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1. INTRODUCCION




Introduccién

1.1. Necesidades de la mejora genética en los citricos

Las necesidades de los programas de mejora genética pueden variar considerablemente
dependiendo de las necesidades de cada zona de cultivo. En general, se busca mejorar
desde aspectos relacionados con la producciéon y con las caracteristicas cualitativas de los
frutos, a aspectos relacionados con los estreses bidticos y abidticos que afectan a las

plantas.

La citricultura mundial ha estado condicionada por algunas enfermedades distribuidas
en la mayor parte de zonas citricolas, que han causado grandes pérdidas econdmicas y
limitado el uso de algunas variedades y patrones; tal es el caso de la gomosis, producida
por el hongo Phytophthora spp.y del virus de la tristeza de los citricos (CTV) (Moreno ef
al., 2008). Por esto, actualmente, el uso del naranjo amargo esta restringido a las escasas
zonas donde no se ha detectado el virus. Otras enfermedades estan restringidas a algunas
areas productoras, como por ejemplo el Huanglongbing (“greening”), producido por la
bacteria Candidatus Liberibacter spp. y transmitido por los psilidos Diaphorina citri y
Trioza erytreae. Es endémica de las zonas de Asia y Africa. Recientemente se ha
descubierto esta enfermedad también en Brasil (en el afio 2004) y Florida (en el afio
2005), donde esta causando danos muy graves que amenazan la supervivencia de las dos

zonas de mayor produccion en el mundo (Bove, 2006).

El cultivo de los citricos esta limitado también por la presencia de estreses abidticos que
pueden influir de manera determinante sobre la productividad de las plantaciones. Los
dafios que sufren los citricos por la accion de agentes abidticos pueden ser en gran parte
controlados a través del uso de patrones adecuados. Entre las principales funciones de los
patrones esta la de facilitar la adaptacion de las variedades a las diferentes condiciones
ambientales en cada zona de cultivo. Por esto, resulta de gran importancia la seleccion de
genotipos que permitan cultivar citricos en suelos salinos o alcalinos, acidos, inundados,

secos, y, sobre todo, con elevadas concentraciones de caliza (siendo estos los principales
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Introduccién

estreses abioticos en la zona de cultivo del Mediterraneo). Actualmente, la mejora de
patrones esta orientada a la obtencion de nuevos genotipos que permitan una rapida
entrada en produccion y una elevada productividad. La tolerancia a enfermedades como
la tristeza y al hongo Phyfophthora spp. son caracteristicas imprescindibles que deben

presentar los nuevos patrones.

En los ultimos afios se esta desarrollando un interés hacia los patrones tetraploides por su
tolerancia a diferentes tipos de estreses y por su capacidad de controlar el crecimiento de
las plantas. En la citricultura moderna, se utilizan muy pocos patrones por falta de
genotipos que reunan las caracteristicas necesarias para su empleo en produccion
comercial. En Espana, por ejemplo, la mayoria de plantas estan injertadas sobre el patron
citrange "Carrizo” (C. sinensis X P. frifoliata). Esto representa un gran riesgo para toda la
citricultura ya que la hipotética aparicion de una enfermedad especifica provocaria

dafios parecidos a los sufridos con la aparicion del virus de la tristeza.

Los objetivos de mejora de variedades también varian mucho dependiendo de la zona de
produccion y de la utilizacion que se da al producto. Para la fruta destinada al consumo
en fresco de calidad interesan caracteristicas cualitativas como son la ausencia de
semillas, época de maduracion adecuada, tamano relativamente grande (particularmente
en mandarinos), facilidad de pelado, facil separacion de los segmentos, color de corteza
atractivo, sabor y textura agradable y una buena aptitud para la manipulacion y el

transporte.

En el grupo de los naranjos la estructura de variedades esta razonablemente bien resuelta,
ya que existen variedades de calidad que permiten la recoleccion desde la segunda
quincena de octubre hasta principios de junio (en el hemisferio norte); se basa

fundamentalmente en las variedades de los grupos Navel y Valencia.
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En el grupo de las mandarinas existen importantes lagunas en la estructura varietal.
Durante la primera parte de la campana existen diversas variedades de satsumas y de
clementinas que permiten una produccion de aceptable calidad y sin semilla, aunque las
clementinas tempranas podrian ser mejoradas sobre todo en lo que respecta a la calidad
organoléptica y al tamario de la fruta. Las clementinas de media estacion (que se
recolectan entre principios de noviembre y finales de enero) son de excelente calidad, son
autoincompatibles por lo cual no se polinizan entre ellas y la fruta no tiene semillas. No
obstante tanto el polen como los dvulos son viables y pueden producirse polinizaciones

cruzadas con otras especies (Pensabene, 2009).

Los hibridos tipo mandarino son las variedades introducidas en respuesta a la demanda
de fruta tardia por los mercados internacionales. Las principales variedades cultivadas
son “Fortune” (C. clementina x C. tangerina), “Nova” (C. clementina x (C. paradisi x C.
tangerina), “Ortanique” (C reticulata x C. sinensis) y “Ellendale” (C. reficulata x C.
sinensis). Estas variedades tardias presentan calidades organolépticas inferiores a las de
las clementinas y ademas son mas dificiles de pelar. Aunque estos mandarinos son, al
igual que las clementinas, autoincompatibles, tienen el grave inconveniente de permitir la
polinizacidon cruzada con las clementinas, provocando la formacion de semillas en ambos
grupos. Esto produce un gran problema comercial ya que los consumidores no aceptan

frutos con semillas (Navarro, 2005).

Por ultimo la llegada a Espafia del hongo Alfernaria alternata ha producido graves dafios
a los cultivos de “Fortune” y ha obligado a los agricultores a arrancar o sobreinjertar las
plantaciones. Las nuevas variedades de mandarinos hibridos “Nadorcott” (“Afourer”) y
“Moncada” han sido introducidas en Espafia en los ultimos aiios para sustituir a “Fortune”.
Estas también inducen la formacion de semillas, aunque presentan una mejor calidad de
fruto. Por todo ello la estructura varietal de los mandarinos no esta resuelta y se hace

necesaria la aplicacion de programas de mejora adecuados (Navarro, 2005).
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1.2. Caracteristicas de las mandarinas del grupo Clementina

Los arboles del grupo Clementina son de buen vigor y desarrollo, con habito de
crecimiento abierto, aunque existen algunas variedades con tendencia al crecimiento
vertical. Las ramas normalmente no presentan espinas. Las hojas tipicas de clementino,
presentan una base redondeada y el apice agudo, lanceoladas y estrechas, con peciolo
corto y sin alas. Las flores son muy pequefias, con el pedicelo corto. Las anteras amarillas
y con abundantes granos de polen viable. El ovario es, en general, achatado. Los frutos
son de color naranja a naranja intenso, de forma esférica o ligeramente achatada, de
tamafio pequeno a grande, sin semillas (autoincompatibles), aunque se polinizan con
variedades compatibles (hibridos), produciendo semillas. La pulpa es de color naranja,
tierna y fundente, con gran porcentaje de zumo y una excelente calidad por su buena
compensacion entre solidos disueltos y acidos totales. En general, todas las variedades de
este grupo, con frecuencia presentan tendencia a la alternancia, el cuajado del fruto es
problematico en algunas variedades. La mayoria de ellas no presenta desprendimiento de
frutos en su maduracion y son propensas al bufado de la corteza, cuando alcanzan la
madurez natural (Soler, 2006). El grupo se caracteriza por agrupar un amplio niimero de
variedades autdctonas espafiolas, aparecidas sobretodo, por mutacion espontanea unas de
otras y cuyo origen inicial es Clementina Fina (Cifrus clementina Hort. ex. Tanaka)

(Figura 1.1).

/ CLEMENTINA FINA

ORONULES
HERNANDINA
ESBAL OROVAL CLEMENULES \
BEATRIZ DE ANNA MARISOL CLEMENPONS ARRUFATINA
LORETINA

Figura 1.1. Principales mutaciones espontaneas de mandarina Clementina. Fuente: Agusti, 2000.
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1.2.1. Caracteristicas principales de Clemenules

Variedad originada por mutacion espontanea de yema en un arbol de clementina Fina,
detectada en 1953 en Nules (Castellon de la Plana). También se le conoce con los
nombres de Clementina de Nules, Nulesina, clementina Reina y clementina Victoria
(Soler, 2006). El arbol tiene buen vigor y desarrollo, con habito de crecimiento abierto,
estructura globosa y follaje denso, observando muy poca espinosidad en las ramas. A
veces, aparecen abultamientos o verrugas a lo largo del tronco que son yemas latentes. El
fruto es de buen tamaiio, de color naranja intenso. Posee un adecuado contenido en zumo
de alta calidad, con adecuados niveles de solidos disueltos y acidos totales. La pulpa es
tierna y fundente. Sin semillas, aunque puede polinizar y polinizarse con variedades

compatibles (Figura 1.2).

Figura 1.2. Fruto de mandarino clementino “Clemenules”. Fuente: Soler, 2006.

Es productiva aunque requiere tratamientos fitorreguladores adecuados para mejorar el
cuajado del fruto, no necesitandolo para mejorar el tamafio del fruto. Su cultivo puede
efectuarse en la practica totalidad de las areas productoras, aunque esta especialmente
indicado en las de media y tardia recoleccion. La recoleccion puede iniciarse a principios
de Noviembre, pudiéndose recolectar hasta Enero inclusive. Presenta una floracion
escalonada y por consiguiente la maduracion y recoleccion de la fruta se realiza en 2-3
veces. La fruta, también sufre las alteraciones de corteza tipicas de las clementinas como

es el bufado de la corteza y el “pixat”.
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1.2.2. Objetivos de mejora

Uno de los objetivos de mejora referentes al grupo clementino es la busqueda de
variedades de maduracion tardia, es decir, con periodo de recoleccion posterior al de la
variedad referencia Clemenules, y que mantengan una elevada calidad externa del
exocarpo. Las variedades tradicionales que se cultivan hasta el momento han sido
seleccionadas por los propios agricultores, originadas por las mutaciones espontaneas,
poseen una alta calidad intrinseca. Pero su periodo de recoleccion es, en la mayoria de los
casos, anterior a la Clemenules. Ademas, ¢ste se solapa en poco tiempo, 1o cual favorece el
abastecimiento de los mercados, pero si por un problema puntual alguna de estas
variedades no encuentra salida, provoca un efecto domind, perjudicando a las variedades
sucesivas hasta que este producto desaparece de los mercados (Lopez-Garcia, 2010)
(Figura 1.3). Por otra parte, la elevada produccion de mandarina Clemenules, casi
800.000 t, junto con el mal comportamiento de su corteza en el arbol, obliga a una

rapida recoleccion y a un exceso de oferta que dificulta su comercializacion.

SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL
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Figura 1.3. Periodos recoleccion clementinas, satsumas e hibridos mas cultivados. Elaboracion propia.

Fuente. www.ivia.es.
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La solucion a este problema pasa por una reestructuracion varietal y en este sentido la
innovacion tecnoldgica aplicada a las variedades de citricos tradicionales, con el objetivo
de obtener nuevas variedades que desestacionalicen la oferta y amplien el periodo 6ptimo

de recoleccion de 1a fruta, se convierte en una necesidad (Lopez-Garcia, 2010).

El periodo de recoleccion anterior a la Clemenules, se encontraria ya practicamente
definido con variedades como Oronules, Clemenrubi, Arrufatina o Nero, entre otras. Pero
tras la recoleccion de la Clemenules, a mediados de Enero, se observa un vacio de
produccion de mandarinas, suplido en parte por la Hernandina, variedad parecida a la
Clemenules, pero por diversos problemas de cultivo, como la alternancia de cosechas, y la
elevada produccion de semillas ha caido en desuso. Por ello, muchos de los esfuerzos de
los investigadores, van encaminados hacia la busqueda de variedades, que con las
caracteristicas organolépticas de la Clemenules, tengan un periodo de recoleccion que
vaya desde mitad de Enero hasta finales de Marzo e inclusive Abril. Fruto de esta
busqueda en el IVIA ya se estan testando e incluso los viveros comercializando,
variedades con el periodo de recoleccion anteriormente mencionado, ya sea con hibridos
como Gold Nugget, Moncada, Safor, o Garbi, o mediante irradiaciones como Clemenverd,

Neufina, Moncalina o Murta. (Figura 1.4).

SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZO ABRIL
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Figura 1.4. Periodos recoleccion nuevas variedades IVIA. Elaboracion propia. Fuente: wWww.ivia.es.
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Otro de los objetivos de mejora es la busqueda de variedades que no presenten
autopolinizacion o polinizacion cruzada, produciendo frutos sin semillas, caracteristica
muy apreciada en los mercados internacionales. Ademas de la facilidad de pelado y

jugosidad de la pulpa, caracteristicas que ya reune la Clemenules.

La esterilidad gamética y la influencia de factores medioambientales sobre la formacion
de las semillas en los frutos, viene siendo objeto de interés no solo en citricos, sino
también en muchas otras frutas de consumo en fresco. En los altimos tiempos, la notable
presencia de variedades con polen compatible (“Fortune”, “Nova”, “Ortanique” y otros
hibridos), asi como la abundancia de colmenas durante el periodo de floracion, han
favorecido que variedades tradicionalmente sin semillas, fueran polinizadas y fecundadas

con esos polenes fértiles, capaces de inducir la formacion de semillas.

La radiacion de yemas con particulas gamma es uno de los procedimientos mas
empleados, puesto que es un método rapido de obtener variedades de citricos sin
semillas, garantiza la eliminacion de caracteres juveniles y permite mejorar aspectos
concretos de una determinada variedad, sin prescindir de los caracteres generales de la
misma. Fruto de estos trabajos s han obtenido variedades como la Nero (practicamente
con cero semillas) u otras variedades como la Nulessin (reduce un 68% la produccion de
semillas respecto a la Clemenules) o la Neufina (con una reduccion del 50% respecto

Clemenules).
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1.3. La maduracion del fruto

La maduracion se define como el conjunto de cambios externos, de sabor y de textura que
un fruto experimenta cuando completa su crecimiento. Esta fase de su desarrollo incluye
procesos como la coloracion de la corteza, el descenso en el contenido en almidon,
incremento de la concentracion de azucares, reduccion de la concentracion de acidos,
pérdida de firmeza, y otros cambios fisicos y quimicos. Superada esta fase, el fruto pierde
turgencia, aumenta su sensibilidad a las condiciones del medio, pierde el control

metabdlico e inicia su senescencia.

El proceso de la maduracion varia con los frutos, de modo que a este respecto es posible
clasificarlos en dos grandes grupos, segun su comportamiento fisiologico. Unos acumulan
almidon durante su crecimiento y en la maduracion lo hidrolizan. Ello exige una gran
cantidad de energia, por lo que en estos frutos la maduracion se caracteriza por un
aumento de la respiracion. Este incremento de la respiracion recibe el nombre de
climaterio y viene precedido por un aumento en la concentracion activa de etileno. El
otro grupo de frutos se caracteriza por acumular directamente monosacaridos durante su
crecimiento y, por tanto, durante la maduracidon no experimentan incrementos
significativos de su tasa respiratoria; son frutos no climatéricos. En los primeros el
aumento en la produccion de etileno que tiene lugar durante la maduracion, o
precediéndola, es responsable de los cambios bioquimicos que conducen
irreversiblemente a ella. En los segundos los cambios que se producen son similares, pero
menos intensos y mas lentos, en general, y no estan relacionados con la sintesis de etileno.

Los citricos pertenecen a este grupo (Agusti, 2000).
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1.3.1. La maduracién externa de los citricos

Los frutos citricos inmaduros son de color verde. Durante la maduracion, las clorofilas se
degradan y los pigmentos naranja o amarillos de la piel comienzan a aumentar su
presencia. Esta misma tendencia se observa en el color del zumo de naranja. Por tanto, el
contenido total en carotenoides, tanto de la corteza como del zumo, aumenta a medida

que madura el fruto.

La desverdizacion natural del fruto o su reverdecimiento son consecuencias de la
transformacion de los cloroplastos del exocarpo en cromoplastos. La acumulacion de
azucares en este tejido durante la maduracion es el principal factor regulador de la
coloracion del fruto. Por tanto, la disponibilidad por fotoasimilados del fruto puede ser un
factor de maduracion. De hecho, concentraciones elevadas de azucares (sacarosa)
provocan la formacion de cromoplastos en el exocarpo de naranja cultivado in vifro, y
este tejido aumenta su contenido en sacarosa a medida que lo hace la concentracion de

ésta en el medio de cultivo (Huff, 1984).

Las condiciones ambientales como la temperatura, la humedad y la luminosidad, son
factores esenciales en la determinacion del color. El tipo de suelo y el patrén, contribuyen

también a su manifestacion (Agusti, 2000).

El etileno aplicado en camara (10 ppm; 48 h; 20°C, 95% HR) a los frutos citricos reduce
rapidamente el tamafio de los cloroplastos y promueve su desaparicion. Ello sugiere que
el etileno activa algunos enzimas responsables de la degradacion de las membranas

tilacoidales (Agusti, 2000).

El contenido en nitrogeno de la corteza, en interaccion con los azucares, es otro de los
factores enddgenos que controlan la coloracion del fruto. El nitrogeno inhibe la
degradacion de las clorofilas mientras que la sacarosa inhibe su sintesis y promueve su
degradacion. Por la relacion entre los factores enddgenos y exdgenos se considera que el
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inicio del cambio de color de los frutos citricos es consecuencia del descenso de la
temperatura del suelo, mediada por la temperatura del aire, que provoca el cese del
desarrollo vegetativo y de la raiz. Como consecuencia de ello, se reduce la sintesis y el
transporte de giberelinas desde las raices, al mismo tiempo que se inicia su exportacion
desde los frutos. Adicionalmente, disminuye la absorcion de N y su concentracion y

aumenta la de azucares reductores y de ABA en el flavedo (Gambetta, 2009).

La aplicacion de acido giberélico antes de que el fruto cambie de color, retrasa la
degradacion de las clorofilas y la acumulacion de carotenoides de su corteza. Este efecto
se halla asociado a un retardo de la senescencia, lo que permite retrasar la recoleccion
del fruto sin pérdidas apreciables de su calidad (Agusti, 2000). La aplicacion de AGsz no
solo retarda la pérdida de clorofilas, sino que reduce la concentracion de pigmentos
carotenoides coloreados (B-criptoxantina, cis-violaxantina y f-citraurina) y aumenta la
de pigmentos propios de los frutos verdes (B-caroteno y luteina) a lo largo de todo el

periodo de maduracion (Gambetta, 2009).

1.3.2. La maduracion interna de los citricos

El zumo, con una proporcion de 40-55%, esta contenido en el interior de las vesiculas
que se encuentran, a su vez, en el interior de segmentos. El zumo incluye,
fundamentalmente, azucares, acidos y compuestos aromaticos volatiles que brindan una
gran parte del sabor y del gusto que lo caracterizan. El porcentaje de zumo disminuye
conforme avanza la maduracion del fruto, determinando el momento hasta el cual se

puede mantener el fruto en el arbol antes de su recoleccion.

11
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1.3.2.1. Solidos solubles

Del 75 al 85% de los solidos solubles totales del zumo de naranjas, mandarinas, pomelos y
limones son azucares. De entre ellos, la sacarosa, glucosa y fructosa son los mas
abundantes y se encuentran en proporciones 2:1.1. En las variedades de primera y media
campafia el contenido en azucares aumenta rapidamente a medida que el fruto madura,
debido sobre todo a la acumulacion de sacarosa. Estos frutos continuian su maduracion
cuando la temperatura desciende. Pero en variedades tardias la maduracion se da cuando
la temperatura tiende a elevarse, y la sacarosa aumenta su contenido en el fruto
relativamente poco. Esta cinética no parece clara en el caso de los pomelos. La influencia
de la temperatura sobre los SST no esta tan clara. Asi, se ha indicado que, en la naranja
‘Valencia’, los contenidos mas elevados en SST se obtienen en frutos de areas
subtropicales, pero la conclusion de muchos estudios, combinando regimenes térmicos,
climas y zonas de cultivo en diferentes estados del desarrollo del fruto, es la falta de
respuesta sistematica del contenido en SST a las variaciones térmicas (Nii et al,, 1970;
Reuther, 1973; Yamanishi, 1994). La concentracion de SST en el zumo también se ha
relacionado con la temperatura de las raices. En las naranjas ‘Valencia’, ‘Washinsgton
navel’ y ‘Navelina’ (Cutore et al,, 1988), una temperatura del suelo de alrededor de 25°C
da lugar a contenidos mas bajos de SST que una temperatura de 19°C. Estos resultados
coinciden con el menor contenido en SST de los frutos de arboles cultivados en suelos
arenosos (Gonzalez-Sicilia, 1968). Estos suelos tienen un calor especifico mas bajo que

los arcillosos y, por consiguiente, se calientan mas facilmente.
1.3.2.2. Acidos

Los frutos citricos presentan una alta concentracion de 4cidos antes de la maduracion. Fl
acido citrico, es el mas abundante en la mayoria de la pulpa de los citricos, seguido por el
acido malico (Sinclair et al, 1945). Estos acidos se sintetizan en el fruto y no son

transportados desde las hojas, como demostrd Koch en 1984, al injertar frutos de
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variedades mas acidas en ramas de variedades menos acidas y viceversa y comprobar que
la acidez de los frutos no variaba. Sinclair y Ramsey, en 1944, observaron que las
naranjas presentan una rapida acumulacion de acido citricos en los frutos jovenes, con
un maximo alrededor de los 100 dias después de la polinizacion. La concentracion se
reduce después notablemente durante las fases 11 y III del desarrollo del fruto (Bain,
1958). El hecho de que el maximo de acidez se produzca cuando el volumen del fruto es
del 50% del volumen final, sugiere que la reduccion de la acidez no se debe unicamente a
la dilucion producida por la acumulacion de agua durante la expansion del fruto (Soler,

2009).

La acumulacion de acido en los frutos citricos no es homogénea dentro del arbol, de
modo que se produce mayor acumulacion de acidos en los frutos con orientacion sureste
y suroeste, siendo el interior de la copa donde los frutos acumulan menos acidos (Soler,
2009). Asi mismo, se ha observado que la acumulacion de acidos es mayor en la zona
central del fruto que en las zonas periféricas (Sites y Reitz, 1950). Las condiciones
ambientales también afectan a la acumulacion de acidos, pudiéndose destacar que en
zonas aridas y con poca pluviometria se produce una mayor acumulacion de acidos
(Erickson, 1968). La temperatura, a su vez, es el factor mas influyente en la acidez, de
modo que cuanto mas alto es el régimen térmico dia/noche, mas baja es la concentracion
de acidos (Reuther y Rios-Castafio, 1969). El descenso en la acidez se ha atribuido a la
rapida respiracion de acidos organicos que tiene lugar a estas temperaturas (Davies y

Albrigo, 1994).

Tanto en naranjas y pomelos como en mandarinas, los acidos libres aumentan en el fruto
durante los primeros estados de desarrollo y permanecen, aproximadamente, constantes
en su concentracion hasta la maduracion en que descienden como consecuencia,

fundamentalmente, de la dilucion provocada por el aumento de tamafio del fruto.
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1.3.2.3. Indice de madurez

El indice de madurez (IM) determina la maduracion interna y es la relacion entre el
extracto seco correspondiente a los sodlidos solubles del zumo, medido por el indice
refractométrico, expresado en °Brix y la acidez, expresada en porcentaje. Entre un 75% y
un 85% de los grados Brix del zumo son azucares, de los cuales, fructosa, glucosa y

sacarosa son los mas abundantes (Agusti, 2000).

El balance entre los dos componentes del indice de madurez configura el sabor del fruto,
caracteristica organoléptica muy valorada por parte del consumidor y que configura la
calidad interna del fruto. Esta viene determinada por la “lengua de Pritchett” (figura 1.5),
que indica la calidad del fruto en funcion de los °Brix y el IM siendo frutos con
caracteristicas organolépticas adecuadas para el consumo aquellos que se encuentren
dentro del recinto (Soule y Grierson, 1986). Para la comercializacion en fresco de los
frutos citricos en Espafia, estan determinadas las condiciones minimas de calidad que
deben ser aplicadas (DOGV. orden del 14-septiembre-2006. Conselleria de Agricultura,
Pesca i Alimentacid). Para determinar si un fruto citrico puede ser recolectado y
comercializado, deben tener los siguientes valores minimos de indice de madurez.
Satsumas 6,5, Clementinas y otras mandarinas 7,0, Mandarina Fortune 8,0 y Ortanique

7.5.

F
-

TNDICE DE MADUREZ

Figura 1.5. Lengua de Pritchett. Fuente (Soule, 1986).
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1.4. El proceso de senescencia

Superada la fase II del crecimiento lineal del fruto, este cambia de color, madura ¢ inicia
su senescencia. Su conservacion en el arbol hasta etapas avanzadas de esta fase lleva
aparejadas la aparicion de alteraciones en su corteza (Agusti, 2000). Se entiende por
fisiopatias o desordenes fisiologicos, alteraciones de origen no parasitario, desordenes
fisiologicos o enfermedades fisiogénicas que no son causadas por ningun agente patogeno
sino por ciertas condiciones agroecologicas, intrinsecas o tecnologicas favorables para su

aparicion (Soler, 2006).
En las mandarinas Clementinas las fisiopatias mas comunes son.
“Pixat”

Se conoce como “pixat” a una serie de alteraciones de la corteza que afectan a las
clementinas y en especial a la variedad Clemenules. El inicio de la alteracion se
caracteriza por la pérdida de turgencia del fruto y la aparicion de decoloraciones. Poco
tiempo después, aparecen pequefias fisuras sobre la superficie de la corteza y finalmente
aparecen manchas de color pardo-marrdn, cuyo tejido se reblandece y finalmente se
colapsa. La fisiopatia es provocada por el proceso de senescencia en si mismo, aunque se
acelera por las condiciones climaticas, como la lluvia, el rocio o la humedad ambiental,

acompanadas de temperaturas altas (Soler, 2006).
- Bufado

Alteracion caracterizada por la separacion de la corteza y la pulpa y que se da con
frecuencia en las mandarinas. El origen es la aparicion de grandes espacios intercelulares
en las capas mas profundas del albedo después de que el fruto supera la fase de division
celular. En la mandarina Clemenules, la perdida de zumo provoca la contraccion de la

pulpa y esta se separa de la corteza, provocando el bufado (Agusti, 2000). La humedad

15



Introducciéon

durante el cambio de color del fruto, la preponderacion del calcio y la escasez de potasio,

favorecen la aparicion de este alteracion fisiologica (Soler, 2006).

- Clareta (Creasing)

La alteracion se caracteriza por la presencia de pequefias grietas y roturas en la zona del
albedo, que se corresponden con areas de depresion del tejido epidérmico; las zonas no
agrietadas crecen con normalidad, pero a modo de bultos sobresaliendo de la corteza,
depreciando comercialmente al fruto y haciéndolo muy fragil al manipulado. Las
condiciones climaticas, el suelo, periodos de sequia, cosechas elevadas, elevado abonado

nitrogenado y el patrén, influyen en la aparicion de esta fisiopatia (Agusti, 2000).

Figura 1.6. Alteraciones fisiologicas mas comunes en Mandarinas Clementinas (A: “Pixat”; B: Bufado; C:

Clareta). Fuente: IVIA y www.fomesa.net)

16



2. OBJETIVOS




Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo consiste en preseleccionar nuevas variedades de
maduracion tardia de una poblacion de 12.000 mutantes obtenidos por irradiacion de

yemas de mandarina Clemenules. Para ello se definen los siguientes objetivos parciales:

1- Determinar las caracteristicas de maduracion interna, porcentaje de zumo, solidos

solubles totales, acidez e indice de madurez, de los mutantes en el mes de Febrero.

2- Determinar la presencia de alteraciones fisioldgicas relacionadas con la

senescencia de la corteza de los mutantes en el mes de Febrero.
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Material y métodos

3.1. Material vegetal

El material vegetal empleado en este trabajo procede de una coleccion de nuevos
genotipos de mandarina Clementina generada mediante mutagénesis fisica de varetas de
mandarina ‘Clemenules’ entre los afos 2000 y 2002. Las dosis empleadas fueron de 50
Gy y 75 Gy con el *°Co. El mutageno empleado en la generacion de la coleccién fue de
tipo fisico, rayos gamma; empleandose el Cobalto 60 (GOCO). Este mutageno es una
radiacion ionizante que provoca el reordenamiento cromosémico de todo tipo,
deleciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones (Yost, 1954) y tiene una gran
capacidad de penetracion en los tejidos, caracteristica muy deseable si se trabaja con
yemas, que fue el material empleado. Ademas, tanto los rayos gamma como los neutrones
rapidos han sido los mas usados en frutales (Walther y Sauer, 1985; Pedrieri y Fasolo,
1989) y son los que han tenido mayor efectividad (Pedrieri, 2001). En el caso de los
citricos, la irradiacion aumenta la frecuencia de mutacion hasta 300 veces mas que la

frecuencia de mutacion natural (Zhang ef al, 19838).

El material irradiado (Afio 0) fue previamente trasplantado mediante injerto de chip en
un vivero (Ano 1), donde se desarrolld la primera generacion o MI. Las yemas
procedentes de la generacion M1 se injertaron en el afio 2002, mediante injerto de
chapa, en arboles adultos de mandarino ‘Clemenules’ con madera intermedia de naranjo
dulce ‘Navelate’ y patron citrange Carrizo, originando la generacion M2. Esta generacion

M2, fue la que se evaluo en el presente trabajo (Afio 2 y siguientes).

Imadiacion yemas
Aio )

Figura 3.1. Proceso de irradiacion e injerto de las estaquillas irradiadas, donde se generaron las

generaciones M1y M2.
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La finca donde se realizaron los experimentos se encuentra en Chiva (Valencia), poligono
27, parcela 141, recinto 9 (Sigpac). La superficie total de la finca es de 55,38 ha.,
mientras que la superficie de la parcela estudiada es de 2,79 ha (Figura 3.2). La finca esta
destinada al cultivo de naranjas del grupo Navel y de mandarino clementino
‘Clemenules’, injertados sobre citrange Carrizo. En cada arbol de mandarino ‘Clemenules’
se sobreinjertaron entre 4 y 6 yemas mutantes (Figura 3.3). Se injertaron un total de

12000 yemas en 1536 arboles.

® castello

/‘

Valéncia

Figura 3.2. Situacion de la parcela muestreada.
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Figura 3.3. Sobreinjerto de los mutantes (en cada rama se halla injertado un mutante).

Para la identificacion de los mutantes, se utilizd un codigo de letras, numeros y colores,

para saber su situacion dentro de la parcela y del arbol. Asi, se designd una letra, o dos,

para cada fila de la parcela, desde la A hasta la AE, identificando asi la situacion dentro de

la parcela. A estas letras, le sigue un namero, el cual indicaba el namero de arbol dentro

de la fila a la que hacia referencia la letra. Finalmente, en las ramas, se realizo una marca

con pintura en distintos colores, para poder identificar la rama de donde salia el mutante

(Figura 3.4).

/

M15BL

15

Ny

Mutante seleccionado

\

BL

Fila de arboles

Numero arbol

Rama

Figura 3.4. Nomenclatura de los mutantes.
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Los frutos de mandarino ‘Clemenules’ se muestrearon entre octubre de 2011 y febrero de
2012. En cada fecha de muestreo se recolectaron, al azar, 50 frutos procedentes de 10
arboles. Los frutos de los mandarinos mutantes M2 se muestrearon entre el 8 y el 28 de
Febrero del 2012. Solamente se muestrearon aquellos mutantes que tenian una
produccidén mayor de 5 frutos por rama y que, visualmente, reunia las caracteristicas de
la corteza adecuadas para su comercializacion. La fruta seleccionada se llevo al

laboratorio en una nevera a 4°C hasta su procesamiento.

3.2. Determinacion de la calidad del fruto

3.2.1. Caracteristicas de la corteza

Se determino la presencia de alteraciones asociadas a la senescencia de la corteza (pixat)
en una escala cualitativa de incidencia, de O a 3, en comparacion con la mandarina

‘Clemenules’, a la que se le asigno el maximo valor (3) en el mes de febrero.

- 0. frutos practicamente exentos de afecciones de la piel o, en todo caso, ligera
aparicion de defectos en la piel en menos del 5% de su superficie, como se
muestra el aspecto externo de la Clementina de Nules en noviembre.

- 1. frutos con ligera aparicion de defectos en la piel en menos del 30% de su
superficie, como se muestra el aspecto externo de la clementina de Nules en
diciembre.

- 2.1as alteraciones en la piel ocupan gran parte de la superficie del fruto, como se
muestra el aspecto externo de la Clementina de Nules en enero.

- 3. la senescencia de la corteza es manifiesta observandose, ademas, aparicion de

pudriciones en los frutos.
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Por otra parte, se observo la presencia de otras alteraciones y dafios (bufado, pitting, etc)

que quedaron reflejados a modo de observacion.

Figura 3.5. Escala cualitativa de incidencia de alteraciones asociadas a la senescencia de la corteza. A-B:

nivel 0; C-D. nivel 1; E-G. nivel 2; H-I. nivel 3.
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3.2.2. Caracteristicas de calidad interna

Para la evaluacion de la calidad se analizaron los siguientes parametros:

1.

Contenido en zumo: Los frutos se pesaron y su zumo se extrajo mediante

un exprimidor rotatorio. El zumo se pesd y se calculd su porcentaje en

relacion al peso del fruto.

Solidos solubles totales (SST): el contenido en SST se evalud en cada

muestra mediante un refractometro digital Atago PR1 (Japon) que
establece la concentracion de azucares mediante la determinacion de su
indice de refraccion en grados Brix (°Brix). Se realizaron dos repeticiones

analiticas a temperatura constante (20°C) por cada muestra.

Acidez. el contenido en acidos del fruto se determind por neutralizacion de

5 ml de zumo con NAOH 0.1 N, utilizando fenolftaleina como indicador de
pH., y se expreso en porcentaje total de acidos. Para la valoracion se utilizo
una bureta digital (Bibby Digital Burette) de 50 mL y un agitador mediante
iman (P-Selecta Agimatic-E). Se realizaron dos repeticiones analiticas a

temperatura constante (20°C) por cada muestra.

Indice de madurez (IM): El indice de madurez se calculd como el cociente

entre los SST y el porcentaje de acidez.
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3.3. Estudio estadistico

El estudio estadistico ha servido para poder secleccionar los mutantes interesantes,
considerando interesantes aquellos que en algun o varios valores parametros, han
obtenido valores muy diferentes al resto de mutantes. Para ello se consideraron todos los
mutantes como una poblacion y se comprobo que los parametros que se querian estudiar
(°Brix, acidez e IM) seguian una distribucion normal. Ademas, se calcularon todos los
parametros caracteristicos de una distribucion normal, como son la media, la moda, la

mediana, el coeficiente de asimetria y el coeficiente de Curtosis.

Al conocer en cuantas desviaciones tipicas se aparta una observacion cualquiera de la
media g, podemos conocer la probabilidad que tiene de ocurrir o el intervalo de

confianza. Asi, tenemos:

o P(u-0<X<u+o0)-6826%
o Pu-Zo<X<u+20)-954%

o P(u-30<X<u+30)-997%

Para escoger los mutantes diferentes al resto, se calcularon los intervalos de confianza
para el 95%, el 97% y el 99% mediante la formula (U + zy32.0) , utilizando en cada caso
como valor zy, 1,96 para el 95%, 2,17 para el 97% y 2,58 para un intervalo de confianza
del 99%. Asi se compararon los datos obtenidos en la parte experimental con los
diferentes intervalos de confianza, escogiendo aquellos que por exceso o defecto se
alejaban de la media de la poblacion, es decir, estaban situados fuera del intervalo de

confianza.
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Resultados y discusion

4.1. Evolucidén de 1a maduracion de 1a mandarina ‘Clemenules’

4.1.1. Caracteristicas de la corteza

Los frutos de mandarino ‘Clemenules’ alcanzaron la plena madurez de la corteza a
mediados de Diciembre (ICC-12,5). A finales de este mismo mes, los frutos mostraron
una tendencia a la pérdida de la consistencia de la corteza, unida en parte a la
presencia de bufado en el fruto, y grietas y manchas de color marron en,
aproximadamente, el 30 % de la corteza del fruto, con mayor intensidad en la zona
cercana al caliz. La mandarina ‘Clemenules’ presenta una elevada predisposicion
genética a mostrar estas alteraciones asociadas al envejecimiento de la corteza, aunque
su intensidad es variable y se relaciona con las condiciones ambientales del afio,
especialmente altas temperaturas y humedad relativa (Agusti ef al., 1988). El
porcentaje de frutos afectados asi como su intensidad se incremento significativamente
en el mes de febrero (datos no mostrados), provocando incluso la abscision de los

frutos mas afectados.

4.1.2. Maduracion interna

El porcentaje de zumo de los frutos de mandarino ‘Clemenules’ se incremento
significativamente del 46% al 56% desde el 3 de octubre hasta el 8 de noviembre,
respectivamente. A partir de ese momento, el porcentaje de zumo disminuyd
significativamente hasta el 38% a finales de enero y el 23% a finales de febrero (figura
4.1). Los frutos de mandarina Clementina cuyo porcentaje de zumo en peso es inferior
al 40% no se consideran aptos para su comercializacion (Agusti, 2000.; DOGV n°
5346), por lo que en las condiciones de este experimento la mandarina ‘Clemenules’
perdid la calidad interna para ser comercializada durante el mes de enero, como

ocurre habitualmente con esta mandarina (Agusti ef al., 1988). A pesar de que la
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mandarina ‘Clemenules’ presenta una elevada predisposicion genética a la pérdida de
zumo durante su maduracion, la velocidad a la que ésta se produce también depende
de las condiciones ambientales, especialmente, la elevada temperatura (Agusti ef al.,

1988).

Zumo fruto? (%)

meses

Figura 4.1. Evolucion del porcentaje de zumo de la mandarina ‘Clemenules’. Valores

expresados como media + ES. N = 10.

El contenido en SST se incremento significativamente de 9,5 a 13,5 °Brix desde el 3 de
octubre hasta el 23 de enero, mientras que la acidez se redujo significativamente de

1,95 a 0,73% desde el 3 de octubre hasta el 28 de diciembre (Figuras 4.2 y 4.3).

La pérdida de acidez y de zumo de la mandarina ‘Clemenules’ contrasta con la
capacidad de algunos mandarinos hibridos, de maduracion tardia, para mantener
ambos parametros en un nivel elevado en el mes de enero (Agusti, 2000). Asi, a
mediados del mes de enero de la misma campana, los hibridos Ortanique, Moncada y
Nadorcott presentaron una acidez promedio del 1,5%, mientras que el mandarino
Fortune 2,2 %, y un porcentaje de zumo promedio del 55 % (IVIA, 2012). Por otra
parte, las diferencias en cuanto a la acumulacion de SST entre la mandarina
‘Clemenules’ y los mandarinos hibridos no son, en general, tan importantes. Asi, a

mediados de enero, el mandarino Fortune promedid 13,6 °Brix mientras que
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Ortanique y Nadorcott presentaron un valor similar al del mandarino Clemenules de
nuestro experimento, esto es, 12,5 °Brix. Tan solo la mandarina Moncada presentd un

valor significativamente inferior, 11.2 (IVIA, 2012).

15

SST (*Brix)

meses

Figura 4.2. Evolucion del contenido en SST de la mandarina ‘Clemenules’. Valores expresados

como media + ES. N = 10.

Acidez (%)

0.5

Figura 4.3. Evolucion del porcentaje de acidez de la mandarina ‘Clemenules’. Valores

expresados como media + ES. N = 10.
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Finalmente, el indice de madurez aumentd desde 5 a 21 como consecuencia del

aumento de los SST (E) y el descenso de la acidez (A) (Figura 4.4).

25

20

15

10

indice de madurez (E/A)

meses

Figura 4.4. Evolucion del indice de madurez de la mandarina ‘Clemenules’. Valores expresados

como media + ES. N = 10.

4.2. Caracteristicas de maduracion de la poblacion mutante en Febrero

4.2.1. Caracteristicas de 1a corteza

De los 12.000 mutantes injertados, algunos mostraron frutos con mutaciones
extravagantes (datos no mostrados), otros no mostraron frutos y otros mostraron un
nivel de senescencia de la corteza similar o mayor al de la mandarina ‘Clemenules’,
cultivada en las mismas condiciones ambientales. Asi, solamente 431 mutantes (3,6 %)
fueron considerados para el estudio de la maduracion interna, por presentar una
corteza con mejores caracteristicas que la corteza de la mandarina ‘Clemenules’ en el
mes de febrero. En la tabla 4.1 se presentan la incidencia de pixaf de los 26 mutantes

mas interesantes preseleccionados en este estudio:
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Tabla 4.1. Incidencia de pixafde mutantes de mandarina ‘Clemenules’ en el mes de febrero. Escala de
incidencia (0. frufos prdcticamente exentos de afecciones de la piel o, en todo caso, ligera aparicion de
defectos en la piel en menos del 5% de su superficie, como se muestra el aspecto externo de la
Clementina de Nules en noviembpre. 1. frufos con ligera aparicion de defectos en la piel en menos del
30% de su superticie, como se muestra el aspecto externo de la clementina de Nules en diciembre. 2. las
alferaciones en la piel ocupan gran parte de la superticie del frufo, como se muestra el aspecto externo
de la Clementina de Nules en enero. 3. Ia senescencia de la corfeza es manitiesta observandose, ademas,

aparicion de pudriciones en los frutos).

MUTANTE Incidencia de PIXAT FOTO
AO3RO 0
AT4VE 0
A22MO 0
A31BL 0
A45AM 0
A52BL 0
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A6OAM

CO3BL

DO4FU

DO4RO

[

DO04VI

AOSRO

A22AM

A28RO

AZ29RO
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A36AZ

AS5BL

A64BL

BOZRO

T33AZ

AO7BL

A28VE

A58RO

AG62VE
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EO3AM

POSAM

S23AM

WO9RO

A11BL

A30RO

Q23RO

WO3AM
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De los 26 mutantes preseleccionados, 11 mostraron pixat, aunque algunos en menor
incidencia que la ‘Clemenules’, y 15 mostraron un nivel muy bajo de pixat o nulo
(Tabla 4.1). De entre éstos, destacaron por el buen aspecto de su corteza los mutantes
A45AM, AO3RO, A22AM, A69AM, CO3BL y AO5RO. Ademas, el mutante A6G9AM
destacd por el color amarillento de su exocarpo, debido, probablemente, a una
modificacion en la ruta de sintesis de carotenoides (Figura 4.5.). El color del exocarpo
de AG9AM es similar al del naranjo dulce ‘Pinalate’, mutante natural de naranjo dulce
‘Navelate’, caracterizado por presentar un incremento significativo de los carotenoides
incoloros fitoeno y fitoflueno en estados de madurez avanzados (Rodrigo ef al, 2003).
La calidad del exocarpo del mutante A69AM, en relacion a la ausencia de pixaty el
color del fruto, presenta caracteristicas similares al mutante ‘Neufina’ obtenido por
irradiacion de mandarina Clemenules y descrito con anterioridad (Garcia-Ballester ef

al, 2010).
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Figura 4.5. Aspecto externo de frutos de mandarino ‘Clemenules’ (A-C) y de los mutantes

AO3RO (D-F) y A69AM (G-I) de mandarino ‘Clemenules’ mostrando el color de su exocarpoy la

ausencia de senescencia de la corteza (pixat) en el mes de febrero.
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4.2.2. Maduracion interna

La poblacion de mutantes atendiendo al contenido en zumo del fruto en el mes de
febrero sigue una distribucion normal, simétrica (coeficiente de asimetria de -0,05),
con mediana 29,6 (%), moda 29,6 (%) y coeficiente de curtosis 0,35, que al ser mayor
que O podemos decir que la distribucion es leptocurtica. El valor promedio de la
poblacion fue de 29,5:14,37, con un nivel de confianza del 95% (Figura 4.6). En
comparacion, los frutos de mandarina ‘Clemenules’ presentaron un 37 % de zumo ¢l 6

de febreroy un 23 % de zumo el 26 de febrero (figura 4.1).

De los 431 mutantes, 12 mostraron un porcentaje de zumo significativamente menor
a la media de la poblacion, entre el 0,4 % y el 14,8 % de zumo. Por otra parte, y lo que
resulta de mayor interés, 7 de los mutantes mostraron un valor significativamente
mayor a la media de la poblacion, entre 44,4 % y 61% (tabla 4.2). Tres de los 7
mutantes con un porcentaje de zumo mayor a la media de la poblacion, A45AM (46,7
%), A31BL (47,3 %) y A14VE (54 %), presentaron ademas un buen aspecto de la

corteza sin pixat. Los otros 4, sin embargo, presentaron pixaty bufado.

Intervalo | Frecuencia relativa
0.5 1 % ZUMO
5-10 2 120
1-10 9
15-20 24 100
20-25 67 80
25-30 120 - /
30-35 111 /
35-40 59 40
40-45 20 20 /
45-50 3
50-55 1 0 - - . i
2(5)22 2 N \S:Jo J“)O \)J‘\eo T)Qe\y v’s;&o &Qa’\s\ %‘\70 70“{9 %‘@o \?0‘?9 ‘%:627 60‘%

Figura 4.6. Distribucion de frecuencias en la poblacion de mandarinos clementinos mutantes segun el contenido de
zumo de sus frutos. La poblacion esta formada por 431 mutantes de los que se analizaron todos sus frutos (entre 5y 8)

en el mes de febrero.
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Tabla 4.2. Mutantes de mandarino ‘Clemenules’ que difirieron significativamente, por defecto (azul) o
por exceso (verde), de la media de la poblacion segtn el contenido de zumo de sus frutos. (*: P> 95%;

P> 97%; **.P> 99%).

Mutante Zumo (%) Diferencia respecto

media

Media 29,5 -
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La poblacion de mutantes atendiendo al contenido en SST sigue una distribucion
normal, simétrica (coeficiente de asimetria de 0,005), con mediana 14,48 °Brix, moda
15,4 ° Brix y coeficiente de curtosis -0,4, que al ser menor que O podemos decir que la
distribucion es platicurtica (figura 4.7). El valor medio de la poblacion fue 14,43+3,36
°Brix con un nivel de confianza del 95%. Los frutos de mandarina ‘Clemenules’
presentaron un valor de SST practicamente constante durante todo el mes de febrero,
13,95 el 6 de febrero y un 14,1 el 26 de febrero (figura 4.2). En las variedades
tempranas y de media campafia, como la mandarina ‘Clemenules’ el contenido en
azucares aumenta rapidamente a medida que el fruto madura, fundamentalmente por
la acumulacion de sacarosa. En las variedades tardias, la maduracion se da cuando la
temperatura empieza a elevase, pero el contenido en sacarosa se modifica
relativamente poco (Agusti, 2000). Es por esta razon, que el valor alcanzado de SST
por los mutantes en estudio en el mes de febrero puede considerarse, practicamente,
como su valor maximo final. De los 431 mutantes estudiados, 5 presentaron un valor
de SST significativamente menor al de la media de la poblacion, oscilando entre 9,4°
Brix y 10,9° Brix. Por otra parte, 10 mutantes presentaron un valor significativamente
mayor a la media de la poblacion, oscilando entre 18° Brix y 19,5° Brix (tabla 4.3).
Estos valores se muestran llamativamente altos en comparacion con la acumulacion de

SST habitual en las mandarinas, bien Clementinas, bien de origen hibrido.

Intervalo [Frecuencia relatival
9-9,65 1

9,7-10,35 0 SST
10,4 - 11,05 4
11,1-11,75 25 80
11,8 - 12,45 30
125-13,15 JE) 60
13,2-13,85 51 40
13,9 - 14,55 68
14,6- 15,25 61 20 -
15,3 - 15,95 66 0 -

16 - 16,65 33
16,7 - 17,35 26 G” 0<° bf” Qf;’ ’\f’ $ Qo’ b<9
17,4-18,05 9 q,q‘ e N ol N’ N Na D
18,1- 18,75 8 ™ [N ’ ’ o’ [ ’
18,8- 19,45 0 N NG Y N v Y N
19,5 - 20,15 1

Figura 4.7. Distribucion de frecuencias en Ia poblacion de mutantes de mandarino ‘Clemenules” segiin
del zumo de sus frutos. La poblacion esta formada por 431 mutantes de los que se analizaron todos sus

(entre 5 y 8) en el mes de febrero.
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Tabla 4.3. Mutantes de mandarino ‘Clemenules’ que difirieron significativamente, por defecto (azul) o
por exceso (verde), de la media de la poblacion segtin los SST del zumo de sus frutos. (*: P> 95%; **. P>

97%; ***. P> 99%).

Mutante SST (°Brix) Diferencia respecto

media

Media 14,43 -
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La poblacion de mutantes atendiendo a la acidez de su zumo sigue una distribucion
normal, con asimetria positiva (coeficiente de asimetria de 1,84), con mediana 0,44
(%), moda 0,403 (%) y coeficiente de curtosis 7,4, que al ser mayor que O podemos
decir que la distribucion es leptocurtica (figura 4.8). El valor de la poblacion fue de
0,46:+0,24 con un nivel de confianza del 95%. En este caso, no se encontraron
mutantes que mostraran una acidez significativamente menor a la de la media de la
poblacion. Sin embargo, 19 de los 431 mutantes presentaron una acidez
significativamente mayor a la de la media de la poblacion, oscilando entre 0,71y 1,25
% (tabla 4.4). Los frutos de mandarina ‘Clemenules’ presentaron un porcentaje de
acidez de 0,71 a 0,66 entre principios y finales de febrero, respectivamente (figura
4.3). De entre los mutantes, destacan los 4 que presentaron un valor de acidez por
encima de 0,9 %, DO4RO, A69AM, DO04VI y A36AZ, que también destacaron por el
buen aspecto de su corteza y la ausencia de pixat, y no difirieron significativamente

del valor promedio de la poblacion de porcentaje de zumo del fruto (tabla 4.2).

Ig,tgr-vglf: Frecuenclls relativa Acidez

031-04 124 ot

041-0,5 190 160

0,51 0,6 60 gg /

0,61-0,7 20 100 //

0,71-08 12 80

0,81-0,9 3 o

091-1 2 20 -

Lol X e P e D E R
e R

Figura 4.8. Distribucion de frecuencias en la poblacion de mutantes de mandarino ‘Clemenules’ segtin
la acidez del zumo de sus frutos. La poblacion esta formada por 431 mutantes de los que se analizaron

todos sus frutos (entre 5y 8) en el mes de febrero.
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Tabla 4.4. Mutantes de mandarino ‘Clemenules’ que difirieron significativamente por exceso de la

media de la poblacion segun la acidez del zumo de sus frutos. (*: P> 95%; **. P> 97%; ***.P> 99%).

Mutante Valor Acidez Diferencia respecto

media

Media 0,46 -
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La poblacion de mutantes atendiendo al indice de madurez del zumo del fruto sigue
una distribucion normal, simétrica (coeficiente de asimetria de -0,05), con mediana
32,31, moda 29,02 y coeficiente de curtosis 0,35, que al ser mayor que O podemos
decir que la distribucion es leptocurtica (figura 4.9). El valor medio para el indice de
madurez en la poblacion en 32,42+11,3 con un nivel de confianza del 95%. En
comparacion, los frutos de mandarina ‘Clemenules’ presentaron un indice de madurez
menor, oscilando entre 19 y 21 desde el 6 de febrero hasta el 26 de febrero (figura
4.4). De los 431 mutantes, 15 mostraron un indice de madurez significativamente
menor al de la media de la poblacion, cuyos valores oscilaron entre 14,4 y 20,8 (tabla

4.5).

indice de madurez

Intervalo | Frecuencia relativa| .,
14-19 5 140
19,1-24 30 120

100
241-29 75 %
29,1-34 152 60
34.1-39 112 :2 i
39,1- 44 8 . _/- | | | | N
441 -49 6 » s o & 2 > » <
49 1 _ 5 4 2 '\?‘ ,@\ ,Lt;,:?' r\?)\ ,,Jb:\\’ O’q'?' b(b:‘» @?

Figura 4.9. Distribucion de frecuencias en la poblacion de mutantes de mandarino ‘Clemenules’ segun
el indice de madurez del zumo de sus frutos. La poblacion esta formada por 431 mutantes de los que se

analizaron todos sus frutos (entre 5y 8) en el mes de febrero.
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Tabla 4.5. Mutantes de mandarino ‘Clemenules’ que difirieron significativamente, por defecto (azul) o
por exceso (verde), de la media de la poblacion segun el indice de madurez del zumo de sus frutos. (*: P

> 95%; **. P> 97%; **. P> 99%).

Mutante Valor indice Madurez Diferencia respecto

media

Media 32,42 -
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4.3. Preseleccion de posibles mutantes con caracteristicas de mandarino

Clementino tardio

En este trabajo, se pretende encontrar mutantes de mandarino con maduracion tardia,
es decir, con maduracion retrasada respecto a la mandarina ‘Clemenules’, variedad de
referencia. Las caracteristicas que debe reunir un mutante con maduracion retrasada
en la época de muestreo, febrero, son una acidez elevada (= 1%) y un bajo o medio
contenido en azucares (°Brix) que le permita mantener una buena relacion azucares-
acidos, un alto contenido en zumo (> 40%) y no presentar alteraciones fisiologicas de
la corteza, fundamentalmente pixaf la tabla 4.6 destaca las caracteristicas de los
mutantes mas interesantes. Al estar todos ellos bajo las mismas condiciones
ambientales, los resultados obtenidos podrian atribuirse a diferencias genéticas
originadas por la irradiacion. Sin embargo, aunque de cada mutante se analizo la
totalidad de la poblacion, el escaso numero de frutos estudiados (6-8) y el disponer
unicamente de datos de un ano, obliga a entender estos resultados como una
preseleccion fenotipica que deberia ser estudiada con mayor profundidad,
sobreinjertando los mutantes en otras zonas de cultivo para obtener, de este modo, una
poblacion mayor. No obstante, la caracterizacion si que sirve, al menos, para descartar

un gran namero de genotipos de caracteristicas indeseables.

La mejora de las mandarinas Clementinas por irradiacion de la mandarina
‘Clemenules’ ha permitido obtener, en los ultimos afos, algunos genotipos
interesantes. En concreto, la variedad ‘Nero’, obtenida en 2006, es autoincompatible y
presenta menos de 2 semillas, en promedio, en condiciones de polinizacion cruzada.
Nero presenta esterilidad gamética masculina y femenina debido a una delecion de
2MB en el cromosoma 3 (Terol ef al., 2013). Esta variedad, sin embargo, madura con
anterioridad a la mandarina ‘Clemenules’, octubre-noviembre, época en la que existe

un exceso de oferta de mandarinas clementinas. Por otra parte, de momento, no se ha
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conseguido obtener una mandarina clementina tardia que mejore significativamente
las existentes. Asi, la mandarina ‘Clemenverd’, obtenida en 2006, retrasa la coloracion
del exocarpo entre 15 y 30 dias en comparacion con la mandarina ‘Clemenules’
aunque su maduracion interna es similar, reduciendo significativamente su calidad
organoléptica por un descenso en la acidez del zumo. ‘Clemenverd’ presenta unas
caracteristicas semejantes a la mandarina ‘Hernandina’, sin mejorarla
significativamente (Lopez-Garcia ef al, 2010). Finalmente, la mandarina ‘Neufina’,
obtenida en 2009, se caracteriza por presentar un mejor comportamiento de la piel en
el arbol que la mandarina ‘Clemenules’ manteniendo, a su vez un adecuado
porcentaje de zumo (>40%). Por ello, aunque no se conocen datos en condiciones de
cultivo, su recoleccion podria ampliarse a finales de febrero. Sin embargo, la
mandarina ‘Neufina’ también presenta una rapida caida del porcentaje de acidez que

reduce su calidad organoléptica (Lopez-Garcia ef al, 2010).

A la vista de todo ello, la obtencion de una mandarina clementina que mantenga la
acidez en el mes de febrero presenta un elevado interés. En la evaluacion realizada en
el presente trabajo, 19 mutantes (A2Z2ZAM, A2Z2ZMO, A28RO, A28VE, AZ9RO, A30RO,
AB36AZ, A58RO, A64BL, A69AM, DO4FU, DO4RO, D04VI, EO3AM, PO5AM, S23AM,
T33AZ, WO3AM y WO9RO) presentaron una acidez significativamente mayor a la
media de la poblacion (0,46%) pero no todos superaron la acidez de la mandarina
‘Clemenules’ (0,66%). Entre ellos, destacan tres. 1) A36AZ (0,91%), por presentar un
buen aspecto de la piel y un porcentaje de zumo mayor al 40%; 2) AZZMO (1,25%),
aunque éste presentd un porcentaje de zumo bajo (33,5%) y bufado; 3) DO4RO
destaco por su alta acidez (0,98%), por su alto contenido en zumo (42,5%) y por su
bajo indice de madurez (18,06). Sin embargo, pese a no presentar pixat, la corteza
mostro bufado y escasa consistencia. Finalmente, el mutante A69AM se caracterizd por

diferir en numerosos caracteres del resto de la poblacion. Sus frutos presentaron un
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exocarpo de excelentes condiciones (ausencia de pixat, buena consistencia de la
corteza) y de color amarillo. Internamente, su acidez y contenido en zumo fueron
significativamente mayor a la media, 1,07% y 42,1%, respectivamente, y su indice de
madurez fue significativamente menor a la media (15,75). Pero los frutos, ademas,

mostraron un calibre muy pequefio (~40 mm).

En conclusion, se han preseleccionado 26 mutantes por presentar alguna
caracteristica de interés como mandarina clementina tardia. Con el fin de confirmar
las caracteristicas de madurez de sus frutos, asi como su comportamiento agrondomico
en condiciones de campo, resulta necesario sobreinjertar las yemas de estos mutantes

formando plantaciones en diferentes zonas de cultivo.
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Tabla 4.6. Mutantes preseleccionados y sus caracteristicas. En rojo se muestran los parametros por los

que destacan. (* nivel significacion 95%; **: nivel significacion 97%; ***. nivel significacion 99%).

Pixat  Zumo (%) STT Acidez (%) Indice
(°Brix) madurez
‘Clemenules’ 3 37-23 13,9-14,1 0,73-0,66 19,1-21,3
Media poblacion de mutantes - 29,5 14,43 0,46 32,42
AO5RO 1 35,4 11,45 0,55 -
AQO7BL 2 40,9 041 26,7
A11BL s O 157 042 37
AT4VE 15,35 0,39 39,45
A22AM 1 38,8 17,15 24,15

A22MO - 33,5 18

A29RO 34,5 17,65 22,51

ST
A28RO 1 35,7 17,7 22,56

1

3

A30RO 40,6 15.2

A31BL 11,45 0,55 20,78
.5

A45AM 0

A52BL 0.4

A55BL 0,29

A58RO

A62VE

A64BL

AG9AM

BOZRO

CO3BL

DO4FU

DO4RO

D04VI

EO3AM

POSAM

Q23RO

S23AM

T33AZ

WO3AM

WO9RO
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Figura 4.10. Aspecto externo e interno de los mutantes A22ZMO (A-C), A45AM (D-F), A69AM
(G-1I) y DO4RO (J-L) de mandarino ‘Clemenules’ mostrando el color de su exocarpo y la ausencia de

senescencia de la corteza (pixaf) en el mes de febrero.
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Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos en este TFM se concluye:

1.

De las 12.000 yemas de mandarino ‘Clemenules’ irradiadas e injertadas,
431(3.6 %) formaron frutos cuya corteza presentd mejores condiciones que la
mandarina ‘Clemenules’ en el mes de febrero. De éstos, 22 (0.18%) formaron

frutos con una incidencia de pixafmenor al de la ‘Clemenules’.

De los 431 mutantes estudiados, 7 presentaron un contenido de zumo
significativamente mayor al 40% y 6 presentaron un porcentaje de acidez
significativamente mayor al 0,7%, mejorando de este modo las caracteristicas

de la mandarina ‘Clemenules’ en el mes de febrero.

Se preseleccionaron 26 mutantes por presentar alguna caracteristica de interés
como mandarina clementina tardia. Ninguno de éstos mutantes reunid todas

las caracteristicas deseadas.
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