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1 Resumen de las ideas clave

La transiciéon de flor a fruto en desarrollo se denomina cuajado. En los citricos, el
cuajado se puede producir de un modo sexual, a través de la fecundacién, o de un
modo asexual, a través de la partenocarpia. La flor es hermafrodita y presenta entre 20
y 40 estambres y un ovario con 10-12 carpelos y varios évulos en cada uno. Algunas
variedades presentan autocompatibilidad y precisan de la polinizacidon vy la
fecundacion para que se produzca el cuajado. Otras, sin embargo, presentan
autoincampatibilidad, y son capaces de desarrollar el ovario sin que se produzca la
fecundacion. En ambos casos, la sintesis de giberelinas, bien en las semillas, bien en las
paredes del ovario, constituye el estimulo necesario para iniciar el desarrollo del fruto.
La disponibilidad de carbohidratos resulta esencial para safisfacer la demanda
energética del ovario durante el cuajado.

2 Infroduccion

La funcion biolégica de la flor consiste en albergar los procesos de reproduccion
sexual que las plantas desarrollan para perpetuar la especie. Durante la
polinizacién, el grano de polen es transportado hasta el estigma, donde germina,
emite el tubo polinico que desciende por el estilo, penetra en el ovario y llega
hasta el évulo al que fecunda. Tras la fecundacién, la flor se convierte en fruto,
que se encarga de proteger y facilitar la diseminacion de la (s) semilla (s) formada
(s) hasta la germinacién de una nueva planta. Numerosos factores internos y
externos influyen en este proceso, algunos de los cuales son, todavia, poco
conocidos.

Existen varios agentes capaces de tfransportar el polen de unas flores a otras, pero
el tipo de polinizaciéon depende, en gran medida, de las caracteristicas fisicas del
polen. En el caso de los citricos el polen es pesado, viscoso y adherente,
caracteristico de la polinizacion a través de insectos o entomdfila. Las abejas (Apis
mellifera) son el principal agente polinizador de estas especies, representando mds
del 90 % de los vectores polinizadores.

Cuando un pistilo es polinizado por el polen de la misma planta o de otfra planta
genéticamente idéntica recibe el nombre de autopolinizacién; si, ademds, se
produce la fecundacion, ésta de denomina autofecundacion. Cuando el polen
procede de ofra planta genéticamente distinta la polinizaciéon es cruzada y en el
caso de que tenga lugar la fecundaciéon se denomina, también, cruzada.

La citricultura destinada al consumo en fresco estd basada en variedades sin
semillas y de alta calidad. Pero el periodo de comercializacién, particularmente de
las mandarinas clementinas, es restringido en el fiempo y, por fanto, concentra su
oferta y provoca una caida de los precios. Con el fin de ampliar aquél, se
intfrodujeron hibridos de frutos similares a las mandarinas y de maduracion mds
tardia, como las mandarinas ‘Fortune’ y ‘Nova' y los tangors ‘Ortanique’ vy
‘Ellendale’. Desde entonces empezd a detectarse la aparicidon de semillas tanto en
las variedades citadas como en el grupo de las Clementinas, circunstancia que no
se habia dado hasta el momento. Cuando las plantaciones de hibridos vy
Clementinos se cultivan aisladas, la aparicién de semillas es inexistente, dado el
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cardcter autoincompatible de los dos grupos varietales; sin embargo, cuando las
plantaciones estdn lo suficientemente préximas como para que las abejas sean
capaces de fransportar el polen de unas a oftras, se produce la polinizaciéon y
fecundacion cruzada y, con ello, la formacién de semillas. Aunque asi se mejoran
el cuagjado y el tamano final del fruto, la gran cantfidad de semillas presentes en
éstos los hace comercialmente inviables.

Pero el desarrollo de un ovario sin semillas también es posible. Cuando ello ocurre
recibe el nombre de partenocarpia. Este fendmeno, que se presenta de forma
natural, es frecuente en muchas variedades de citricos.

3 Objetivos

=  Comprender la anatomia de la flor y el proceso de la polinizacién vy
fecundacion.

= Determinar el papel de las giberelinas en cuajado del fruto de los citricos.

4 Desarrollo

4.1 Laflor

Desde el punto de vista anatémico, la flor de los citricos estd perfectamente
disefiada para facilitar la reproduccién sexual. Asi, es hermafrodita, es decir, estd
formada por una parte masculina o androceo y una femenina o gineceo, y los
sépalos y los pétalos protegen al aparato sexual hasta el momento preciso en el
que se debe producir la fecundacién (Foto 1A). Sin embargo, en ocasiones,
aparecen barreras fisioldgicas que interrumpen o impiden el desarrollo normal del
proceso con el fin de promover el intercambio de informacién genética entre
individuos y evitar problemas de consanguinidad.

El gineceo se compone de estigma, estilo y ovario (Foto 1B). El estigma de los
citricos es de forma esférica y su color evoluciona de verde a marrén, pasando por
amairillo, en funcién de su viscosidad y estado de madurez (Foto 2A y 2B). Su
superficie estd compuesta por numerosas células papilares epidérmicas (Foto 2C).
Desde el punto de vista de la fecundacioén, la funcién del estigma es facilitar la
adhesién del grano de polen y su germinacién para que inicie el desarrollo de su
tubo polinico.

En el proceso de maduracion del estigma se producen cambios morfolégicos y
fisioldgicos por los que degeneran las papilas (Foto 2D) y se secretan sustancias
relacionadas con la hidratacién y el reconocimiento del grano de polen, mds que
con su nutricién, ya que en el estigma el grano de polen es autdtrofo. En los
citricos, la receptividad del estigma dura desde 1-3 dias antes de la antesis hasta é-
8 dias después. Si el grano de polen no llega al estigma durante ese periodo, la
fecundacion no se produce.
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Foto 1. Flor de naranjo dulce ‘Salustiana’ en antesis (A) y en caida de pétalos (B)
(Cedidas por M. Agusti, Universitat Politécnica de Valencia)

Foto 2. Estigma (A y B) y papilas estigmdticas (C y D) de una flor en preantesis (A'y
C) y antesis (B'y D) de Citrus limon. A y B: 80x; C: 500x; D: 1000x.

El estilo es cilindrico. En su interior se encuentran los canales estilares que se
encargan de conducir el tubo polinico desde el estigma hasta el ovario. A lo largo
de su recorrido se secretan sustancias relacionadas con la nutricion del tubo
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polinico y con los mecanismos de incompatibilidad que interrumpen su desarrollo,
como ocurre en el caso de las clementinas.

El ovario estd formado por 8-10 carpelos unidos alrededor del eje floral formando
los I6culos, donde se encuentran los dvulos (Foto 3). Estos se organizan en 2 filas
paralelas a lo largo del eje central, ocupando todo el Iéculo y se unen a la
placenta mediante el funiculo. En la base de funiculo se sitGan unos pelos
epidérmicos que crecen en el Ibculo hacia la entrada de los évulos. La apertura a
los loculos de los canales estilares se encuentran entre las 2 filas de évulos. Los
tejidos que componen el évulo maduro son los tegumentos, externo e interno, la
nucela y el saco embrionario. La zona por donde los tegumentos se unen al
funiculo se denomina chalaza (Foto 3). En el exiremo opuesto los tegumentos
dejan una apertura denominada micropilo (Foto 3), por donde penetra el
gametofito masculino para fecundar a la ovocélula y formar la semilla.

Foto 3. Seccién longitudinal de un ovario de Citrus limon (A). Ovulo de Citrus limon
(B). ce: canales estilares; o: évulo; m: micropilo; ch: chalaza; te: tegumentos; n:
nucela; se: saco embrionario.

Los estambres son los érganos masculinos. La flor de los citricos contiene entre 20 y
40 estambres que rodean a la parte femenina. Cada uno estd formado por un
filamento que sujeta a una antera (Foto 4). Los filamentos son de color blanco y
estdn soldados, entre si, por la base. Las anteras son de color amarillo o crema
pdlido pero su color se debe a los granos de polen y no a sus propios tejidos. Los
granos de polen se forman por un proceso de microesporogénesis a partir de
células de las capas subepidérmicas de la antera joven. El grano de polen
maduro estd constituido por 2 capas. La capa externa, o exina, es delgada pero
muy resistente, debido a una sustancia que la recubre y se deposita desde el
tapete llamada esporopolenina. Su funcién es proteger los nicleos vegetativo y
generativo hasta el momento de la germinacién. Su parte externa estd formada
por una estructura llamada fectum, que da un aspecto reticulado a la superficie
externa del grano de polen. La capa interna, o infina, se forma a partir de capas
delgadas de celulosa por la parte interna de la exina. Cuando se produce la
germinacién es la intina la que se alarga formando el tubo polinico.
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Foto 4. Flores de naranjo dulce ‘Salustiana’, androfértii (A), y ‘Navelate’,
androestéril (B), El color de sus anteras indica la fertilidad (amarillo) o esterilidad
(blanco) del polen.

Las aperturas (Foto 5A y 5B) del grano son zonas de exina mds delgada y tienen 2
funciones: desde su poro central emerge el tubo polinico (Foto 5B) y ademds
regulan los cambios de forma provocados por diferencias higroscépicas.

Mientras el polen permanece en la antera estd deshidratado y se mantiene
metabdlicamente inactivo, pero cuando llega al estigma de la flor, se produce su
activacién, se hidrata y libera enzimas por las aperturas. En su interior, ademds, se
producen cambios morfoldgicos; asi, el reticulo endoplasmdtico rugoso pasa de
estar agregado en placas a estar suelto en el citoplasma y las vesiculas del
complejo de Golgi empiezan a acumularse en el poro de germinacién, donde se
rompe la exina y la intina empieza a alargarse iniciando el desarrollo del tfubo
polinico.

4.2 Lafecundacion

Cuando el tubo polinico alcanza el saco embrionario a través del micropilo, su
célula generativa se ha dividido en dos nUcleos espermdaticos haploides. Uno de
ellos penetra en el saco embrionario y se fusiona con la ovocélula, también
haploide. Esta fusion genera un zigoto, diploide, que se divide dando lugar al
proembrion. Las células delanteras orientadas hacia el centro del saco embrionario
se dividirdn sucesivamente hasta formar el embridn. El resto del proembrién se
divide formando un tejido llamado suspensor, encargado de acercar al embridon
hacia el tejido nutritivo en formacidon o endospermo. El segundo nucleo
espermdtico se fusiona con el nicleo secundario del saco embrionario, diploide,
dando lugar a un nucleo endospérmico, triploide, que forma el endospermo. De los
tegumentos se forma la festa o espisperma que rodea al resto de tejidos para
formar la semilla. El endospermo resulta vital para el desarrollo del embrién una vez
la semilla ha madurado e inicia la germinacién. Aquel acumula almidén, durante
el crecimiento, propiciado por el efecto sumidero que confiere el embridén a través
de la sintesis de giberelinas. De ello se aprovechan el resto de los tejidos del fruto
para acumular carbohidratos, reclamar agua vy, asi, crecer.
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Foto 5. Microfotografia electrénica de barrido de granos de polen de mandarina
Clementina, cv. ‘Clemenules’ (A, 2000x) y de la germinacidn in vitro de polen de
mandarina Clementina, cv. ‘Hernandina’ (B, 3500x). Microfotografia al microscopio
Optico de fluorescencia de la germinacion in vivo de polen de Citrus limon; los
tubos polinicos contienen calosa en su pared y ésta fluoresce cuando se la tine
adecuadamente y se la ilumina con luz UV(C, 2000x). Esquema del modelo
hipotético de crecimiento del tubo. Adaptado de: Geitmann, 1999 (D). a: apertura;
m: mesocolpo; tp: tubo polinico.

Una vez producida la fecundacion, el ovario deja de ser propiamente ovario para
convertirse en fruto. La transicion de ovario a fruto en desarrollo recibe el nombre
de cuagjado. El proceso estd basado en la divisidn celular y exige una gran
cantidad de energia. Es mediante la sintesis hormonal que el fruto en desarrollo
reclama dicha energia en forma de carbohidratos. En las variedades con semillas
la sintesis de giberelinas que tiene lugar en los évulos fertilizados es el estimulo que
controla el desarrollo inicial del fruto, de modo que su eliminacién o la
emasculacion, que evita su formacion, detienen el desarrollo del fruto y provocan
su abscisién. Pero en estos casos, la aplicacién de dcido giberélico restituye el
crecimiento. Ademds, la utilizacion de un inhibidor de la sintesis de giberelinas, el
paclobutrazol, provoca la abscision de los frutos. Estas evidencias sugieren que las
giberelinas enddgenas son las principales responsables del cuajado del fruto en los
citricos. Pero no se puede atribuir exclusivamente a las semillas la regulacién del
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desarrollo del ovario. En efecto, la mayor parte de las variedades cultivadas para
consumo en fresco no poseen semillas y son, por tanto, capaces de desarrollar
frutos sin el estimulo de éstas, antes mencionado.

4.3 La partenocarpia

Los factores ambientales pueden provocar el cuajado partenocdrpico, pero es la
esterilidad de origen genético, gamética, homogenética o citoldégica, la principal
responsable de esta alternativa a la fecundacion.

La esterilidad gamética consiste en la incapacidad de producir évulos o polen
fértil. En el primer caso se denomina ginoesteriidad y en el segundo
androesterilidad. En los citricos, tanto la mandarina Satsuma como el grupo de
naranjas dulces Navel son ejemplos de androesterilidad. Esta puede ser inducida
por las condiciones ambientales, como ocurre en algunos limoneros. En la
esterilidad homogenética tanto el polen como los évulos son fértiles, sin embargo,
aparecen mecanismos de incompatibilidad, ligados a sistemas de reconocimiento
genético polen-pistilo, que interfieren el desarrollo del tubo polinico impidiendo la
fecundacion. Si la incompatibilidad ocurre en flores de una misma planta o entre
dos plantas de un mismo cultivar se denomina autoincompatibilidad. Si, por el
conftrario, la incompatibilidad es entre dos plantas de distinto cultivar se denomina
incompatibilidad de cruce. Por otra parte, la incompatibiidad homogenética
puede ser gametofitica o esporofitica. Cuando es gametofitica el polen es capaz
de germinar en el estigma de la flor, pero en el estilo empiezan a sintetfizarse RNA-
asas que penetran en el tubo polinico y descomponen su RNA, deteniendo su
crecimiento. En la incompatibilidad esporofitica el polen es incapaz de germinar
en el estigma, en el que, en este caso, se sintetizan kinasas, enzimas que impiden su
germinacién. Por Ultimo, en la esterilidad citolégica se producen alteraciones
cromosdmicas en la meiosis, durante la gametogénesis, que hacen disminuir la
capacidad germinativa del polen. Este tipo de esterilidad no impide el desarrollo
del fruto, pero sus semillas no pasan de ser meros rudimentos seminales, como
ocurre en manzanos y perales.

La polinizacién, la germinacién del grano de polen o el desarrollo inicial del tubo
polinico, sin que en ningln caso se alcance la fecundacion, constituyen en
ocasiones estimulos suficientes para que se inicie el desarrollo del ovario sin semillas.
En estos casos la partenocarpia se define como estimulada, pero la aplicacion de
técnicas especificas de cuajado (tratamientos con dcido giberélico o rayado de
ramas) es imprescindible para obtener cosechas econdémicamente rentables. El
desarrollo del ovario sin ningdn estimulo externo se define como partenocarpia
auténoma, como ocurre en la mandarina Satsuma.

En estas variedades en las que se desarrollan frutos sin semillas no se puede aftribuir
a éstas el estimulo de su crecimiento que, sin embargo, continua siendo regulado
hormonalmente. Taldn et al. (1990) demostraron que el naranjo dulce cv.
‘Salustiana’, sin semillas, mantenia el mismo patrén evolutivo de giberelinas internas
en sus ovarios que el naranjo dulce cv. ‘Blanca’, con semillas (Figura 1). En las
variedades sin semillas son las paredes del ovario las que sintetfizan las giberelinas
necesarias para el cuajado.
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Figura 1. Concentracion de GA) determinada por GC-MS durante el principio del
desarrollo de los érganos reproductivos de Citrus sinensis cvs. ‘Blanca’ (con semillas)
y ‘Salustiana’ (sin semillas). DDA: Dias después de la antesis. Adaptado de Taldn et
al., 1990.

Pero no todas las variedades de citricos sin semillas poseen la misma capacidad de
cuajado partenocdrpico. Talén et al. (1992), al comparar variedades sin semillas
con diferente partenocarpia natural, demostraron que las que poseian contenidos
significativamente inferiores de giberelinas en sus ovarios eran las que fructificaban
con mayor dificultad. Asi se entiende que todas las variedades de citricos no
presenten la misma sensibilidad a las aplicaciones exdgenas de dcido giberélico
para aumentar el cuajado de sus flores.

5. Cierre

= La flor de los citricos es hermafrodita presentando entre 20 y 40 estambres,
un estigma de tipo humedo, un estilo con canales estilares y un ovario con
10-12 carpelos y varios évulos por carpelo.

= El cugjado se produce a fravés de la fecundacion en las variedades
autocompatibles y a través de la partenocarpia en las variedades
autoincampatibles y estériles.

= En ambos casos, cuajado sexual y asexual, son las giberelinas las hormonas
responsables del desarrollo inicial del fruto.
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