenar también reacciones de estrés
oxidativo (ROS) en la planta que desempefian un papel muy importante en la sefializacion
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celular, como la sintesis hormonal o incluso la programacion de la muerte celular. En este
sentido, numerosos trabajos relacionan estas reacciones oxidativas como sefiales inductoras
de la sintesis de ABA. Esta hormona se acumula como respuesta al estrés generado induciendo
la abscision del fruto via cierre estomatico y activacion de la membrana plasmatica (ver la
revision de Apel y Hirt, 2004).

El poder abscisor del ABA podria ser, por tanto, responsable de la abscisidn. En efecto, Eccher
et al. (2013) demostraron, en el manzano, un incremento de la concentracion de ABA en el
cortex del pedunculo del fruto en los frutos que inician la abscisién y no en los que
permanecen el arbol. Los autores sugieren que el ABA coopera temporalmente con otras
hormonas y mensajeros en la sintesis de sefiales internas del fruto que sensibilizan las capas
de abscisién. Los resultados de Kojima et al. (1999) correlacionando la concentracidon de ABA 'y
GAs, y su relacidon con la abscisién del fruto ratifica este efecto para el caqui, y nuestros
resultados son coherentes con ello dado que los frutos desepalados, que son los que caen en
mayor proporcién, son los que, a su vez, presentan mayor concentracion de ABA y menor
concentraciéon de GA;.

Otros reguladores del desarrollo analizados, como es el caso del acido jasmdnico, no muestran
correlacién con la abscisién de los ovarios de las flores/frutos desepalados. Esta hormona esta
relacionada con la senescencia de los érganos de modo que su aplicacién provoca el
envejecimiento rapido de los tejidos (Ueda y Kato, 1982). Su enorme descenso progresivo en el
tiempo (de 700 a menos de 100 ng/g) en etapas juveniles del fruto, como es nuestro caso, se
ha identificado en otras especies (Fan et al., 1997), y es justo lo contrario a lo que se ha
encontrado en relaciéon con la abscisién del fruto recién cuajado en los citricos, en los que
elevadas concentraciones de esta hormona provocan la abscision (Pozo, 2001). A la vista de
ello, el papel del acido jasmdnico en esta fase del desarrollo no parece estar relacionado con la
abscision del fruto recién cuajado.
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CONCLUSION

El cuajado del fruto en el cv. Rojo Brillante esta regulado por la giberelina GA;.

La posibilidad de que el acido abscisico, en interaccidn con las giberelinas, regule la caida
fisioldgica de los frutos no puede descartarse, pero debe ser estudiada mas profundamente.
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