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Efecto de la aplicacion de acido giberélico para retrasar la maduracion del fruto del

caqui en la latencia de las yemas y su influencia sobre el tamaiio final del fruto. Técnicas
para mejorarlo.

Resumen

La utilizaciéon de acido giberélico al inicio del cambio de color retrasa la maduracién del fruto
del caquiy consigue posponer su recoleccidn, lo que se utiliza como estrategia comercial para ordenar
la comercializacién del mismo. Aunque la concentracion saturante de esta materia se establecié en 30
mg-1", en la préctica se utilizan 50 mg-I™, y, ademas se repite la aplicacidon hasta 4 6 5 veces con el fin
de conseguir el maximo retraso posible en la recoleccién del fruto. Pero, el tratamiento, por una parte,
y, el retraso de la cosecha por otra, retardan la caida de hojas, y la entrada en latencia de las yemas,
las cuales en primavera brotan sin completar su maduracidn, y desarrollan, por tanto, frutos que no
alcanzan el tamafio adecuado.

El efecto de los tratamientos sobre la latencia se desconoce, y ello, se aborda en este Trabajo
Final de Grado, con el fin de conocer la razén del desarrollo deficiente de las flores y frutos. Para ello,
se estudia el efecto comparado de ambas concentraciones de AG, y su accién sobre el avance
hormonal de las yemas y el consumo de reservas de carbohidratos almacenados en la corteza de las
ramas proxima a las yemas.

Por otra parte, y dado que la aplicacidon de auxinas de sintesis al inicio de la fase lineal de
crecimiento aumentan el tamafio final del fruto en el caqui, la utilizacién del acido 3,5,6 — tricloro — 2
— piridiloxiacético (3,5,6 — TPA) y la realizacién del rayado se presentan como técnicas que podrian ser
de utilidad para restituir la pérdida del tamafio del fruto, derivada de las aplicaciones de acido
giberélico en otofio y del retraso en la recoleccién, aspecto que también se aborda en este trabajo.

Nuestros resultados concluyen que i) la aplicacion de 30 mg-I™ retrasa con la misma intensidad
que 50 mg:I?* la coloracién del caqui ‘Rojo Brillante’, pero con un menor grado de afeccién de la
latencia y, por tanto, de la brotacién y desarrollo inicial del fruto, y ii) la aplicacion de 15 mg-I"* de la
auxina de sintesis 3,5,6-TPA aumento el tamafio final del fruto hasta valores similares a los del control

sin tratar y sin retrasar la recoleccion.

Palabras clave: Auxinas; Desarrollo vegetativo; Desarrollo del fruto; Giberelinas; Latencia;

Retraso de la maduracidn.



Efecte de I'aplicacié d'acid gibereélic per a retardar la maduracié del fruit del caqui en
la laténcia dels rovells i la seua influéncia sobre la grandaria final del fruit. Técniques per a
millorar-ho.

Resum

La utilitzacio d'acid gibereélic a l'inici del canvi de color retarda la maduracié del fruit del caqui i
aconsegueix posposar la seua recol-leccid, la qual cosa s'utilitza com a estratégia comercial per a
ordenar la comercialitzacié del mateix. Encara que la concentracid saturant d'esta materia es va
establir en 30 mg:I"}, en la practica s'utilitzen 50 mg-I%, i, a més es repeteix |'aplicacié fins a 4 0 5
vegades a fi d'aconseguir el maxim retard possible en la recol-leccié del fruit. Pero, el tractament,
d'una banda, i, el retard de la collita d'una altra, retarden la caiguda de fulls, i I'entrada en laténcia de
les gemmes, les quals a la primavera brollen sense completar la seua maduracid, i desenvolupen, per
tant, fruits que no aconsegueixen la grandaria adequada.

L'efecte dels tractaments sobre la laténcia es desconeix, i aix0, s'aborda en aquest Treball Final
de Grau, a fi de coneixer la rad del desenvolupament deficient de les flors i fruits. Per a aix0, s'estudia
|'efecte comparat d'ambdues concentracions d'AG, i la seua accid sobre I'avang hormonal de les
gemmes i el consum de reserves de carbohidrats emmagatzemats en la corfa de les branques proxima
a les gemmes.

D'altra banda, i atés que I'aplicacid d'auxines de sintesis a l'inici de la fase lineal de creixement
augmenten la grandaria final del fruit en el caqui, la utilitzacié de I'acid 3,5,6 — tricloro — 2 —
piridiloxiacétic (3,5,6 — TPA) i la realitzacié del ratllat es presenten com a tecniques que podrien ser
d'utilitat per a restituir la perdua de la grandaria del fruit, derivada de les aplicacions d'acid giberélic
a la tardor i del retard en la recol-leccié, aspecte que també s'aborda en aquest treball.

Els nostres resultats conclouen que i) I'aplicacié de 30 mg:I! retarda amb la mateixa intensitat
que 50 mg:I" la coloracié del caqui ‘Roig Brillant’, perd amb un menor grau d'afeccié de la laténcia i,
per tant, de la brotacié i desenvolupament inicial del fruit, i ii) 'aplicacié de 15 mg-I"? de I'auxina de
sintesi 3,5,6-TPA va augmentar la grandaria final del fruit fins a valors similars als del control sense

tractar i sense retardar la recol-leccié.

Paraules clau: Auxines; Desenvolupament vegetatiu; Desenvolupament del fruit; Giberelines;

Laténcia; Retard de la maduracio.



Effect of gibberellic acid applied to delay fruit ripening on bud dormancy and final fruit
size of persimmon. Techniques to improve it.

Abstract

Gibberellic acid (AG) applied at the beginning of fruit colour change significantly delays fruit
ripening and harvest date of persimmon, thus increasing growers returns. However, although GA
shows a saturating effect for 30 mg-1, growers apply 50 mg-I! and repeat the application by three in
order to delay harvesting as long as possible. However, leaf also delays the senescence process and
abscission, and, hence, the onset of dormancy is significantly delayed. Consequently, buds do not
accumulate chilling enough for an appropriated sprout and flower development, and, finally, fruit size
is dramatically reduced.

The effect of this kind of treatments on dormancy remains unknown, and it is addressed in this
Final Degree Project in order to know the reason for the deficient development of flowers and fruits.
The comparative effect of both concentrations of GA, and their effect on the time-course of the
hormonal content and carbohydrate consumption along the bud dormancy was studied with this
purpose.

Besides, since the application of some synthetic auxins has been proved to increase final fruit
size when applied at the onset of fruit growth, 3,5,6 - trichloro - 2 — pyridyloxyacetic acid (3,5,6 - TPA)
was used to improve fruit development to overcome the depressive effect of AG when applied to
delay fruit ripening.

Our results conclude that i) the application of 30 mg-I™* delays fruit ripening of ‘Rojo Brillante’
persimmon with the same intensity as 50 mg-I, and with a lower negative effect on bud dormancy,
allowing a better sprouting and fruit development, and ii) the application of 15 mg:I"? of 3,5,6-TPA
significantly increased final fruit size up to similar values to those of the untreated and not delayed

harvesting tress.

Key words: Auxins; Bud dormancy; Gibberellins; Fruit development; Ripening; Vegetative

growth.
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1. INTRODUCCION

El caqui (Diospyros kaki Thunb.) es una especie caducifolia, de origen subtropical, que se adapta
bien a zonas templadas, entre 402 de latitud Norte y Sur. Sus arboles en climas templados inician la
latencia a finales del otofio. No es muy exigente en frio y se estima que son necesarias algo menos de
200 horas por debajo de 72C para una brotacion y floracién adecuadas, pero este aspecto no ha sido
evaluado de manera precisa (Giordani et al., 2015). En condiciones normales de cultivo, la brotacion
se inicia en el mes de marzo y con ella tiene lugar la diferenciacién floral de las yemas. Las flores son
visibles a principios de abril.

El origen del caqui se localiza en China, donde hay referencias de su cultivo a. C. Asi, en el S. VII
ya existen referencias de su cultivo en Japdn, y en el S. XIV en Corea. En Europa su cultivo en los paises
mediterraneos data del S. XVII (Badenes et al., 2015).

Las especies del género Diospyros son mas de 400, pero sélo se cultiva D. kaki, de la que se han
descrito mas de dos mil cultivares. Estos se clasifican segin el origen del fruto por fecundacién o
partenocarpiay su astringencia en la maduracion (Giordani et al., 2015). La astringencia estd originada
por los taninos solubles presentes en la pulpa y por la propiedad de las semillas de generar sustancias
voldtiles capaces de inhibir su solubilizaciéon (Sugiura y Tomana, 1983). Si los taninos solubles se
diluyen y se coagulan con compuestos tdnicos insolubles, la astringencia se pierde (Yonemori et al.,
2002).

En Espafa se cultivan los cultivares ‘Triumph’, mayoritariamente en Andalucia, y ‘Rojo
Brillante’, sobre todo en la Comunidad Valenciana. Este surgié en Carlet (Valencia), de una mutacién
gemaria espontdnea, probablemente del cultivar ‘Cristalino” (Juan et al.,2002), Este cultivar, de gran
aceptacion comercial, se caracteriza por su capacidad para ser comercializado antes de que alcance el
climaterio, consumiéndose, por tanto, con una consistencia dura que le confiere un gran valor
comercial. Para ello es necesario eliminar, previamente, su astringencia (Toye et al.,1987). Desde
1998, cuando se funda el Consejo Regulador de la Denominacion de Origen (CRDO) Kaki Ribera del
Xuquer, se comercializa bajo la marca Persimmon®.

Segun datos de la FAQ, en Espaia, en el afio 2016 se produjeron aproximadamente .000 t
de caqui. En la Comunidad Valenciana, a comienzos de los afios 2000 se producian unas 40.000 t, y
para la campafia 2017-2018 se han estimado 275.000 t. Este aumento de la produccién de un solo
cultivar ha generado un problema de comercializacidon dado el caracter climatérico de este fruto. En
efecto, su recoleccién y comercializaciéon resultan inviables si no se adoptan técnicas para
escalonarlas, ya que la capacidad de almacenamiento en camaras de frigoconservacion para regular
la oferta es limitada. Para ello se han puesto a punto técnicas especificas para adelantar su maduracion

(Juan et al., 2002) y retrasarla (Agusti et al., 2004).



La anticipacion de la maduracion se logra con la aplicacién de 15 mg:I? de &cido 2-
cloroetilfosfdnico (etefon), un liberador de etileno, que consigue anticipar la entrada en color del fruto
y su climaterio cuando se aplica a principios de septiembre, con los frutos iniciando el cambio de color.
En el momento de la primera recoleccion (finales de septiembre) este tratamiento permite recolectar,
aproximadamente, el 25% de los frutos, cuando de los arboles sin tratar no se puede recolectar
ninguno (Juan et al., 2002). Pero la vida poscosecha del fruto es escasa ya que éste inicia el climaterio
con antelacidn y esta técnica, por tanto, ve limita su eficacia.

Para retrasar la maduracién se aplica acido giberélico. Las giberelinas, son compuestos
naturales que actian como reguladores endégenos del crecimiento y el desarrollo de los vegetales
superiores. Estas fitohormonas son, también, responsables de la senescencia de los tejidos y se han
utilizado para retrasar la coloracion y recoleccidn de los frutos (Seymour et al., 1993). En el caqui, la
aplicacion de acido giberélico retrasa el cambio de color del fruto y, con ello, su recoleccién y la vida
poscosecha (Ben-Arie et al., 1986). La eficacia de este tratamiento se satura para una concentracion
de 30 mg-I" y se muestra eficaz cuando se aplica veinticinco dias antes del cambio de color (Agusti et
al., 2004). Pero la elevada produccion y el escaso tiempo de comercializacion del caqui ‘Rojo Brillante’
suponen tal presidon comercial que el agricultor aumenta la concentracion hasta 50 mg-1='y el nimero
de tratamientos, con el fin de retrasar la recoleccidn hasta principios de enero.

Pero el tratamiento no sélo afecta a los frutos, también retrasa la senescencia de las hojas, y
éstas abscinden un mes mds tarde que los arboles no tratados. Este retraso en la abscisién de las hojas
y en la recoleccion del fruto retrasa, a su vez, la entrada en latencia de las yemas. En consecuencia,
éstas no acumulan el frio necesario y aunque el arbol retrasa la brotacién de las yemas, no lo hace en
tiempo equivalente a su entrada en latencia, y aquella sucede de modo andmalo, produciendo hojas
de tamafio mas pequefio y flores de baja calidad. Con ello, la cosecha siguiente reduce sensiblemente
su calidad.

Estudiar la evolucion de la latencia de los arboles en estas condiciones, esto es, tratados
repetidamente con 50 mg-|I~" de AG, recolectados a principios de enero, y con un retraso de un mes,
aproximadamente, en la entrada en latencia de sus yemas, y las vias de solucidn a las deficiencias en
la brotacién y la cosecha siguientes es el objetivo de este Trabajo Final de Grado.

La Hipdtesis de Trabajo es que la aplicacién repetida de 30 mg-I™* de AG consigue retrasar
satisfactoriamente la recoleccién del fruto sin los efectos negativos sobre la latencia, brotacién,
floracion y desarrollo del fruto que muestra la aplicacién de 50 mg-I. Y que 15 mg-I* de la auxina de
sintesis 3,5,6-TPA (acido 3,5,6-tricloro-2-piridiloxiacético) aplicados al inicio de la fase lineal del
crecimiento del fruto mejora su tamario final en los arboles tratados hasta igualarlo al de los arboles

sin tratar.



2. OBIJETIVOS

De acuerdo con ello los objetivos del presente Trabajo Fin de Grado son:
(i) Estudiar la eficacia de 30 mg-I* en comparacién con 50 mg:I? para retrasar la recoleccién del
caqui ‘Rojo Brillante’ y sus efectos sobre la latencia, brotacion y floracién.
(ii) La eficacia del 3,5,6-TPA para aumentar el tamafio del fruto y superar el efecto depresivo

provocado por los tratamientos con AG y el retraso de la recoleccion.



3. MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en una plantacion comercial de arboles adultos de caqui
(Diospyros caqui Thunb.), cv. Rojo Brillante, de nueve afios de edad, injertados sobre patrén D. lotus,
con un marco de plantacion de 3 x 5 m, podados en vaso, con riego localizado, y suelo franco-arcilloso,

localizada en L’Alcudia (Valencia), que disponia 10 filas de 30 arboles cada una.

3.1 DISENO EXPERIMENTAL Y TOMA DE MUESTRAS

El trabajo se llevd a cabo entre octubre de 2016 y septiembre de 2018.
En otofo de 2016, para retrasar la coloracidn y recoleccion del fruto, se realizé un tratamiento
con acido giberélico (AG) a una concentracidn de 50 mg-1?, dejando arboles sin tratar como controles.
En otofio de 2017, los tratamientos para retrasar la coloracién del fruto fueron:
- Control
- (1) Acido giberélico (AG), a una concentracién de 50 mg-1*

- (2) AG, a una concentracién de 30 mg:I*

En ambos afios, cada tratamiento se llevé a cabo en una fila completa de 30 arboles cada una.
En 2016, los tratamientos se realizaron el 30 de septiembre, el 24 de octubre y el 8 de noviembre
sobre los mismos arboles, y se recolectaron en dos fechas, 11 de noviembre (pronto) y 12 de diciembre
(tarde). En 2017, los tratamientos se efectuaron el 21 septiembre y 10 de octubre para la
concentracion de 30 mg-I, y ademas el 30 de octubre para la de 50 mg:I"?, también sobre los mismos
arboles, pero de filas distintas. Este afio las filas se dividieron transversalmente en tres partes de 10
arboles cada una. Las dos extremas se recolectaron pronto (6 noviembre) y la del centro tarde (5
diciembre), y de este modo, pronto y tarde, y para ambos afios, se refiere la época de recoleccién a lo
largo del texto. Asi, los tratamientos de 2017 con AG y fecha de recoleccion estuvieron cruzados (Figura

1),
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Figura 1. Diseio de los tratamientos con AG realizados en otofio y de las fechas de recoleccién. Cada fila

5 de diciembre.

tenia 30 drboles y cada parte dividida 10. La recoleccidn pronto se llevé a cabo el 6 de noviembre, y la tarde el

Al inicio de |a fase lineal del desarrollo del fruto (16 de julio de 2018), 4 arboles por fila de cada

2-piridiloxiacético) (Figura 2).

una de las partes en que se dividieron éstas, por tanto, 4 arboles de cada tratamiento para retrasar la

coloracién y de fecha de recoleccién, fueron tratados con 15 mg-It de 3,5,6-TPA (4cido 3,5,6-tricloro-
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Figura 2. Disefio de los tratamientos con 3,5,6-TPA. En él aparecen, también, el tratamiento duplicado

con 30 mg-I* y por triplicado de 50 mg:I"* AG en otofio, y las fechas de recoleccién.

Desde el 27 de noviembre y hasta la brotacién se tomaron, periédicamente, muestras de 10
ramas, de unos 40 cm de longitud, repartidas entre los arboles de cada tratamiento, se llevaron al
laboratorio a baja temperatura y de ellas se separé el floema, el xilema, y las yemas. Las muestras se
conservaron a -30°C hasta su liofilizacién y posterior andlisis de carbohidratos y hormonas.

El color del fruto se evalud el 6 y el 27 de noviembre de 2017, determinando las coordenadas a
y b de Hunter. Se utilizaron para ello 10 frutos por arbol, de 5 arboles por tratamiento, tomando 3

mediciones por fruto en su zona ecuatorial con un colorimetro Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta



Optics Inc., Osaka, Japan). La coordenada a indica color verde cuando es negativa y rojo cuando es
positiva, y la b azul cuando es negativa (inexistente en el caqui) y amarillo cuando es positiva. La
relacion a/b se ha utilizado también en este estudio para expresar la coloracion del fruto.

El 28 de noviembre de 2017 se determind el color de 10 hojas por arbol, de 5 arboles por
tratamiento, utilizando un medidor de clorofilas Chlorophyll Meter SPAD-502 (Minolta Corp., NJ, USA),
expresando los resultados en unidades SPAD. La unidad SPAD es un indicador del color verde de las
hojas.

El porcentaje de yemas brotadas se determiné el 2 de marzo, contando las que habian iniciado
la brotacidn a partir de 8 ramas por tratamiento de unos 60 cm de longitud, repartidas entre todos los
arboles de cada uno.

Cuando la brotacion ya era evidente (4 de abril) se determind el peso de 10 hojas por arbol de
5 arboles por tratamiento. El peso de las flores se determiné en antesis (28 de abril) a partir de 10
flores por arbol y 5 arboles por tratamiento. Y el del fruto recién cuajado a partir de 5 frutos por arbol

de 5 arboles por tratamiento.

3.2 ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

Para determinar el contenido enddgeno de azlcares solubles se utilizé el protocolo de Eshghi
et al., (2007) con ciertas modificaciones. Las muestras de floema congeladas y posteriormente
liofilizadas se molieron a polvo fino. Se pesaron 2 o 3 repeticiones de 100 mg de material liofilizado y
molido. Se afiadié Petroleum ether (40-602) para facilitar la limpieza de lipidos, clorofilas y otros
posibles contaminantes. Las muestras se centrifugaron (4000 rpm; 42; 6 min) en una centrifuga Digicen
20R-ortoalresa. El sobrenadante fue eliminado, mientras que, al residuo solido se le agregé 4 ml de
etanol al 80% para facilitar la extraccion y 100 pl de fucosa, azlcar que no esta presente en los tejidos
vegetales y que se utiliza como estdndar interno para cuantificar las pérdidas del resto de azlcares
durante este proceso de extraccion.

Las muestras se mantuvieron 25 min en un bafo termostatizado a 65°C para facilitar la
extraccién de los azucares solubles. Posteriormente fueron centrifugadas a 4000 rpm; 4°C; 6 min, y se
extrajo el sobrenadante.

Se realiz6 otra extraccion con etanol 80% para mejorar la concentraciéon de azlcares
conseguida. Se juntaron ambos sobrenadantes obtenidos. El residuo sélido resultante de las dos
extracciones alcohdlicas se conservo para posterior analisis de almidén.

El sobrenadante final con los carbohidratos solubles se trasladé a un Speed Vac Concentrator

(Savant®) donde fueron reducidos a sequedad.



Al residuo seco obtenido se le afiadié 4 ml de agua Milli-Q para facilitar la disolucién de azucares
y se incorporaron 20 mg de Activated Charcoal, para la purificacién, limpieza de la muestra. Estas se
centrifugaron (4000 rpm.42C-,10 min) y se recogio el sobrenadante limpio que se filtré a través de un
filtro de nylon 0,45 pm.

Este liquido ya filtrado se redujo a sequedad mediante el Speed Vac, de la misma manera que
se realizé anteriormente.

La muestra seca diluida en 100 pl de agua Milli-Q, fue inyectada en un equipo de deteccion HPLC
(Thermo Fisher, USA), utilizando una mezcla de acetonitrilo:agua (80:20) como fase movil, a un flujo
de 1 ml-min*equipado con una columna APS-2 hypersil (250 x 4,6 mm), una bomba de vacio de P2000,
un refractometro diferencial R150 y un sistema de procesamiento de datos Chrom Quest.

Las cantidades de glucosa, fructosa y sacarosa presentes en las disoluciones fueron identificadas
y cuantificadas segun los tiempos de retencidn, y las dreas de sus picos de integracién. Los resultados
obtenidos fueron expresados en mg-g PS™.

El equipo fue calibrado previamente con distintas concentraciones de los azlcares analizados
hasta obtener los tiempos de retencion y las curvas de calibracién adecuados.

Para el analisis de almiddn se recuperd el residuo sélido anteriormente congelado, obtenido a
partir de la extraccién de carbohidratos solubles.

A este residuo sdlido se le agregd 0.1 ml de fucosa como estandar interno, 0.5 ml de acetato
sodico (pH 4.5) y 1 ml de Amyloglucosidase (Sigma-Aldrich), para a continuacion ser incubado durante
2 horas a 55 °C, facilitando asi la digestidn enzimatica.

La cantidad de glucosa obtenida se determind mediante HPLC tal y como previamente se ha
descrito para los azucares solubles y el contenido de almiddn se expresé como glucosa liberada (mg-g
PSY).

3.3 ANALISIS HORMONAL

Para la determinacidn del contenido enddgeno de acido abscisico (ABA), acido indolacético
(IAA) y trans-zeatina (tZ), se pesaron dos alicuotas de 50 mg del material congelado, liofilizado, y
molido hasta polvo fino, de las yemas recogidas de los drboles de nuestro experimento.

Las hormonas fueron extraidas con metanol 80%, acido acético 1% (v/v) en presencia de
diferentes estandares internos (hormonas marcadas con Deuterium para cuantificar las pérdidas de
cada hormona inherentes al proceso de extraccién [proporcionadas por Prof. L Mander- Camberra,
OlChemim Ltd — Olomouc, o Cambridge Isotope Lab — Andover]: [17, 7-2H]-Gan, [2H5]-IAA y [2H6]-
ABA). Estos estandares fueron afiadidos para la cuantificacién de ABA y IAA. En el caso de las

citoquininas (tZ), se utilizaron diferentes citoquininas deuteradas como estandares internos (D-tZ)



Para la recuperacién de la fraccidén dcida donde se localizan las IAA, ABA, y tZ, los extractos
pasaron consecutivamente a través de columnas HLB en fase reversa, MCX (intercambio catidnico) y
WAX (intercambio iénico) (Oasis 30 mg. Waters) como se describe en Seo et al., (2011). Asimismo,
para la recuperacién de la fraccién bdsica donde podemos encontrar las citoquininas, las muestras
pasaron por un cartucho HLB (elucién acetonitrilo 80%: Acido acético 1%) y seguidamente a través de
una columna MCX. Las muestras se llevaron a sequedad mediante rotovapor.

El residuo seco fue disuelto en acetonitrilo al 5% y acido acético al 1% y las hormonas fueron
separadas usando ultra-cromatografia en fase reversa (UPHL) mediante una columna RP-MS Accucore
2,6 um (50 mm x 2,1 i.d.: Thermo Fisher Scientific) con un gradiente de acetonitrilo del 5 al 50%, tras
lo cual fueron detectadas y analizadas en un espectrometro de masas/masas (Q-exative Orbitrap
detector, Thermo Fisher Scientific). Las concentraciones hormonales finales de los extractos fueron
determinadas usando las curvas de calibracién realizadas previamente.

Por ultimo, la interpretacién de los resultados se realizé mediante los programas Xcalibur 2.2
SP1vy TraceFinder (Luo & Wang, 2008).

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados se les aplico el analisis de la varianza, utilizando el test de Student-Newman-
Keuls para la separacidon de medias. A los valores porcentuales se les aplicé la transformacion arc sen

\/p para normalizar la muestra. Se utilizd el programa STATGRAPHICS Centurion (Statistical Graphics

Corporation, Englewood Cliffs, NJ, USA).



4. RESULTADOS

4.1. INFLUENCIA DE LA EPOCA DE RECOLECCION Y LA APLICACION DE AG SOBRE LA
COSECHA DEL ANO SIGUIENTE Y SUS COMPONENTES.

El retraso en la recoleccién del fruto (noviembre vs diciembre 2016) no alterd el nimero
de frutos de la cosecha siguiente (noviembre 2017). Y ello independientemente de la aplicacion
de 50 mg:It de AG. De los arboles control recolectados en la primera fecha se cosecharon 415
frutos el afio siguiente, mientras que los recolectados en la segunda, 597 frutos (Tabla 1). En el
caso de los arboles tratados con AG se recolectaron 639 y 508 frutos por arbol, respectivamente.

Estas diferencias, aun siendo amplias, no alcanzaron la significacidn estadistica.

Tabla 1. Influencia de |a fecha de recoleccién y |a aplicacion de acido giberélico (50 mg:I"%; AG) para
retrasarla sobre el nimero de frutos recolectados por arbol de ‘Rojo Brillante’ en la cosecha siguiente.

Cada valor es la media de 10 arboles. No existen diferencias significativas entre tratamientos.

N2 frutos
Tratamientos
11 nov 12 dic
Control
4149+47.6 597.4+40.4
AG 50
639.5 +57.7 508.0 £ 93.7

Una situacion distinta se dio con en el peso de los frutos. El retraso en la recoleccién en
2016 redujo el peso de los frutos de la cosecha del afio 2017 de 316 a 186 g fruto™ (Tabla 2), y
de 225 a 176 g fruto® en los arboles tratados con AG. Es de destacar que este efecto del acido
giberélico se mostré adicional al del retraso en la recoleccién. Asi, al comparar el peso de los
frutos de los arboles control y AG ambos recolectados pronto, éste se redujo de 316 a 225 g
fruto-! por efecto del AG, y el de los recolectados tarde de 185 a 176 g fruto?, respectivamente.
La interaccion entre ambas variables, fecha de recoleccidn y aplicacién de AG, también alcanzé

la significacion estadistica.
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Tabla 2. Influencia de la fecha de recoleccién y la aplicacién de 4cido giberélico (50 mg:I'; AG) para
retrasarla sobre el peso medio de los frutos del caqui ‘Rojo Brillante’ recolectados en la cosecha siguiente.
Cada valor es la media de 15 frutos por arbol y 10 arboles. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0.05).

Peso fruto™ (g)

Tratamientos
11 nov. 14 dic.
Control 315.9+28.3c 185.5 + 9.5a
AG 50 2249+ 9.8b 1759+ 12.7a

El tamafio medio de los frutos estuvo significativamente condicionado por el nimero de
frutos por arbol, tanto en los arboles control como en los tratados con AG para retrasar la
recoleccion. Al comparar los arboles recolectados pronto (11 noviembre) y tarde (14 diciembre)
de ambos tratamientos, control (Figura 3) y tratado con AG (Figura 4), siempre los arboles
recolectados pronto presentaron una recta de regresién con ordenada en el origen
significativamente mayor que los recolectados tarde, demostrando que el retraso en la
recoleccion fue responsable de la reduccidn del tamafio del fruto con independencia de la

aplicacion de AG.
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Figura 3. Relacion entre el numero de frutos por arbol y su peso individual en el caqui ‘Rojo
Brillante’. Influencia de la fecha de recoleccidn del afo anterior. Pronto: 11 noviembre, azul. Tarde: 14 de

diciembre, rojo.
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Figura 4. Relacion entre el numero de frutos por arbol y su peso individual en el caqui “Rojo
Brillante”. Influencia de la aplicacién de 50 mg-I de acido giberélico (AG) aplicada para retrasar la
coloracion de los frutos del aiio anterior y la fecha de recoleccidn. Pronto: 11 noviembre, azul. Tarde: 14

de diciembre, rojo.

4.2. INFLUENCIA DE LA EPOCA DE RECOLECCION Y LA APLICACION DE AG SOBRE LA
BROTACION Y FLORACION.

Estas diferencias en el peso del fruto tuvieron su origen en el mismo momento de la
brotacién. Asi, los arboles control recolectados pronto brotaron antes que los recolectados
tarde, de modo que el 2 de marzo mientras de los arboles recolectados pronto habian brotado
el 90 % de las yemas, en los recolectados tarde solo lo habia hecho el 40% (Figura 5). Pero este
retraso fue mucho mds pronunciado en los arboles tratados con AG para retrasar la recoleccién,

de los que solo habian brotado el 5% y el 3% de las yemas, respectivamente.
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Figura 5. Influencia de la concentracion de AG aplicada (30 y 50 mg-I™) y de la fecha de recoleccién
sobre el porcentaje de yemas brotadas en el caqui ‘Rojo Brillante’. Cada valor es la media de 8 ramas de
8 arboles. Pronto: 6 de noviembre; tarde: 5 de diciembre. Letras distintas indican diferencia

estadisticamente significativa (p <0.05).

El peso de la hoja también fue significativamente reducido al retrasar la recoleccién, pero
este efecto solo fue detectable en los controles cuyas hojas, en el momento de la brotacion,
pasaron de pesar 920 mg en los arboles recolectados pronto a 710 mg en los recolectados tarde
(Figura 6). En los arboles tratados con AG el peso de las hojas se redujo marcadamente respecto
de los arboles control, independientemente de su fecha de recoleccién. La media general en

estos ultimos fue de 815 mg, mientras que en los tratados con AG fue de 610 mg.
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Figura 6. Influencia de la aplicacién de AG y de la época de recoleccién sobre el peso medio de las
hojas. Cada valor es la media de 50 hojas y 8 arboles. Valores para el 4 de abril. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa (p <0.05). Pronto: 6 noviembre; tarde: 5 diciembre.

Como consecuencia de ambos efectos, retraso en la brotacion y reduccién del tamafio
foliar, el peso de las flores en el momento de la antesis descendié un 14% (Figura 7A) y los frutos
recién cuajados de los drboles control y tratados con 50 mg-I* de AG, pesaban 14.7gy 11,4 g,
respectivamente, y cuando, ademds, se recolectaron tarde pesaron 13,3 y 10,7 g,
respectivamente (Figura 7B). Del mismo modo que en el caso de las hojas, la media general de
los arboles control fue de 14 g y la de los drboles tratados de 11 g, lo que indica un efecto directo

de la hormona sobre el peso del fruto recién cuajado.
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Figura 7. Influencia de la aplicacion de AG y de la época de recoleccion sobre el peso de la flor en
antesis (A) y del fruto recién cuajado (B). El peso de la flor es de &arboles tratados con 50 mg-* y
recolectados el 5 de diciembre (tarde). Cada valor es la media de 50 flores o frutos. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa (p <0.05). Pronto: 6 noviembre.
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4.3. VARIACION DE LA CONCENTRACION DE AG APLICADA.

La aplicacion de 30 mg:I* de AG para retrasar la coloracién mejoré marcadamente la
brotacién de los arboles respecto de los tratados con 50 mg-I, y ello con independencia de la
fecha de recoleccion. Asi, el 2 de marzo, tanto en los recolectados pronto como en los
recolectados tarde, el 57% y el 56% de sus yemas, respectivamente, habian brotado, sin diferir
significativamente entre ellos, pero si del porcentaje de las brotadas en los arboles tratados con
50 mg-I? (Figura 5). Esta brotacién no difirié significativamente de la de los arboles control
recolectados tarde (40%), pero si de los recolectados pronto (90%).

Las hojas de estos arboles pesaron, en el momento de la brotacién, 600 mg tanto en los
recolectados pronto como en los recolectados tarde, sin que éstas ultimas difirieran
significativamente de las de los drboles tratados con 50 mg-I" (590 y 630 g, respectivamente)
(Figura 6). Tampoco difirieron de las de los arboles control recolectados tarde (710 mg), pero si
de los recolectados pronto (920 mg).

Finalmente, los frutos recién cuajados de arboles tratados con 30 mg:I* alcanzaron un
peso de 12.5 g para ambas fechas de recoleccién, similar al de los arboles control recolectados
tarde (13.3 g), pero estadisticamente inferior a los recolectados pronto (14.7 g) y superior a los
tratados con AG 50 mg-I' y recolectados tarde (11.4 g), con diferencias estadisticamente

significativas entre ellos (Figura 7).

4.4. EFECTO COMPARADO DE LA APLICACION DE 30 6 50 mg-I* DE AG SOBRE LA
CONSERVACION DEL FRUTO EN EL ARBOL.

La aplicacién de AG antes del cambio de color del fruto (21 de septiembre) retrasé
significativamente su coloracion respecto de los controles sin tratar. Asi, el 6 de noviembre, 46
dias después del tratamiento, mientras el valor de la coordenada a de Hunter era de 21.6 en los
frutos control, en los tratados con 30 mg-I"! de AG alcanzaba el valor de 9.7, y en los tratados
con 50 mg-I™t de 2.1 (Tabla 3). Ambos valores de los frutos tratados diferian significativamente
del de los frutos control, pero también entre si, de modo que para esa fecha los frutos tratados
con 50 mg:I"t presentaban un retraso en su coloracién significativamente mayor que los tratados
con 30 mg-I. Debe tenerse en cuenta, no obstante, que para esta fecha ambos valores de la
coordenada Hunter indican una coloracién inviable, todavia, para la recoleccion del caqui, por
lo que comercialmente ambos frutos eran indistinguibles.

Sin embargo, 10 dias mas tarde, el 27 de noviembre, los frutos tratados con 30 6 50 mg:I

! de AG presentaban un valor practicamente idéntico de la coordenada a, 18.1 y 20.1,
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respectivamente, sin diferencia estadistica entre ellos, y significativamente distinto del que
presentaban los frutos sin tratar, 28.6 (Tabla 3).

El valor de la coordenada b de Hunter no se alterd la primera fecha de medicion (6 de
noviembre) por efecto de la concentracion de AG aplicada, 31.1y 30.6 para 30 mg-Iy 50 mg-I"
! respectivamente, y no mostrd, a su vez, diferencia estadistica con el valor de los frutos control,
32.0(Tabla 3). Diez dias mas tarde (27 de noviembre) el valor de b fue significativamente mayor,
30.7, para ambas concentraciones de AG aplicadas, que el de los frutos control, 23.7, lo que
indica una coloracién ain mas retrasada en los frutos tratados con 30 mg:I* si se toma como
parametro de referencia la relacion a/b. Asi, el 6 de noviembre dicha relacion era de 0.68, 0.31
y 0.07 para los frutos control y tratados con 30 6 50 mg-I* de AG, y para el 27 de noviembre de

1.21,0.59y 0.65, respectivamente.

Tabla 3. Influencia de la concentracidn de AG aplicada sobre la evolucién de la coloracién del fruto
del caqui. Valores expresados en coordenadas Hunter. Cada valor es la media de 25 frutos * ES. Letras

distintas para una misma fecha indican diferencias significativas (p<0.05).

Coordenadas Hunter

a b
Tratamientos 6 nov 27 nov 6 nov 27 nov
Control 216+ 14c 28.6+0.4b 32.0+0.8 23.7+0.7 a
AG 50 9.7+1.8b 18.1+0.4a 31.1+£0.5 30.7+0.3b
AG 30 21+0.7a 20.1+0.5a 30.6 £0.5 30.7£0.2b

La concentracion de AG aplicada tampoco modificé la evolucion de la senescencia de las
hojas, que, no obstante, se retrasd significativamente respecto de la de los arboles control sin
tratar. Asi, el 28 de noviembre, las hojas de estos Ultimos tenian un valor de 23.1 unidades SPAD,
significativamente distinto del de las hojas de los &rboles tratados con 30 6 50 mg-I* de AG, que
presentaban un valor de 41.0 y 40.4 unidades SPAD, respectivamente, sin que esta diferencia

alcanzara la significaciéon estadistica (Figura 8).
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Figura 8. Influencia de la concentracion de AG aplicada sobre la coloracién de las hojas del caqui
‘Rojo Brillante’. Valores para el 28 de noviembre. Cada valor es la media de 10 hojas. Las barras verticales

indican el error estandar. Letras distintas indican significacion estadistica (p<0.05).

4.5. EVOLUCION DE LOS CARBOHIDRATOS DURANTE LA LATENCIA. INFLUENCIA DE LA
APLICACION DE AG Y LA FECHA DE RECOLECCION.

Ninguno de los tratamientos, recoleccidn precoz o tardia y aplicacion de 30 6 50 mg-I" de
AG, alteré la evolucion de la concentraciéon de los monosacaridos (glucosa y fructosa) y de la
sacarosa durante la latencia (Figura 9).

En el transcurso de ésta, la glucosa y la fructosa aumentaron de 30-40 a 50-80 mg-g PS ™
desde el 27 de noviembre al 16 de enero, para disminuir a continuacion progresivamente hasta
el momento de la brotacién. Este descenso fue mds acusado para la glucosa, que alcanzd valores
proximos a 0 en todos los casos (Figura 9).

La sacarosa, sin embargo, no aumento hasta 25 dias mas tarde, presentando un maximo

el 31 de enero y un ligero descenso posterior hasta el momento de la brotacién (Figura 9).
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Figura 9. Influencia de la concentracidon de AG aplicada para retardar la coloracion del fruto y la

época de recoleccidn sobre la evolucion de los monosacaridos y sacarosa del floema de las ramas de un

afo de edad de caqui. Cada valor es la media de 10 ramas y 2 repeticiones analiticas. A: Control

recolectado pronto; B: Control recolectado tarde, C: AG 50 mg-I! recolectado pronto, D: AG 50 mg:I?

recolectado tarde; E: AG 30 mg-I"! recolectado pronto, F: AG 30 mg-I"! recolectado tarde.
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Quince dias antes de ésta, el contenido en almidén del floema de las ramas de un afio de
edad de los &rboles control recolectados pronto (29,7 mg- g PS™?) era significativamente mayor
que el de los recolectados tarde (19,2 mg-g PS 1), y en ambos, a su vez, marcada y
significativamente mas alto que el de los tratados con 50 mg-I"t de AG y recolectados tarde (0,2

mg-g PS™) (Figura 10).

35

20 |

t

15

Almidén (mg- g1 PS)

10

CNT pronto CNT tarde AG50
Tratamientos

Figura 10. Influencia de la recoleccién tardia y la aplicacién de 50 mg:I" de AG sobre el contenido
en almiddn de reserva del floema de ramas de un afio de edad del caqui ‘Rojo Brillante’. Valores para el
14 de febrero. Cada valor es la media de 3 repeticiones bioldgicas y 2 réplicas quimicas. Las barras

verticales indican el error estandar. Letras distintas indican significacion estadistica (p<0.05).
Es de destacar que esta concentracién de almiddn estd en estricta correspondencia con

el retraso en la brotacion (Figura 5) y, en menor cuantia, con el peso de la hoja en el momento

de la brotacion (4 de abril; Figura 6) y del fruto recién cuajado (5 de junio; Figura 7).

22



4.6. EVOLUCION DE LAS FITOHORMONAS DURANTE LA LATENCIA. INFLUENCIA DE LA
APLICACION DE AG Y LA FECHA DE RECOLECCION

Durante la latencia la concentracién de acido abscisico y acido indolacético se redujo con
el tiempo, con independencia de la época de recoleccidn. Asi, en las yemas de los arboles control
recolectados tarde, el dcido abscisico pasé de una concentracion proxima a 4.2 ug - g* PS, el 27
de noviembre, a 2.9 ug - g* PS el 5 de enero, 0.5 ug - g PS el 31 del mismo mes, y a valores
préximos a 0 (0.15 ug- g™ PS) en el inicio de la brotacién, mientras que estos valores en los
recolectados pronto fueron de 3.8, 2.3, 0.4 y 0.16 ug- g* PS, respectivamente, difiriendo
significativamente entre si los contenidos de las dos primeras fechas (Figura 11A). En los arboles
tratados con 50 mg:I* de AG la evolucidn de esta hormona fue similar, si bien, el 27 de
noviembre present6 una concentracion de 3,5 ug- g PS, el 16 de enero de 3.1 ug- g* PSyel 31
de enero de 1,4 ug- g PS; en el momento de la brotacién su valor fue idéntico al de los arboles
control (0,18 ug- g™ PS) (Figura 11B). La aplicacion de 30 mg-I™ de AG no alterd significativamente
este comportamiento, aunque con valores el 31 de enero y al inicio de la brotacién ligeramente
superiores (0,82 y 0,44 ug - g PS, respectivamente) a los de los drboles tratados con 50 mg-I*

de esta hormona.
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Figura 11. Influencia de la concentracién de AG aplicada (A) para retardar la coloracién del fruto y
la época de recoleccion (B) sobre la evolucidn del acido abscisco en las yemas de caqui ‘Rojo Brillante’ en
latencia. Cada valor es la media de 15 yemas y 2 repeticiones analiticas. * indica diferencia significativa
(p<0.05).

La evolucién del acido indolacético también se alter6 por efecto de la fecha de

recoleccion. Asi, mientras su contenido en las yemas de los arboles control recolectados pronto
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IAA (ng g pf)

fue practicamente constante (alrededor de 20 ng- g PS) durante el periodo de latencia
estudiado, en las de los arboles recolectados tarde su valor, el 27 de noviembre, era de 109 ng:
g PS (Figura 12A). Veinticinco dias mds tarde, su concentracién apenas se habia reducido (90
ng-g* PS), pero a mediados de febrero descendié drasticamente para igualarse con la de los
arboles recolectados pronto (15 y 12 ng-g'PS, respectivamente). Desde esa fecha hasta el
momento de la recoleccidn el contenido de ambos tipos de yemas fue idéntico y se mantuvo
practicamente constante (Figura 12A). La evolucion de esta fitohormona en las yemas de los
arboles tratados con 30 6 50 mg:I™* fue similar a las de los arboles control recolectados pronto,
con un valor promedio practicamente constante a lo largo de todo el periodo estudiado de 25

ug - g PS™! para ambas concentraciones de AG (Figura 12B).
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Figura 12. Influencia de la concentracién de AG aplicada (A) para retardar la coloracién del fruto y
la época de recoleccion (B) sobre la evolucion del acido indol-3-acético en las yemas de caqui ‘Rojo

Brillante’ en latencia. Cada valor es la media de 15 yemas y 2 repeticiones analiticas. * indica diferencia

significativa (p<0.05).

La evolucidn de la tZ fue similar en los arboles control y tratados, con independencia de
la fecha de recoleccidn y la concentracién de AG aplicada (Figura 13). En los arboles control y
recolectados pronto, entre el 31 de enero y el 14 de febrero (15 dias antes de la brotacidn) la
concentracion de esta hormona en las yemas pasé de 0,1 a 0,7 ng - g PS, mientras que en los
recolectados tarde apenas alcanzé en valor de 0,2 ng - g PS (p< 0.05). Desde ese momento
hasta el inicio de la brotacidén la concentracidn en las yemas de ambos tipos de arboles aumenté
hasta 2,6 y 2,7 ng-g! PS, respectivamente, sin que esta diferencia alcanzara la significacién
estadistica (Figura 13A). La aplicacién de 30 mg-I'* de AG no alterd significativamente, en ningun

caso, los valores de tZ encontrados en los arboles control y recolectados tarde, mientras que la
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aplicacion de 50 mg:I™ redujo significativamente la concentracion (1,6 ng-g™* PS) en el momento

de la brotacion (Figura 13B).

Figura 13. Influencia de la concentracién de AG aplicada (A) para retardar la coloracién del fruto y
la época de recoleccidon (B) sobre la evolucion de la trans-zeatina en las yemas de caqui en latencia. Cada

valor es la media de 15 yemas y 2 repeticiones analiticas. * indica diferencia signficativa (p<0.05).

Esta evolucion de la concentracidon de I1AA y tZ determina las diferencias en la brotacion.
En efecto, la relacion IAA/tZ es determinante de ésta, de modo que mientras en los arboles
control recolectados tarde este ratio aumentd hasta finales de enero para descender
bruscamente el 14 de febrero, 15 dias antes de la brotacidon, en los recolectados pronto su
maximo valor se alcanzé el 5 de enero descendiendo progresivamente hasta mediados de
febrero (Figura 14 A). En los arboles tratados con 50 mg:It el maximo se dio a mediados de
febrero, 15 dias mas tarde que en los arboles control recolectados tarde y que los tratados con
30 mg-I* (Figura 14 B). En ambos casos, los valores fueron marcadamente inferiores a los

registrados en los drboles control recolectados tarde.
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Figura 14. Influencia de la concentracién de AG aplicada (A) para retardar la coloracion del fruto y
la época de recoleccion (B) sobre la evolucion de la relacidn acido indol-3-acético/trans zeatina en las

yemas de caqui ‘Rojo Brillante’ en latencia. Cada valor es la media de 15 yemas y 2 repeticiones analiticas.

La evolucidn del ratio ABA/IAA indica un descenso progresivo en el tiempo hasta valores
proximos a 0 en el momento de la brotacidn. Este descenso es mucho mds marcado en los
arboles recolectados pronto que en los recolectados tarde (Figura 15 A), consecuencia del
menor contenido en IAA a lo largo de todo el periodo de latencia (Figura 12 A). De un modo
similar, el descenso de este ratio en los drboles tratados con 50 mg-I™ de AG alcanzé el valor mas
bajo, también préximo a 0, en el momento de la brotacién, y desde un mes antes de ésta los

arboles tratados con 30 mg-I™! de AG siguieron una evolucién idéntica (Figura 15 B)

26



ABA/IAA

140 140 J)
A == AG50
120 120 ¢ B ©==CONTROL TARDE
@==AG30
100 100 } O~ CONTROL PRONTO
Q
80 :_ttgo _*
~
<
60 | L
2 60 N .
40 r 40 O
@) O
20 20 O 0
0 L L L L L L O 1 1 1 1 O 1 1 @
& & & & & b S & & o o o o
AT N WS R C N A
v N v v Vv ™) N/ a) NY A© S N

Figura 15. Influencia de la concentracién de AG aplicada (A) para retardar la coloracion del fruto y
la época de recoleccion (B) sobre la evolucion de la relacién acido abscisco/4cido indol-3-acético en las

yemas de caqui ‘Rojo Brillante’ en latencia. Cada valor es la media de 15 yemas y 2 repeticiones analiticas.

4.7. ESTIMULO DEL DESARROLLO DEL FRUTO

El menortamanio de los frutos recolectados tarde y/o tratados repetidamente con 50 mg:I"
! de AG fue significativamente mejorado con la aplicacién de 15 mg:I™! de la auxina de sintesis
acido 3,5,6-tricloro-2-piridiloxiacético (3,5,6-TPA) cuando el fruto tenia un didmetro de 45-50
mm.

Los arboles tratados con 50 mg-I-! de AG y recolectados tarde aumentaron su peso de
60,7 g a 69,6 g, por accion de la auxina, y los tratados con 30 mg:I* y recolectados tarde de 63,9
ga 66,4 g (Tabla4). Los arboles control y recolectados tarde también aumentaron el peso medio
de sus frutos de 65,2 g a 70,0 g (Tabla 4). Es de destacar que los arboles tratados con 30 y 50
mg-I* de AG y recolectados tarde alcanzaron un tamafio similar, e incluso superior, al de los

frutos control y recolectados pronto por accién del 3,5,6-TPA.
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Tabla 4. Influencia de la aplicacién de la auxina de sintesis 3,5,6-TPA (15 mg:I'%) al inicio de |a fase
lineal del desarrollo del fruto sobre el didametro medio de los frutos del caqui ‘Rojo Brillante’ que iniciaron
su desarrollo la primavera siguiente al tratamiento con 50 6 30 mg:I" de 4cido giberélico para retardar la
recoleccion (otofio de 2017). El tratamiento se efectud el 16 de julio de 2018. Cada valor es la media + ES

de los frutos de 5 arboles.

Pronto Tarde
Tratamientos Sin tratar Sin tratar TPA
Control 66.5t1.1 a 65.2+0.9 a 70.0+£1.7 b
AG 50 65.913.1b 60.7t1.8 a 69.6+2.1 ¢
AG 30 66.3t1.4 b 63.9t1.2 a 66.410.6 b
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5. DISCUSION

Las giberelinas son hormonas del desarrollo relacionadas con el crecimiento vegetativo,
la floracién, la germinacién de semillas, y la senescencia de los tejidos vegetales. Este ultimo
aspecto, se ha utilizado con éxito para retrasar la senescencia de hojas y pétalos (Thimann, 1980)
y el retraso de la coloracidn y recoleccion de frutos (Seymour et al., 1993). Asi, el acido giberélico
se utiliza para retrasar la maduracion de frutos no climatéricos, como el pomelo (McDonald et
al., 1997), las mandarinas (Guardiola et al., 1981; Agusti et al., 2002a) y naranjas (Cogginsy Eask.,
1964; Gambetta et al 2014), y de los frutos climatéricos, como el melocotén (Dagar et al., 2012),
el mango (Khader et al., 1988), el albaricoque (Abdel-Gawad et al., 1974), y el caqui (Agusti et
al., 2003; 2004).

En el caso del caqui, la aplicacién de 30 mg:I* de acido giberélico al inicio del cambio de
color del fruto se ha mostrado eficaz para este fin (Agusti et al., 2004a), pero también retarda la
senescencia de las hojas, retrasando su abscision y, con ello, la entrada en latencia de las yemas.
En consecuencia, la brotacién de la primavera siguiente se retrasa, al mismo tiempo que se
reduce el tamafio de las hojas y el peso de las flores y los frutos recién cuajados.

Pero el proceso enddgeno a través del cual ocurre esto no habia sido abordado hasta
ahora. Asi, no sabemos si dicho efecto es consecuencia de la aplicacidon de la hormona, del
retraso de la recoleccion, o de ambos factores. La accidn del fruto y su persistencia en el arbol
sobre la brotacién y floracion siguientes, si bien, es conocido, se ha estudiado ampliamente
como factor inhibidor de la floracién de especies lefiosas, como el olivo (Lavee, 2007), mango
(Prasad y Patak, 1970; Nakagawa et al., 2012), aguacate (Wolstenholme, 2010; Ziv et al., 2014),
citricos (Betancourt et al., 2014; Martinez-Fuentes et al., 2010; Munoz-Fambuena et al., 2011),
nispero japonés (Reig et al., 2014), y rosaceas caducifolias (Reig et al., 2006; Gonzéalez-Rossia et
al., 2007), pero no se ha abordado su accién sobre la latencia de especies caducifolias.

Al mismo tiempo, la posibilidad de que concentraciones de acido giberélico superiores a
30 mg-I, indicada como saturante para este fin (Agusti et al., 2004), tuvieran un efecto mas
potente sobre el retraso en |la entrada en latencia, y sobre ella misma, no se ha tenido en cuenta
bajo el punto de vista agrondmico, de modo que la presién comercial ha llevado al agricultor a
aumentarla hasta 50 mg-I" y a repetir los tratamientos con el fin de retrasar la recoleccién lo
maximo posible, sin tener en cuenta los efectos secundarios que ello podia conllevar. Estos,
basicamente, consisten en un mayor retardo en la entrada en latencia de las yemas y una
brotacidn y floracion deficientes.

Dado que la concentraciéon de 30 mg:I™! se ha mostrado saturante para lograr el objetivo

(Agusti et al., 2003), estudiar comparativamente, el efecto sobre la latencia de ambas
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concentraciones, 30 y 50 mg-|?, y su efecto sobre la brotacidén y floracién siguientes, se hacia
necesario con el fin de determinar, por una parte, el efecto del retraso en la recoleccién, y, por
otra, el efecto de la concentracién de AG aplicada.

Nuestro estudio demuestra que el tratamiento con 50 mg:? de AG, repetido, acarrea
problemas importantes en la cosecha del caqui y sus componentes, que ve reducido el peso de
sus frutos en, aproximadamente, un 45% (ver Tabla 2). Este efecto es ya detectable en el
momento de la antesis, lo que indica una calidad de la flor deficiente desde el mismo momento
de la brotacidn, respecto de los arboles control sin tratar. De acuerdo con ello, la acumulacion
de horas frio (HF) debe haber sido insuficiente para una brotacion adecuada (Faust, 1989;
Campoy etal., 2011)), esto es, estas yemas deben haber visto alterado notablemente su periodo
de latencia. Sin embargo, la aplicacién de 30 mg-I™ de AG no retrasé la brotacién de un modo
tan intenso como 50 mg:I?, de modo que el porcentaje de yemas brotadas a principios de marzo
no difirid significativamente de los arboles control recolectados tarde, indicando que dicha
concentracién no presentaba un efecto adicional al del retraso en la recoleccién, como si lo hace
la aplicaciéon de 50 mg I"t. Es mas, el peso final del fruto de los arboles tratados con esta
concentracion no difirid del de los arboles control, como si lo hizo, también, el de los frutos de
los arboles tratados con 50 mg-I™* que fueron significativamente mas pequefios. La aplicacién de
30 mg:-I" presentd un efecto importante adicional, como es su eficacia similar a la de 50 mg-I?
para retrasar la coloracion y, por tanto, la recoleccién del fruto.

La evolucién de los azucares reductores y la sacarosa durante la latencia no mostré
diferencias en ningln caso atribuibles a la concentracion de AG aplicada y/o al retraso en la
recoleccion. Ello esta de acuerdo con los conocimientos actuales puesto que la brotacidon
finalmente se dio y, con ello, la diferenciacién floral y la floracién. Durante la brotacidn, estos
azucares contribuyeron energéticamente al proceso, facilitando un consumo inmediato para
cubrir la demanda energética de la division celular. El descenso progresivo en la concentracion
de azucares reductores desde principios de enero hasta la brotacidon observado en nuestro
trabajo es coherente con ello. Y también, la evolucién de la sacarosa, que desde finales de enero
hasta la brotacion disminuyd progresivamente.

Aungue son numerosos los trabajos que sefialan el metabolismo de los azlcares como
factor esencial determinante de la brotacidon y floracidn, nunca se ha demostrado una relacion
causa-efecto (Goldschmidt et al., 1985; Reig et al., 2006), y asi también ocurre en nuestro caso.
Sin embargo, la concentracion de almidén en el floema de las ramas de un afio de edad se redujo
con el retardo de la recoleccidn, y, todavia més, con la aplicaciéon de 50 mg:I! de AG. Esta

reduccion de la concentracion puede deberse a una menor acumulacién de las reservas de C, a
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una mayor hidrdlisis de éstas en las fechas previas a la brotacién, o a ambos factores a la vez.
De acuerdo con nuestros resultados, y dado que la concentracién de azucares reductores y
sacarosa no se ve alterada durante la latencia por efecto de los tratamientos, es mas probable
que la permanencia del fruto en el drbol reduzca la acumulacién de reservas previa a la latencia.
Ello unido a una reduccion en la acumulacidon de HF por efecto del retraso en el inicio de ésta,
podria ser responsable del retraso en la brotacion siguiente y del menor peso de las flores.

Sin embargo, un efecto hormonal no puede descartarse, como se ha demostrado
mediante aplicaciones de giberelinas en aguacate (Salazar-Garcia y Lovatt, 2000), albaricoquero
(Southwick et al., 1995), y mango (Turnbull et al., 1996). Este papel de las hormonas ligado a la
evolucién de los carbohidratos en la latencia es parte de la contribucidén de este trabajo, y ha
sido posible estudiando la aplicacién exdgena de dos concentraciones de AG y el retraso en la
recoleccion del caqui. En efecto, en el momento de la antesis, las flores de los arboles tratados
con 50 mg:I* de AG y recolectados el 6 de diciembre pesaban un 15 % menos que las flores de
los arboles sin tratar y recolectados en el momento de su madurez comercial. Dado que el aporte
de carbohidratos no muestra una relacion causa-efecto con este descenso en el peso de las
flores, parece mas légico analizarlo bajo el punto de vista hormonal. Asi, el retraso en la
recoleccion muestra un retardo, a su vez, en el descenso en la concentraciéon de IAA en las
yemas, en comparacion con los arboles recolectados pronto. A principios de enero la
concentracién de IAA en las yemas de los arboles recolectados tarde era 4 veces superior al de
las yemas de los recolectados pronto. Asimismo, la evolucién de la concentracion de ABA,
hormona a la que se atribuye la accidn de los cambios ambientales inductores de la latencia
(Trewavas y Jones,1991) y la evolucidn de sus fases (Chen et al., 2002; Jacobsen and Shaw, 1989)
asi como con la inhibicién de la brotacién (Gocal et al. 1991; Emery et al. 1998), también se vio
retrasada por el retraso en la recoleccidn, siendo las diferencias a principios de enero del 20 %
superior para los arboles recolectados tarde. En consecuencia, la relacion IAA/tZ, que indica la
capacidad de brotacién de las yemas (Sachs y Thimann (1967)), era a finales de enero 3.5 veces
superior en las yemas de los arboles recolectados tarde en comparacion con los recolectados
pronto, justificando de este modo su retraso en la brotacidn. La relacidn IAA/tZ también fue
mayor en los drboles tratados con AG, independientemente de la concentracion aplicada. Sin
embargo, el 14 de febrero, 15 dias antes de la brotacidn, cuando los valores IAA/tZ de los arboles
control recolectados tarde y pronto presentaban un valor inferior a 100, los arboles tratados con
50 mg-I™ era de 386 y los tratados con 30 mg:I* de 250, ambos recolectados tarde, lo que indica
un efecto adicional de la hormona aplicada sobre el retraso en la recoleccion, explicando asi la

reduccidn en el peso inicial y final del fruto. Este, por tanto, se vio afectado tanto por la época
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de recoleccién de la cosecha anterior como por la aplicacion de AG. Una revision sobre las
condiciones ambientales reguladoras de la latencia y su control hormonal y molecular han sido
recientemente publicada (Campoy et al., 2011; Lloret et al., 2018).

Puesto que controlar la latencia, y particularmente la p-endolatencia, es imposible en
condiciones de cultivo, la Unica opcidn posible para mejorar esta respuesta negativa es estimular
el desarrollo lineal del fruto. La auxina 3,5,6-TPA se ha mostrado eficaz para este fin en citricos
(Agusti et al., 2002b), frutales de hueso (Agusti et al., 1999; Stern et al., 2007) nispero japonés
(Reig et al., 2016), y el propio caqui (Agusti et al., 2004b). La accion de esta auxina de sintesis se
ha demostrado a través de una reduccidn de la presidén de turgencia (Reig et al., 2016), de
acuerdo con el mecanismo atribuido a las auxinas, por lo que la época de aplicacion idénea se
establece al inicio de la fase lineal del crecimiento. En nuestro experimento consiguié aumentar
el tamanfio final del fruto hasta valores idénticos a los de los drboles control sin tratar y sin
retrasar la recoleccion, por lo que se muestra como una técnica Util para resolver los problemas

derivados del retraso en la recoleccion del caqui.

32



6. CONCLUSION

En conclusion, i) la aplicacién de 30 mg:I? retrasd con la misma intensidad que 50 mg-I?
la coloracion del caqui ‘Rojo Brillante’, pero con un menor grado de afeccion de la latencia y, por
tanto, de la brotacién y desarrollo inicial del fruto, y ii) la aplicacion de 15 mg:I* de la auxina de
sintesis 3,5,6-TPA aumenté el tamanio final del fruto hasta valores similares a los del control sin

tratar y sin retrasar la recoleccién.
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