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TITULO: Influencia de la aplicacion de las auxinas de sintesis 2,4-DP y 3,5,6-TPA
durante la fase lineal del crecimiento del fruto en el tamafio final y maduracion del
nispero japonés (Eriobotrya japonica Lindl).

RESUMEN:

La aplicacion de 2,4-DP (ester etilhexil del acido 2,4-diclorofenoxipropidnico) y el
3,5,6-TPA (4cido 3,5,6-tricloro-2-piridiloxiacético), a una concentracion de 35 y 15 mg
I, respectivamente, en la fase lineal del crecimiento del fruto anticipé la recoleccion de
los frutos de nispero japonés cv. Algerie 7 dias, aproximadamente, sin cambios

apreciables en la composicion interna y coloracion de los frutos recolectados.

La aplicacion de las dos auxinas de sintesis consiguid, también, aumentar el diametro

final del fruto hacia calibres comerciales de mayor calidad.

El anélisis del contenido enddgeno en carbohidratos de transporte y de consumo indica
un incremento de la capacidad sumidero de los frutos tratados, cuyo contenido en
sacarosa y fructosa fue significativamente superior al de los frutos control. Estos
efectos estan regulados hormonalmente de modo que los frutos tratados anticipan la
sintesis de acido abscisico y el descenso de su concentracion de acido indolacético y #-

zeatina, lo que explica la anticipacion de su maduracion.

Palabras clave: Carbohidratos, Fitorreguladores, Desarrollo del fruto, Tamafio del

fruto, Maduracion.



TITLE: The effect of the synthetic auxins 2,4-DP and 3,5,6-TPA applied during the

linear fruit growth stage on fruit size and ripening of loquat (Eriobotrya japonica Lindl).

SUMMARY:

The synthetic auxins 2,4-DP (ethyl hexyl ester of 2,4-dichlorophenoxypropionic acid)
and 3,5,6-TPA (3,5,6-trichloro-2-pyridyl-oxyacetic acid), applied at the concentration of
35 and 15 mg I, respectively, during the linear fruit growth stage, advanced harvest

date 7 days on average, with no changes on internal fruit characteristics and colour.

Frequency distribution of fruit diameter was also significantly modified by treatments,

treated fruit enhanced commercial value.

Sucrose and fructose concentration increased in treated fruit with regard to control fruit,
suggesting and enhanced fruit sink capacity due to the auxins. Treated fruit advanced
the biosynthesis of abscisic acid and catabolism of indoleacetic acid and f-zeatin, in

accordance with advanced fruit ripening.

Keywords: Carbohydrates, plant growth regulators, Fruit development, Fruit size,

Ripening
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I. INTRODUCCION

1. Importancia econémica del nispero japonés.

El nispero japonés (Eriobotrya japonica Lindl) es una especie fruticola de la familia
Rosaceae. Su origen esta en el valle del rio Daduhe, en el Sur de China. La primera
descripcion del nispero se registra en 1690 y se debe a un botanico aleman, Engelbert
Kaempfer.

Entre los siglos XVIII y XIX esta especie se extendié desde Japon hasta Europa,
introduciéndose por las islas Mauricio, desde donde llegé a Inglaterra, Italia, Espana,
Malta, Argelia, Grecia y Turquia. A finales del siglo XIX comenz6 el interés por su
cultivo por los estadounidenses, que lo plantaron en zonas de Florida, Carolina del Sur y
California. Hoy en dia el nispero se cultiva entre las franjas 25° y 38° Norte y Sur, y
tiene importancia comercial en China, Japon y la Cuenca Mediterranea (Italia, Turquia y
Espana). La produccion anual total en el mundo es de poco mas de 549.220 t, siendo
China el mayor productor con 460.000 t, seguido de Espafia con 43.300 t. (Lin et al.,
2007). Espafia es, a su vez, la primera exportadora del mundo, con cerca de 19.000 t,
siendo Italia y Portugal sus principales clientes.

En Espafa el nispero se cultiva mayoritariamente en dos zonas. En la provincia de
Alicante (los valles del rio Algar y Guadalest), con 26.000 t anuales, y en las provincias
de Malaga y Almeria. Los cultivares que se cultivan en Alicante son autdctonos,
procedentes de seleccion de mutaciones, siendo el més importante el ‘Algerie’ seguido
del Magdal (Badenes ef al., 2006). En Andalucia se cultiva mayoritariamente el cultival

‘Golden Nugett.
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Figura 1. Evolucion superficie (ha) (A) y produccion (t) (B) de nispero japonés en

Espafia. Fuente: MAGRAMA 2012

El cultivo del nispero en nuestro pais esta disminuyendo de forma lenta. La razén mas

importante se debe al desconocimiento de su fruto por el consumidor.

2. Ciclo vegetativo

El nispero japonés es un arbol vigoroso, de hoja perenne y con entrada répida en
produccion (2-3 afios). Las hojas son coriaceas, duras, eliptico-lanceoladas con los
bordes aserrados, lo que, en ocasiones, representa un problema al depreciar la calidad
del fruto con su roce; presentan pubescencia blanquecina en el haz y el envés, sobre
todo cuando son jovenes (Reig y Agusti, 2006).

La floracion se presenta en inflorescencia en panicula, con mas de cien flores por
panicula. Las flores son hermafroditas de color blanco, pequefias, con cinco sépalos y
cinco pétalos, tiene veinte estambres, cinco estilos, con sus estigmas, que se unen al
llegar al ovario. Este posee cinco l6culos con dos 6vulos cada uno.

Las yemas del nispero pueden ser vegetativas o mixtas. En clima templado, a lo largo
del periodo vegetativo, presenta tres brotaciones: la brotacion de primavera, la mas
importante, que se inicia una vez el fruto ha completado su crecimiento, adquiriendo
mayor desarrollo después de la recoleccion, la brotacion de verano, consistente en
brotes anticipados que crecen rapidamente en ésta época, y la de otofio, de escasa
importancia y no produce flores (Gariglio ef al., 2002).

Es un frutal de pepita, con el fruto en pomo y forma oval, no alcanzando més de 7 cm,
en algunos cultivares, de pulpa carnosa y suculenta, y posee entre 2 y 5 semillas,
grandes con cubiertas de color marron oscuro. La epidermis es dura y fina y esta

cubierta de vellosidad. El color de ésta va de amarillo palido al anaranjado, y el de la



pulpa de blanco a naranja. En este fruto el cambio de color avanza desde la zona estilar
hacia la peduncular.

El desarrollo radicular de esta especie es peculiar, contrariamente con lo que ocurre con
otros frutales, ya que es coincidente con el desarrollo vegetativo, teniendo su maximo
en verano y otofo. En invierno, y como consecuencia del crecimiento del fruto, reduce
progresivamente su crecimiento para reiniciarlo después de la recoleccion (Reig et al.,
2015).

Después de la induccion floral a finales de primavera, se produce una parada vegetativa
en verano. A la salida de ésta, se retoma el crecimiento y se inicia la diferenciacion
floral, que finaliza a finales de verano con la emergencia de las inflorescencias. En las
zonas de clima templado, como son las de Clima Mediterraneo, desde el momento de la
diferenciacion floral hasta la antesis trascurren unos tres meses.

El nispero japonés se considera una especie autocompatible, pero existen algunas
variedades que son parcialmente autocompatibles y otras autoincompatibles (Agusti y
Reig, 2006). La polinizacion es entomofila, siendo las abejas de la familia Apiae y los
insectos del género Bombus los agentes polinizadores mas comunes. El cuajado de esta
especie se presenta bajo, siendo de un 10-15% de las flores inicialmente formadas, en
condiciones Optimas de polinizacion. Se ha observado que la polinizacién cruzada
mejora la produccion un 15-20% (Agusti y Reig, 2006). Aun asi, el aclareo, tanto
manual como quimico, es imprescindible para lograr un calibre del fruto

comercialmente aceptable (Agusti y Reig, 2006).

3. Crecimiento del fruto y su control

El fruto del nispero es, como corresponde a un fruto en pomo, un falso fruto. En su
formacion intervienen drganos auxiliares extracarpelares, esto es, la base de los sépalos.
La curva de crecimiento de este tipo de frutos es sigmoidal, con tres fases bien
diferenciadas: la fase de division celular, el periodo de engrosamiento celular y la fase
de senescencia, durante la cual el fruto deja de crecer, cambia de color, y madura
(Agusti 2004). Pero en el caso del nispero japonés, la fase de engrosamiento celular
adquiere una evolucion exponencial hasta su maduraciéon (Blumenfeld, 1980),
adquiriendo practicamente el 80% de su tamafio final en apenas 30-35 dias, lo que ha
llevado a algunos autores a redefinir su cinética de crecimiento. Asi, segiin Ateyyeh y

Qrunfleh (1998) aproximadamente dos meses después del cuajado la tasa de



crecimiento es muy lenta (Fase 1), a la que sigue una fase de division celular masiva
(Fase II), que dura unas cuatro semanas, seguida de un periodo de crecimiento rapido
hasta completar su tamafio definitivo (Fase III), coincidente con la primavera, y
finalmente el fruto deja de crecer, cambia de color y madura (Fase IV). Algunos autores
consideran, sin embargo, que el crecimiento del nispero japonés sigue una curva

sigmoide tipica de los pomos (Rodriguez, 1893; Cuevas et al., 2003).
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Figura 2. Representacion esquematica de las tres primeras fases de

crecimiento del fruto de nispero japonés segiin Ateyyeh y Qrunfleh (1998).

En los 45 ultimos dias del crecimiento del fruto éste acumula el 85% del peso fresco y
el 80% del peso seco. El agua se acumula, sobre todo, en la pulpa, y la materia seca se
reparte entre la pulpa y la semilla, en un 37% y 73%, respectivamente (Gariglio et al.,

2002).

3.1. Control hormonal del crecimiento

Aquellas sustancias capaces de influir sobre la expresion genética, la actividad
enzimatica y la funcionalidad de las membranas, se denominan hormonas. Pueden
promover o inhibir procesos del desarrollo de los 6rganos. En el caso de los frutos,
muchas de ellas se sintetizan en las semillas y ejercen su accidn a través del desarrollo
de las mismas. En los frutos partenocarpicos, la ausencia de semillas es sustituida por
las paredes del ovario, capaces de sintetizar hormonas en etapas bien concretas del

desarrollo del fruto, particularmente durante el paso de ovario de la flor a fruto en



desarrollo, facilitando, de este modo, el cuajado de este tipo de frutos. El control
hormonal del proceso de cuajado, tanto sexual como partenocarpico, fue demostrado en
los afios 50, por Abbott, eliminando las semillas del fruto en etapas muy precoces de su
formacion, provocando, de este modo, la abscision del fruto. Con la aplicacion de una
auxina exogena fue capaz de sustituir la accion de las semillas, demostrando, de este
modo, que el cuajado es un proceso regulado hormonalmente, que son las semillas el
organo de sintesis de las hormonas, y que aquellas pueden ser sustituidas por éstas
obteniéndose frutos partenocarpicos. La partenocarpia, en la mayoria de los frutos, esta

regulada por las giberelinas, aunque existen algunas excepciones.

La fase de expansion celular estd regulada por las auxinas, aunque también en el control
de este proceso existen excepciones. Asi, por ejemplo, en frutales de hueso, se han
detectado dos picos en la concentracion de acido indolacético (AIA), después de las
fases I y II, que coincide con la lignificacion del endocarpo (Monselise, 1986) y en los
citricos es posible aumentar su tamafio final con la aplicacion exdgena de auxinas de

sintesis (Agusti et al., 1994).

Una demostracion indirecta del papel de las hormonas vegetales en el desarrollo del
fruto es la relacion entre el nimero de semillas por fruto y su crecimiento, mayor cuanto
mayor es el nimero de éstas. Esta relacion se ha observado en frutos como el kiwi,

citricos, manzana, nispero japonés, etc.

Pero las hormonas también regulan el cambio de color del fruto y su maduracion.
Aunque el nispero japonés es un fruto no climatérico (Reig et al., 2015), se ha
demostrado la existencia de un incremento en la sintesis de etileno previo al cambio de
color del fruto (Amoros et a., 2003; Reig et al., 2015), pero éste carece de la capacidad
de autocatalisis y no esta acompanado de incremento alguno en el proceso de
respiracion (Reig et al., 2015). Posteriormente al incremento de etileno se origina la
sintesis de acido abscisco y la reduccion de la concentracion de giberelinas, acido
indoléacetico y citoquininas como requisitos previos al cambio de color del fruto y su

maduracion (Reig et al., 2015).



3.2. Control nutricional

El papel de los carbohidratos en el desarrollo de los frutos ha sido ampliamente
estudiado, y Agusti (2004) lo reviso en profundidad. Su papel durante el cuajado esta
relacionado con el aporte de energia en un proceso altamente exigente como lo es la
division celular. Cuando la disponibilidad de carbohidratos falla, el ovario no es capaz
de reiniciar el crecimiento tras la fecundacién o partenocarpicamente y abscinde. Es
mas, si el cuajado lo consiguen un numero elevado de ovarios pero el aporte de
carbohidratos desde las hojas es insuficiente para satisfacer el crecimiento de todos ellos,
aquellos situados en mejor posicion (cerca de las hojas) o procedentes de flores mejor
desarrolladas (flores terminales de las inflorescencias) consiguen progresar en su
desarrollo y el resto se desprenden. Este proceso se describe como un fenémeno de
competencia por carbohidratos entre los frutos en desarrollo y aunque esta regulado
hormonalmente (ver mas arriba) controla, en gran medida, el cuajado. En efecto, las
hormonas son responsables del reclamo de carbohidratos (capacidad sumidero) y
puesto que son sintetizadas por las semillas todos los frutos lo poseen, las diferencias
entre ellos se establecen por su posicidon y, por tanto, por su crecimiento previo, de
modo que aquellos que adquieren ventaja prosiguen el proceso y los que no, se

desprenden de la planta.

Durante la fase de expansion celular, la exigencia energética de los tejidos del fruto es
muy inferior puesto que éste no divide sus células, pero precisa de los carbohidratos
para aumentar su tamafio. En efecto, la acumulacién de carbohidratos lleva implicito el
reclamo de agua ya que el gradiente osmatico entre tejidos determina el flujo de €sta, de
modo que cuanto mayor es la concentracion de carbohidratos mayor lo es su potencial
osmotico y, por tanto, mas bajo el potencial hidrico con lo que el agua fluye por
difusion al organo que, en estas condiciones, la reclama. El papel de la auxina en el
proceso es establecer la capacidad sumidero del fruto en desarrollo (De Jong y Walton,
1989). En esta fase, una reduccion del aporte de carbohidratos al fruto no provoca su
abscision, pero restringe su crecimiento. Bajo este punto de vista, aquellos frutos
capaces de reclamar mas carbohidratos crecen mas y cuando son muchos los que inician
el desarrollo los fendmenos de competencia en esta fase se convierten en una reduccion

del tamafio final de los frutos que compiten entre si. El fendmeno ha sido demostrado en



melocotonero (Genard ef al., 2003), manzano (Archbold, 1992) y citricos (Agusti et al.,
2002).

Pero la auxina también juega un papel clave bajo el punto de vista funcional, y distinto
al nutricional. Esta sustancia provoca la acidificacion del apoplasto mediante el bombeo
de protones (H") al exterior de la célula, lo que provoca una relajacion de los enlaces de
los carbohidratos estructurales de la pared celular (celulosa, lignina,...) y reduce de este
modo la presion parietal, permitiendo a la célula incorporar agua (con carbohidratos) y
aumentar, de este modo, su volumen (Rayle y Cleland, 1970). Es asi como se ha
explicado la accion de las auxinas de sintesis aumentando el tamafio de los frutos (El-

Otmani ef al., 1993).

4. Técnicas agronémicas para mejorar el desarrollo del fruto

El nispero japonés presenta un porcentaje de cuajado de flores bajo, del orden del 10%
(Ateyyeh y Qruenfleh, 1998), y el tamafio que alcanza el fruto en su madurez depende
significativamente, como se ha dicho, de la disponibilidad de carbohidratos durante su
desarrollo y, por tanto, del nimero de frutos que se desarrollan por panicula. Es por ello
que para aumentar el tamafio final del fruto se recurra a técnicas que reduzcan su

numero, sea el aclareo manual, sea el quimico.

Pero también existen técnicas capaces de aumentar la concentracion de carbohidratos en
el fruto bien sea indirectamente, aumentado su disponibilidad, bien directamente,
aumentando su capacidad sumidero. Lo primero se consigue con el rayado de ramas, lo

segundo con la aplicacion de auxinas de sintesis.

4.1. Aclareo manual de frutos

Esta técnica consiste en la eliminacion de frutos de un arbol con el fin de eliminar
competencias entre ellos y alcanzar un tamafio final mayor. Para que sea eficiente hay

que eliminar al menos el 50% de los frutos.

En nispero japonés se puede realizar un aclareo manual de flores, eliminando parte de
la panicula y, de este modo, parte de sus flores. Pero el aclareo, propiamente dicho, se

fundamenta en la reduccion de competencia por carbohidratos entre los frutos que



inician el desarrollo. El aclareo de frutos al inicio de la fase exponencial del crecimiento
modifica su tasa de crecimiento, y lo hace en proporcion directa a la intensidad de
aclareo. Asi, hasta el momento del cambio de color, el fruto de paniculas aclaradas a3 y
1 frutos crece 2.0 y 2.5 veces mas rapido, respectivamente, que el de paniculas no
aclaradas (Gariglio et al., 2003). En general, para obtener un tamafio comercialmente
aceptable se suelen dejar entre 2 y 4 frutos por panicula. El mayor problema de esta
técnica es el elevado coste de la mano de obra, que alcanza hasta un 25% - 30% de los

costes de cultivo.

4.2. Aclareo quimico

En el nispero japonés se puede realizar un aclareo quimico con acido naftalenacético
(ANA) que reduce significativamente el nimero de frutos que inician su desarrollo. La
auxina impide la germinacion del grano de polen o detiene (y hasta destruye) el
crecimiento del tubo polinico, impidiendo la fecundacion de las flores que todavia no lo

han sido y, por tanto, su cuajado (Reig et al., 2014).

De acuerdo con ello la época de aplicacion y la concentracion son factores decisivos.
Los mejores resultados se obtienen cuando son visibles dos frutos por panicula (Agusti
et al., 2000). Con concentraciones entre 10 y 50 mg I"' de ANA se reduce entre un 20%
y un 45% el numero de frutos por panicula, y el didametro de los que finalmente se
recolectan aumentan entre 2.5 y 5 mm, dependiendo de la concentracion utilizada. Se
establece la concentracion Optima en 20 mg 1", reduciendo un 30% los frutos por

panicula y aumentando un 10% el diametro final del fruto (Agusti et al., 2000).

La reduccion del nimero medio de semillas por fruto como consecuencia de la
aplicacion de ANA no afecta al tamafio del fruto, los frutos tratados crecen mas que los
no tratados, ya que, por una parte, el factor responsable del crecimiento del fruto es el
peso de las semillas y no tanto su numero (Uchino ef al., 1994), y, por otra, son las
auxinas sintetizadas por ellas las que regulan el crecimiento del fruto (Agusti et al.,

2000).

Con este aclareo de frutos, la frecuencia de distribucién de sus didmetros se desplaza
hacia rangos mayores en comparacién con los controles sin aclarar. Aun asi, en los

arboles tratados con ANA los frutos de mayor calidad (GG y GGQG) solo representan el



60% de los recolectados, frente a un 75% de los aclarados manualmente (Agusti ef al.,
2000). La capacidad de seleccion del hombre en el momento de aclarar no puede ser

sustituida por el aclareo quimico.

El contenido en solidos solubles totales (SST) s6lo aumenta en los frutos tratados con
ANA y no en los aclarados manualmente, y la firmeza de la pulpa se reduce tanto con el
aclareo quimico como con el manual, en relacion con los frutos de paniculas no
aclaradas, lo que indica, a su vez, una aceleracion de su crecimiento. El aumento del
tamafio del fruto, el adelanto en la coloracidon y la mejora de los SST, hacen que se

anticipe la recoleccion en los arboles aclarados.

4.3. Rayado de ramas

El rayado de ramas consiste en la interrupcion, por medios mecanicos, del transporte
floematico de las ramas o el tronco. Se usa en agricultura para acelerar el desarrollo de

los frutos, aumentar su tamafo final y anticipar la maduracion, entre otros fines.

El rayado consiste en la realizacion de un corte en la corteza de las ramas que afecte
solo a los tejidos floematicos e interrumpa temporalmente el transporte del fluido
floematico al sistema radicular. Su mecanismo de accion se basa en la activacion en las
hojas del transporte electronico del PSII (Rivas et al., 2007), aumentando de este modo
su capacidad fotosintética. Con todo ello se modifican las relaciones fuente-sumidero en
la planta y se consigue una acumulacion de carbohidratos en la parte que queda por
encima de la zona de la rama que se ha rayado, favoreciendo el proceso de desarrollo
del fruto que tenga lugar en el momento y dependiendo, por tanto, de la época en que se

realice.

Para aumentar el tamaiio final del fruto el rayado de ramas se ha utilizado en los citricos
(Furr et al., 1945), cerezos y ciruelos (Agusti et al., 1997), y melocotoneros y nectarinas
(Agusti et al., 1998), y también en el nispero japonés (Agusti et al., 2005). En éste
ultimo debe efectuarse cuando el fruto alcanza el 20% - 40% de su tamafio final y la
respuesta es maxima pasados 35 dias del rayado, manteniéndose constante hasta la
recoleccion. El resultado final es un incremento de hasta un 10% en el diametro medio

de los frutos de arboles rayados en comparacion con el de los no rayados.



El rayado se practica sobre ramas secundarias o terciarias, dependiendo de la edad del
arbol, y se lleva a cabo utilizando unas tijeras de filo curvo o de doble filo, separados =
1 cm, capaces de realizar un corte en toda la circunferencia de la rama o eliminar un
anillo completo de corteza, respectivamente. En el primer caso se denomina
propiamente rayado, en el segundo anillado. La eficacia para aumentar el tamafno del
fruto es idéntica en ambos casos (Agusti et al., 2005), pero la cicatrizacion es mas

rapida en el rayado.

4.4. Aplicacion exogena de auxinas de sintesis

La aplicacion de auxinas de sintesis con el objetivo de aumentar el tamano del fruto se
utiliza en muchos frutales. De entre estas sustancias las mas empleadas son el éster
etilhexil del acido 2,4-diclorofenoxipropiénico (2,4-DP) y el acido 3,5,6-tricloro-2-

piridiloxiacético (3,5,6-TPA) en su formulacion &cido libre.

Estas sustancias, aplicadas al inicio de la fase de crecimiento rapido, aumentan el
tamafo de las cé€lulas sin modificar el numero (El-Otmani et al., 1993). El aumento de
su plasticidad al reducir la presion parietal y el incremento de solutos en la vacuola
celular crea un flujo osmotico que dirige la incorporacion de agua a la vacuola, de

acuerdo con el proceso descrito mas arriba.

El en nispero japonés, la aplicacion de 25 mg I de 2,4-DP cuando el fruto posee el 30%
de su tamafio final (12-15 mm) incrementa el didmetro de éste en mas de un 7% (= 3
mm) y la distribucion de sus calibres comerciales (Agusti et al., 2003). Los tratamientos
no alteran el nimero de frutos recolectados, que viene determinado por el aclareo

manual o quimico, pero si la cosecha que aumenta en proporcion directa al incremento.

Aunque estos trabajos describen con precision la época y la concentracidon mas
adecuadas para lograr frutos de gran calidad, no explican como actiian bajo un punto de
vista hormonal y nutricional. En este trabajo se estudia la accion de las auxinas de
sintesis 2,4-DP y 3,5,6-TPA en solitario y en combinacién, sobre la evolucion del
contenido en el fruto en desarrollo de carbohidratos de transporte y reductores y de las

hormonas AIA, ABA vy transceatina (tZ).
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5. OBJETIVO

Estudio del efecto de la aplicacion de auxinas de sintesis durante la fase lineal del
crecimiento del fruto del nispero japonés sobre su desarrollo y maduracion y su relacion

con el balance nutricional y hormonal.
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II. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

El trabajo se llevd a cabo en una parcela experimental propiedad de la Cooperativa
Agricola de Callosa d’En Sarria (Alicante, Espafia, 38° 39° N, 0° 7 W), durante la
campaia 2014-2015.

Se utilizaron arboles adultos de nispero japonés (Eriobotrya japonica Lindl), cv.
Algerie., de 20 - 25 afios de edad, injertados sobre patron franco, podados en vaso, con
un marco de plantacion de 4 x 5 m, y aclarados quimicamente en el momento del
cuajado (estado fenoldgico 609 de la escala BBCH) y repasados manualmente hasta
dejar tres frutos por panicula (estado 701 de la escala BBCH). En el momento del
tratamiento los arboles presentaban un aspecto, volumen de copa y carga productiva
similares. El cultivo y manejo fitosanitario fueron los normales para el cultivo de esta

especie.

2. DISENO EXPERIMENTAL Y TOMA DE MUESTRAS

Se disefi6 un experimento de bloques al azar, con 4 bloques de 3 arboles cada uno, que
se trataron cuando los frutos tenian entre el 50% y el 60% de su tamafio final, es decir,
entre los estados 705 y 706 de la escala BBCH, con 37.5 mg I del éster etil hexil del
acido 2.4-diclorofenoxipropionico (2,4-DP), 15 mg I del 4cido libre 3,5,6-tricloro-2-
piridoxilacético (3,5,6-TPA), una mezcla de 2,4-DP y 3,5,6-TPA a las concentraciones

indicadas, dejando un arbol por bloque sin tratar como control.

Los tratamientos realizados se aplicaron foliarmente con tanque a presion, utilizando
una presion de trabajo de 25 atmosferas, y anadiendo en todos los casos un agente

tensoactivo (éter nonilfenil-polyietilen glicol, 20% p/p), a una concentracion de 0.05%.

Periodicamente, hasta la maduracion, se muestrearon frutos de tamafio medio de cada
tratamiento, para su analisis hormonal y de carbohidratos. En el laboratorio se separaron

la piel y la pulpa de las semillas y se congelaron para su posterior analisis.
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3. DETERMINACIONES ANALITICAS

3.1 Tamaino del fruto

Periodicamente se midio6 el didmetro de 20 frutos por arbol, seleccionados al azar a una
altura del suelo de 1.5 — 2 m, con un pie de rey digital de precision 0,01 mm (Mitutoyo,

Tokyo).

Los frutos medidos se clasificaron en cuatro categorias comerciales, GGG (>53 mm),
GG (46-52 mm), G (39-45 mm) y M (32-38 mm), de acuerdo con las normas de calidad
para frutas y hortalizas (MAPA, 1992).

3.2 Parametros de maduracion.

En el momento de la recoleccion se tomaron 70 frutos por tratamiento. En el laboratorio
se dividieron en tres grupos de frutos de los que se determind la concentracion de

solidos solubles totales (SST) y acidez libre (A) de su zumo, y su coloracion.

Para la determinacion de la concentracion de SST se utilizdé un refractometro digital
(Atago, Tokyo), exprsando los resultados en °Brix. La acidez se determind por
valoraciéon con NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador, expresando los
resultados en %. El color se determind midiendo las coordenadas a y b de Hunter
mediante un colorimetro digital Minolta Chroma Meter CR-300 (Minolta, Tokyo). Los
valores de a indican color verde cuando son negativos y rojo cuando son positivos, y los
de b azul cuando son negativos (inexistentes en el nispero japonés) y amarillo cuando

son positivos.

3.3 Analisis de azucares.

El analisis de azucares solubles se realizé segun el protocolo de Eshghi et al. (2007) con
modificaciones. A partir de las muestras de frutos liofilizadas y trituradas, se tomaron
alicuotas por duplicado de cada una (100 mg) y se introdujeron en tubos de centrifuga,
debidamente etiquetados, a los que se afiadieron 5 ml de Petroleum ether (40-60°). Las
alicuotas fueron centrifugadas (4000 rpm. 4° C, 7 min) y el extracto de Petroleum,
conteniendo los lipidos, clorofilas y otros contaminantes, fue eliminado mediante
pipeteo cuidadoso; a la muestra restante se afiadieron 100 pl de manitol, un azicar no

existente en los tejidos vegetales y que se usa como estdndar para cuantificar las
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pérdidas del resto de azucares durante el proceso de extraccion y purificacion de los
mismos, y posteriormente se realizaron dos extracciones sucesivas con etanol 80%
(v/v): las muestras con el etanol se incubaron a 65° C durante 20 min y se centrifugaron
(4000 rpm. 4° C, 7 min) retirando el sobrenadante; de la fase solida restante se realizo
una re-extraccion y posteriormente se juntaron ambos sobrenadantes que se llevaron a
sequedad en Speed Vac Concentrator (Savant®) (Savant Instruments, INC., Hicksville,

NY, USA).

Se anadieron 4 ml de agua Milli-Q al residuo seco para la dilucion de los azicares. Para
homogeneizarlo, la dilucion se incubaron 20 min con sucesivas pasadas de vortex. Se
anadieron 20-30 mg de Activated Charcoal a las muestras y posteriormente se
centrifugaron (4000 rpm, 4° C, 10 min). El sobrenadante se recogid y se filtro a través

de filtros de nylon 0,45 um. Las muestras se llevaron a sequedad en Speed Vac.

Las muestras fueron diluidas en 100 pl de agua Milli-Q para su posterior inyeccion en
un equipo de deteccion Spectra System” (Spectra, San Jose, CA, EEUU) conectado a un
refractometro diferencial (Spectra R150), una bomba de vacio (Spectra P2000), y a una
base de datos ChromQuest® Chromatography Data System for Windows NT (Thermo
Quest Inc., San Jose, CA, EEUU) y equipado con una columna Hypersil® APS-2 (250 x
4.6 mm) (Thermo Quest Inc., San Jose, CA, EEUU). La columna se mantuvo a 85° C en
un horno y como solvente se utiliz6 agua Milli-Q a un flujo de 0.5 ml min”. Los
azucares presentes en las muestras fueron identificados y cuantificados segin sus
tiempos de retencion, y las curvas de calibracion realizadas previamente con las
diferentes concentraciones de azlcares estdndar. Cada muestra fue extraida por

duplicado e inyectada dos veces. Los resultados se expresan como mg g de peso seco.

3.4 Analisis hormonal.

Las muestras recogidas en el campo se conservaron congeladas y posteriormente se
liofilizaron. Una vez liofilizadas, se trituraron hasta polvo fino. Para la extraccidn
hormonal, alicuotas duplicadas de cada muestra (50 mg) fueron extraidas con metanol
80%: acido acético 1% (v/v) en presencia de los estdndares internos especificos
(hormonas marcadas con deuterio para cuantificar las pérdidas de cada hormona

inherentes al proceso de extraccion [OIChemim Ltd - Olomouc, o Cambridge Isotope

Lab - Andover]: [*H5]-AIA y [2H6]-ABA). Estos estandares fueron anadidos para la
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cuantificacion del acido indolacético (AIA) y acido abscisico (ABA). En el caso de la

trans-zeatina (tZ) se utiliz6 esta citoquinina deuterada (D-tZ) como estandar interno.

Para recuperar la fraccion acida donde se localizan los AIA y ABA, los extractos
pasaron consecutivamente a través de columnas HLB (Waters Cromatografia, S.A.,
Barcelona, Spain) en fase reversa, MCX (intercambio cationico) y WAX (intercambio
16nico) (Oasis 30 mg, Waters Cromatografia S.A., Barcelona, Espana) como se
describe en Seo et al. (2011). Para la recuperacion de la fraccion basica, donde se
localizan las citoquininas, las muestras pasaron en primer lugar a través de un cartucho
HLB (elucion CH3CN80: Acido acético 1%) y a continuacion a través de una columna

MCX. Las muestras se llevaron a sequedad en 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 pm (50 mm x 2,1 i.d.: Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, EEUU) con un gradiente de acetronilo del 5 al 50%, tras lo cual fueron
detectadas y analizadas en un espectrometro masas/masas (Q-exactive Orbitrap detector,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EEUU). Las concentraciones hormonales
finales de los extractos fueron determinadas usando las curvas de calibracion realizadas
previamente. La interpretaciéon de los resultados se realiz6 mediante los programas

Xcalibur 2.2 SP1 build 48 y TraceFinder.

3.5 Analisis estadistico.

A los resultados obtenidos se les aplico el analisis de la varianza, usando el test de LSD
para la comparacion de medias con un nivel de confianza p< 0.05. Las distribuciones
poblacionales de los didmetros de los frutos fueron sometidas a un test de contrastes de

homogeneidad mediante la prueba Chi-cuadrado, con un nivel de confianza p<0,05.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CRECIMIENTO DEL FRUTO

706 707 708 709 BBCH
=0—CONTROL
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Figura 3. Influencia de la aplicacion de 2,4-DP (37.5 mg I™"), 3,5,6-TPA (15 mg 1) y su
combinacion sobre la evolucion del diametro del fruto del nispero japonés cv. ‘Algerie’.
Cada valor es la media de 60 frutos tomados al azar de 3 arboles por tratamiento. Las
barras verticales indican el error estandar. Letras distintas en la misma fecha indican
diferencia significativa (P<0,05). En el eje horizontal superior se presentan los estados

fenologicos en la escala BBCH.

La aplicacion de auxinas de sintesis modifico la cinética del crecimiento del fruto del
nispero japonés cv. ‘Algerie’. Dos semanas después del tratamiento (26 de marzo), los
frutos de arboles tratados con 3,5,6-TPA presentaban un didmetro medio
significativamente superior en un 15% (36.8 mm) al de los frutos control (32.1 mm)
(Figura 3). El 2,4-DP, no mostré un efecto significativamente diferente (37.2 mm) al
logrado por el 3,5,6-TPA. Y el mismo resultado se consigui6 con la mezcla de ambas
auxinas de sintesis (37.8 mm). Las diferencias se mantuvieron, aproximadamente, con

el tiempo, y en el momento de la recoleccion, cuando habian transcurrido 30 dias del
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tratamiento, el diametro de los frutos tratados era un 12% superior, en promedio (44.5

mm), a los control (40.5 mm) (Figura 3).

En el transcurso de las dos semanas tras el tratamiento, el diametro de los frutos control
aumento 4 mm, esto es un 14%, mientras que el de los frutos tratados con las auxinas lo
hizo entre 8,5 y 9,5 mm, es decir, un 32%. En ese momento, el didmetro de los frutos
tratados era significativamente mayor que el de los frutos control, con independencia de
auxina aplicada. Entre los frutos tratados, el de los que habian recibido la auxina 2,4-DP
o la mezcla de 2,4-DP y 3,5,6-TPA era significativamente mayor (p < 0.05) que el de
los que habian recibido el 3,5,6-TPA (Figura 3)

Seis dias mas tarde (2 de abril) las diferencias entre los tratados y el control mantenian
la significacion estadistica, aumentando el diametro medio de los frutos tratados con

auxinas en un 8%, frente a un 15% que lo habia hecho el de los frutos control.

Estos resultados indican que el efecto de las auxinas se produjo en las dos semanas
siguientes al tratamiento. Y este aspecto resulta relevante ya que en el momento del
tratamiento el fruto ya se encontraba en un estado avanzado (estado fenologico 706 de

la escala BBCH) de su crecimiento.

En el nispero japonés, se ha demostrado que la aplicacion de 2,4-DP en los estados
fenologicos 703 y 705 de la escala BBCH consigue aumentar significativamente el
tamafio medio de los frutos (entre 3 y 2 mm, respectivamente) respecto de los frutos
control sin tratar (Agusti et al., 2003). Estos resultados fueron similares a los obtenidos
en el mandarino Satsuma, en el que la aplicacion de 2,4-DP una vez finalizada la fase de
division celular incrementd el tamafio medio, pero no el numero, de las células de las
vesiculas de zumo (El-Otmani et al., 1993). Asimismo, la aplicacién de este tipo de
hormonas vegetales a los frutales del género Prunus sp., consiguen acelerar el
crecimiento del fruto cuando se aplican una vez superada la fase de lignificacion del
endocarpo (Agusti et al., 1994c). Dicho de otro modo, cuando el 2,4-D (Agusti et al.,
1994% 1994c¢) o el 3,5,6-TPA (Agusti et al., 1994b) se aplican al inicio de la fase lineal
de crecimiento del fruto consiguen aumentar significativamente el tamafio final del fruto
a través de un mecanismo de incremento del tamafio individual de las células de los

tejidos del fruto, perdiéndose su eficacia con el tiempo, esto es, a medida que se retrasa
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el tratamiento. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que es posible conseguir un
estimulo del desarrollo del fruto del nispero japonés y un aumento de su tamafo final
tratandolo aun en fases bien avanzadas de su crecimiento. El peculiar desarrollo de los
tejidos de los frutos en pomo de las Maloideas, en comparacion con las drupas del
género Prunus o los hesperidios de los citricos, podria explicar la persistencia en el
tiempo de desarrollo de su sensibilidad a las auxinas de sintesis para estimular su

desarrollo.

En el momento del cambio de color del fruto, el tratamiento més eficaz para aumentar el
diametro final del fruto fue la mezcla de las dos auxinas, 2,4-DP y 3,5,6-TPA, con
frutos de 45,1 mm de diametro, seguido por el 2,4-DP, con frutos de 44,3 mm; el 3,5,6-
TPA se mostr6 menos eficaz, dando lugar a frutos de un didmetro medio de 44,0 mm.
El diametro medio de los frutos control fue de 40,5 mm, esto es, 3.5 — 4.5 mm inferior

al de los frutos tratados..

2. RECOLECCION Y MADURACION DEL FRUTO

La aplicacion de 2,4-DP, 3,5,6-TPA o su mezcla acelero la entrada en color del fruto del
nispero japonés cv. Algerie. Veintiun dias después del tratamiento (2 de abril) todos los
tratamientos habian aumentado significativamente el valor de la coordenada a de Hunter
de la epidermis del fruto en un 44%, en promedio, respecto de los frutos control sin
tratar (Tabla 1). Del mismo modo, la coordenada b habia aumentado en un 145% en
promedio. Como consecuencia de ello, el ratio a/b pas6 de -0.53 en los controles a -0.22
en el promedio de los frutos tratados (Tabla 1). En ningun caso las diferencias entre los

tratamientos con auxinas de sintesis alcanzaron la significacion estadistica (Tabla 1).
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Tabla: 1. Influencia de la aplicacion de 2,4-DP (35 mg ") y 3,5,6-TPA (15 mg 1) sobre
la coloracion del fruto del nispero japonés cv. Algerie. Valores correspondientes a los
21 dias de efectuado el tratamiento. Valores expresados en coordenadas Hunter. Cada

valor es la media + ES de 20 frutos tomados al azar. Letras distintas en una misma linea

indican diferencia significativa (p<0,05).

Cogjﬁgardas CONTROL | 3,56-TPA 2,4-DP 32”;21_)%};
a -15,34+0,21 | a | -9,74+0,88 | b | -6,87+2,03 | b | -9,03%2,14 |b
b 29,34£0,99 | a | 43,17£1,22 | b | 44,19£1,15 | b | 40,48+1,73 |b
alb -0,53£0,02 | a| -0,23+0,02 | b | -0,17+0,05 | b | -0,25+0,06 |b

Estos resultados correlacionan con el efecto que las auxinas tienen sobre el desarrollo
del fruto. En efecto, los frutos mas grandes, esto es, los tratados con las auxinas de
sintesis, cambiaron antes de color. Agusti et al. (1999) trabajando con el melocotonero
‘Flordastar’ ya demostraron que la aplicacion de 3,5,6-TPA tras la lignificacion del
endocarpo aceleraba el crecimiento del fruto que adquiria antes su tamafo definitivo vy,
por tanto, cambiaba antes de color. Nuestros resultados son coincidentes con estos, de
modo que los frutos del nispero japonés ‘Algerie’ tratados esta auxina, o el 2,4-DP, o su
mezcla, ven acelerado su crecimiento y consiguen cambiar antes de color que los frutos
control sin tratar. Y esta respuesta no es distinta a la encontrada por Agusti et al. (2003),
con la aplicacion de 2,4-DP, y Amords et al. (2004), aplicando acido naftalenacético o

Fenotiol, en el mismo cultivar.

Dado que los factores determinantes de la recoleccion del fruto son su tamafio y color,
no resulta extrafio que en el momento de ésta el porcentaje de cosecha recolectada fuera
significativamente mayor en los arboles tratados que en los controles (Figura 4). En
efecto, en la primera recoleccion, de los arboles tratados con 3,5,6-TPA se recolectd un
8% mas de frutos que de los arboles sin tratar. Pero fue en la segunda cuando las
diferencias alcanzaron los valores mas elevados. Mientras de los arboles control se
recolecto el 13%, de los tratados con 3,5,6-TPA y 2,4-DP se recolect6 el 41% y el 39%,

respectivamente, y una cuantia similar de los arboles tratados con la mezcla de ambas
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auxinas (36%). En consecuencia, tras la segunda recoleccion, de los arboles tratados con
las auxinas se habia recolectado, en promedio, el 62% de los frutos, destacando los
tratados con 3,5,6-TPA con un 73%, mientras que de los arboles control solo se habia
recolectado el 36%, y éstos solo alcanzaron valores similares a los de aquellos al final

de la tercera recoleccion (78%) (Figura 4).

Dicho de otro modo, y con los valores porcentuales de las dos primeras recolecciones,
la aplicacion de 2,4-DP o 3,5,6-TPA, en nuestro experimento, adelant6 la recoleccion en

7 dias, en promedio.
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Figura 4. Influencia de la aplicacion de 2.4-DP (35 mg-1™") y 3,5,6-TPA (15 mg-1"), y
su mezcla, sobre el porcentaje acumulado de frutos de nispero japonés cv. Algerie
cosechados en las diferentes fechas de recoleccion. Cada valor es la media de 4 arboles.

Las barras verticales indican el error estandar.

Los tratamientos también mejoraron la distribucién de los calibres comerciales de los
frutos, que se desplazaron, significativamente, hacia calibres mayores (Figura 5). El
mayor porcentaje de frutos de calibre mas bajo (M) se registro en los arboles control

con el 10%, mientras que los arboles tratados apenas dieron frutos de este calibre. El
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porcentaje de frutos de calibre medio (G) fue muy similar en todos los tratamientos, con
un 41% en los arboles control, seguido de un 40% en los tratados con 3,5,6-TPA, y un
37% en los tratados con 2,4-DP; la mezcla de ambas auxinas, sin embargo, lo redujo,
significativamente, hasta el 26% de los frutos recolectados. Pero para el calibre de
mayor valor comercial (GG) la distribucion cambié marcada y significativamente a
favor de los arboles tratados, aunque sin diferencias significativas entre ellos. Asi, los
arboles tratados con 2,4-DP y 3,5,6-TPA produjeron un 61% y un 59%, respectivamente,
de frutos GG, mientras que el control no alcanzo el 46%; en los arboles tratados con la
mezcla de ambas auxinas el porcentaje de frutos GG alcanz6 el 67%. Los resultados
para el calibre de fruto mas grande (GGG) apenas alcanzd importancia, aunque el
tratamiento con la mezcla de auxinas dio lugar a un porcentaje de frutos (6%)
significativamente superior al que lograron los tratamientos individuales con 3,5,6-TPA

y 2,4-DP (2%, en ambos casos) y los arboles control (3%).

El analisis de la distribucion poblacional mediante el test de contraste de homogeneidad
Chi-cuadrado indica que se trata de tres grupos de poblaciones estadisticamente
distintas (p < 0.002). La correspondiente a los frutos procedentes de los arboles control,
sin tratar, desplazada hacia calibres comerciales mas bajos, la de los frutos de arboles
tratados con 3,5,6-TPA o 2,4-DP, sin diferencias estadisticamente diferentes entre ellas,
y la de los frutos de arboles tratados con su mezcla, desplazada hacia los calibres de

mayor valor comercial (ver Anejo 1).

La eficacia de los tratamientos con estas auxinas de sintesis para aumentar el tamafio
final del fruto del nispero japonés cv. Algerie alcanza, por tanto, a modificar la
poblacion de los frutos. Este efecto ya fue demostrado para el 2,4-DP en las mandarinas
‘Fortune’ (El-Otmani et al., 1993) y Satsuma (Agusti et al, 1994a), y para el 3,5,6-TPA
en la naranja ‘Valencia’ y el pomelo ‘Marsh’ (Aranguren et al., 2011), en las
mandarinas ‘Clausellina (Agusti et al., 1994) y Clementina (Agusti et al., 1995) y en el
caqui (Agusti et al., 2004). En el nispero japonés se obtuvo un resultado similar con el
2,4-DP pero cuando se aplico al inicio de la fase lineal del crecimiento del fruto (estado
703 de la escala BBCH), lo que por otra parte es respuesta comun en la mayor parte de
los frutales, en contraste con los resultados de este trabajo en el que la auxina se aplico

en etapas bien avanzadas del crecimiento (estado 706 de la escala BBCH).
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Figura 5. Efecto de la aplicacion de 2,4-DP (35 mg-1™), 3,5,6-TPA (15 mg-1") y su
mezcla, sobre la distribucion de calibres comerciales de los frutos recolectados. Los
calibres mas pequeiios son los M y los mas grandes GGG. Cada valor la media de 70

frutos y 3 arboles. La distribucion para cada uno de los tratamientos difiere

significativamente de acuerdo con el test de contraste de homogeneidad Chi-cuadrado

(p < 0.002).

Las diferencias encontradas 21 dias después de efectuados los tratamientos en los
parametros de la maduracion interna no pudieron ser ratificados en el momento de la
recoleccion. En efecto, dado que el criterio comercial de ésta fue por tamaio y color, los
frutos recolectados fueron iguales con independencia del tratamiento, variando solo el
porcentaje de los que se recolectaron de cada uno de ellos (Figura 4). Por tanto, en el
momento de la recoleccion las caracteristicas internas y el color del fruto no fueron

modificados significativamente por accion de las auxinas (Tabla 2).
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Tabla: 2. Influencia de la aplicacion de 3,5,6-TPA (15 mg-1") y 2,4-DP (35 mg-1™")

sobre las caracteristicas del fruto maduro del nispero japonés cv. Algerie en el momento

de la recoleccion. Cada valor es la media de 20 frutos y tres arboles. Letras distintas en

una misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (»p<0,05).

SST Color Acidez
TRATAMIENTO
° Brix a b a/b %
CONTROL 12,02+0,34 | ab | 11,45+0,81 38,95+5,92 0,31+0,05 1,1+0,95
3,5,6 TPA 11,35+0,5 a | 10,62+1,17 37,46+5,94 0,31+0,06 1,2+1,24
2,4-DP 12,01+0,48 | ab | 10,58+0,7 38,38+6,36 0,30+0,05 1,2+0,89
MEZCLA 12,484+0,27 | b | 11,03+0,94 37,44+6,22 0,32+0,06 1,24+0,59

Esta respuesta del nispero japonés es general para todas las auxinas de sintesis aplicadas

(Agusti et al., 2003; Amoros et al., 2004).

El crecimiento del fruto esta determinado por la acumulacién de carbohidratos y agua y
regulado por las hormonas. En el nispero japonés, la concentracién de azucares
reductores (fructosa y glucosa) aumentan progresivamente hasta el momento en que el
fruto completa su crecimiento y cambia de color (Gariglio et al., 2008; Reig et al.,
2015). En nuestro experimento, su concentracién se incrementd desde 53.1 mg-g PS™,
en el momento de la aplicacion de las auxinas, hasta 369 mg-g PS™ (Figura 6) en el
momento del cambio de color, lo que supone un aumento de casi 7 veces su valor inicial
en un mes y medio, desde el estado 706. Los frutos tratados con 2,4-DP siguieron una
pauta similar, pero con valores finales significativamente mayores que los de los frutos
control. Asi, en el mismo periodo, la concentracion de estos azucares se incremento en
casi 8.5 veces, pasando de 53.1 a 446.7 mg-g PS™ (Figura 6). El 3,5,6-TPA se situd en

una posicion intermedia, elevando la concentracion inicial en mas de 7.5 veces, pasando
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de 53.1 a 405.5 mg'g PS" (Figura 6). Las diferencias entre los tres tratamientos

alcanzaron la significacion estadistica.

La concentracion de azacares de transporte (sacarosa y sorbitol), por el contrario,
permanecieron practicamente constante en los frutos control a lo largo del periodo de
estudio, en coincidencia con los resultados de Reig et al. (2015). Asi, desde el estado
706 de la escala BBCH hasta la recoleccion (estado 809) pasaron de una concentracion
de 642 a 624 mgg PS' (Figura 6). En los frutos tratados con 3,5,6-TPA su
concentracion descendié de modo notable, pasando de 64.4 a 55.8 mg/g (Figura 6), esto
es, mas de un 13% . Sin embargo, en los frutos tratados con 2,4-DP la concentracion de
los azucares de transporte pasd de 642 a 79.9 mg'g PS™ (Figura 6), es decir, se

incremento en casi un 25% (Figura 6).
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Figura 6. Influencia de la aplicaciéon de 37.5 mg 1" de 2,4-DPy 15 mg1” de 3,5,6-TPA
sobre la evolucion de la concentracion de azlcares reductores y de transporte en el fruto
del nispero japonés cv. Algerie. Cada valor es la media de 4 repeticiones. Las barras
verticales indican el ES. En algunos casos el ES es inferior al tamafio del simbolo. En la

parte superior se presentan los estados fenologicos de la escala BBCH.
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Los resultados de ambas auxinas sugieren un mecanismo diferente de accion. Asi, la
reduccion de la concentracion de azucares de transporte en el fruto tratado con 3,5,6-
TPA en comparacion con el fruto control en el que permanece constante coincide con
un aumento significativo del tamafo del primero respecto del segundo, lo que podria
explicarse por un aumento del contenido en agua en los frutos tratados, es decir, con un
mayor aumento del volumen celular. Esta accion es general para todas las auxinas y esté
basada en el descenso de la presion parietal que provocan por acidificacion de la pared
celular (Cleland, 2010). Pero los frutos tratados con 2,4-DP contienen una
concentracion superior de estos azucares, lo que indica que esta hormonas ademas de
incrementar el volumen celular (EI-Otmani et al., 1993), es decir, el contenido en agua,
deben estimular la capacidad sumidero del fruto (De Jong y Walton, 1989), explicando
de este modo su efecto mas intenso sobre el crecimiento y el tamafo final que el fruto
adquiere. Estas diferencias en el mecanismo de accion entre el 2,4-DP y el 3,5,6-TPA

estan, no obstante, por demostrar.

Resulta interesante que el contenido practicamente constante de la concentracion de
azucares de transporte en el fruto es consecuencia de un aumento y un descenso
progresivos de la concentracién de sacarosa y sorbitol, respectivamente (Figura 7), que
compensan su contenido total. Gariglio et al., (2002) y Gariglio y Agusti (2005)
demostraron que el sorbitol es el aziicar mas abundante en la pulpa del fruto del nispero
japonés durante su fase de crecimiento. La evolucion de este azticar apenas se modifico
por accion de los tratamientos, pasando de una concentracion inicial de 59.9 mg-g PS™
en el estado 706 (BBCH) a una final de 14.4 mg'g PS™ en los frutos control, en los
tratados con 3,5,6-TPA de 12.5 mg-g PS™; y de 14 mg-g PS™ en los tratados con 2,4-DP
(Figura 7), sin que las diferencias alcanzaran la significacion estadistica en ningun caso.
La sacarosa, por el contrario, mostr6 un comportamiento opuesto, aumentando su
concentracion a medida que el fruto madur6, pasando en los frutos control de un valor
de 43 mg-g PS" en el estado 706 (BBCH) a 48.0 mg'g PS™ en el estado 709 (BBCH).
Los frutos tratados con 37.5 mg 1" de 2,4-DP alcanzaron finales de 65.9 mg-g PS™,
difiriendo estadisticamente de los valores del control, mientras que los tratados con 15
mg "' de 3,5,6-TPA alcanzaron un valor final de 43.4 mg-g PS™' no estadisticamente
distinto del de los frutos control (Figura 7). El mayor contenido final en sacarosa de los

frutos tratados con 2,4-DP apoya la idea de que esta auxina de sintesis une a su accion
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sobre la plasticidad de la pared celular un aumento de la capacidad sumidero del tejido

de la pulpa.
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Figura 7. Influencia de la aplicacién de 2,4-DP (37.5 mg 1)y de 3,5,6-TPA (15 mg ™)
sobre la evolucion de la concentracion de sacarosa (A) y sorbitol (B) en el fruto del
nispero japonés cv. Algerie. Cada valor es la media de 4 repeticiones. Las barras
verticales indican el ES. En algunos casos el ES es inferior al tamafio del simbolo. En la

parte superior se presentan los estados fenologicos de la escala BBCH.
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Los azucares reductores, glucosa y fructosa, aumentaron durante el desarrollo del fruto.
La aplicacion de auxinas de sintesis durante el crecimiento lineal del fruto apenas altero
la evolucién de su concentracion de glucosa, que siguid una pauta practicamente
idéntica para todos los tratamientos, alcanzando al final de su desarrollo una
concentracion 14 veces superior, por término medio, a la del momento del tratamiento,
con independencia de éstos (Figura 8). La concentracion de fructosa, sin embargo,
progresd de modo distinto segun la auxina aplicada. Asi, mientras los frutos tratados
con 2,4-DP aumentaron su concentracion 6.5 veces durante el periodo de estudio, los
tratados con 3,5,6-TPA lo hicieron 5.7 veces, y los control sin tratar 4.6 veces (Figura 8).
La concentracion final de fructosa no mostré diferencias significativas entre los frutos

tratados con 2,4-DP o 3,5,6-TPA, pero si con los frutos control sin tratar (p<0.05).

La mayor concentracion de fructosa en los frutos tratados con 2,4-DP respecto de los
tratados con 3,5,6-TPA (Figura 8) no son solo consecuencia del mayor aporte de
azucares, como lo demuestra su mayor concentracion de sacarosa (Figura 7). En efecto,
la hidrdlisis de ésta y el metabolismo del sorbitol pueden modificarla marcadamente. La
sacarosa es hidrolizada en el citoplasma por accion de la invertasa y de la sacarosa
sintasa. La primera forma una molécula de fructosa y una de glucosa por cada una de
sacarosa, mientras que, la sintasa da una molécula de UDP-glucosa y una de fructosa.
La UDP-glucosa es un precursor de la sintesis de polisacaridos estructurales utilizados
en la formacién de la pared celular. Aunque la actividad de ambos enzimas no es
paralela ni independiente del propio metabolismo, en términos generales sugiere que la
hidrolisis de sacarosa en el citoplasma forma maés fructosa que glucosa. Si, por otra
parte, el sorbitol es oxidado a fructosa por accion de la sorbitol deshidrogenasa, no

resulta extrafio que la concentracion de fructosa sea superior a la de glucosa. (Figura 8).

Dicho de otro modo, la concentracién de fructosa podria tomarse como un indicador
indirecto de la actividad metabdlica durante el crecimiento del fruto y, por tanto, de su
estado de desarrollo y maduracion. Resulta interesante, bajo este punto de vista, el
paralelismo entre la accion de las auxinas sobre la evolucién de la concentracion de
fructosa en el fruto (Figura 8) y su accidn sobre la del diametro del fruto (Figura 3). Sin
embargo, la ausencia de diferencias en la concentracion de glucosa en los frutos de
cualquiera que sea el tratamiento recibido indica que aquella, la actividad metabolica,

no debe ser estequiométricamente distinta y deriva la menor concentracion de sacarosa
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y fructosa en los frutos tratados con auxinas de sintesis a fenomenos de dilucion que
explicarian, por un lado, esta diferencia y, por otro, el aumento del tamano final del
fruto. La accion de estas sustancias reduciendo la presion parietal ha sido demostrada
recientemente (Molina, 2014) y ayuda a comprender el fenomeno. Es mas, la mayor
concentracion de acido indolacético en la pulpa de los frutos tratados con esta auxina de
sintesis en las semanas siguientes al tratamiento (Figura 9), momento en que se
establecen las diferencias en el desarrollo del fruto y, por tanto, en su tamaio (Figura 3),

es coherente con esta idea.

29



706 707 708 709
200,0
180,0
Ty 160,0 - w==Control
a.
oo 1400 =@=35 6-TPA
£ 120,0 =r=2 4-DP
—
g 100,0
S
=5 80,0
© 60,0
40,0 -
20,0
0,0
12-mar 19-mar 26-mar 2-abr 9-abr 16-abr 23-abr
B 706 707 708 709 809
300,0
s=g=Control
- 250,0 s
a ,5,6-TPA
%: 200,0 wiz=2,4.DP
£
—
3 150,0 - 2
3 _ /
k] :
2 ]
e 100,0
50,0 -
0,0

12-mar 19-mar 26-mar 2-abr 9-abr 16-abr 23-abr

Figura 8. Influencia de la aplicacién de 2,4-DP (37.5 mg 1)y de 3,5,6-TPA (15 mg ™)
sobre la evolucion de la concentracion de glucosa (A) y fructosa (B) en el fruto del
nispero japonés cv. Algerie. Cada valor es la media de 4 repeticiones. Las barras
verticales indican el ES. En algunos casos el ES es inferior al tamafio del simbolo. En la

parte superior se presentan los estados fenologicos de la escala BBCH.

30



La aplicacion de auxinas de sintesis modificé el contenido hormonal del fruto en
desarrollo. La concentracion de ABA en la pulpa mostrd niveles muy bajos hasta etapas
proximas al cambio de color. En ese momento los arboles tratados tanto con 3,5,6-TPA
como con 2,4-DP, alcanzaron niveles entre 15000 y 20000 ng-g PS™ frente a valores
inapreciables (< 10 ng-g PS™) de los controles (Figura 9). El ABA se ha asociado con el
cambio de color en los frutos no climatéricos (McAtee et al., 2013), como lo es el
nispero japonés. Sin embargo, su papel en este tipo de frutos no es bien conocido. Asi,
en los frutos climatéricos su sintesis precede a la de etileno y su inhibicion retarda la
coloracion del fruto y el reblandecimiento de los tejidos (Leng et al., 2014). Por el
contrario, en los no climatéricos retarda diferentes procesos relacionados con la
maduracion del fruto (Rodrigo ef al., 2003) pero su sintesis es posterior a la de etileno
(Reig et al., 2015). Es mas, se ha sugerido la posibilidad de que en estos frutos la
sintesis de ABA sea mas bien el resultado y no la causa del proceso, dado que es el
ultimo producto en la sintesis de carotenoides y, por tanto, su concentracion aumenta
paralelamente a la coloracion del fruto. En todo caso, en los frutos climatéricos,
cualquier retraso en la sintesis de ABA, espontdneo o provocado, reduce la intensidad
del color del fruto (Gambetta et al., 2014). De acuerdo con todo ello, la sintesis
anticipada del ABA en los frutos tratados con auxinas de sintesis frente a la de los frutos
control de nuestro experimento indica una anticipacion de la entrada en color de éstos.
En efecto, un adelanto en la sintesis del ABA (Figura 9) indica que el fruto alcanza
antes su maximo tamafio y anticipa el cambio de color, en coherencia con nuestros

resultados (ver Tabla 1 y Figura 3).
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Figura 9. Influencia de la aplicacién de 2,4-DP (37.5 mg 1), 3,5,6-TPA (15 mg ") y su
combinacion sobre la evolucion de la concentracion de ABA (A), AIA (B) y tZ (C) del
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La concentracion de AIA en la pulpa del fruto aumenta con su crecimiento hasta que
¢éste lo completa, descendiendo a continuaciéon (Figura 9). Este descenso previo al
cambio de color ya fue puesto de manifiesto en el nispero japonés (Reig et al., 2015) y
coincide con el bajo nivel de auxina requerido para que el fruto cambie de color
(Manning, 1993), de acuerdo con el efecto inhibidor de la expresion de los genes de la
maduracion atribuido al AIA (Manning, 1994). De hecho se ha propuesto que el
momento del cambio de color de los frutos podria estar modulado por cambios en la
actividad biosintética de la auxina (Paul et al., 2012). Nuestros resultados son
coincidentes con ello y demuestran que los frutos tratados con 2,4-DP anticipan
significativamente el descenso en la concentracion de AIA respecto de los frutos control
(Figura 9), en coincidencia con su adelanto del cambio de color. La evolucion del
contenido en auxinas de los frutos tratados con 3,5,6-TPA, sin embargo, sigue
aumentando con el tiempo hasta mas alla del cambio de color del fruto, sin que exista

una explicacion coherente para ello.

La concentracion de #-zeatina disminuy6 con el desarrollo del fruto hasta el cambio de
color de éste (Figura 9). Este descenso tan acusado, véase como en los frutos tratados
con 2,4-DP su concentracion desciende de 18.2 a 2.0 ng g PS™, ha sido interpretado por
Reig et al. (2015) como una muestra de su implicacion en el proceso. De hecho, la
aplicaciéon de una concentracion de 5 mg "' o superior de kinetina antes del cambio de
color del fruto consigue retrasar significativamente la entrada en color del nispero
japonés ‘Jiajiao’ (Lou et al., 2012). Los frutos tratados con 3,5,6-TPA mostraron la
misma tendencia, si bien con valores de la concentracion de tZ marcadamente inferiores
(Figura 7). Las citoquininas estan relacionadas con en el proceso de maduracion de los
frutos y se han relacionado con su papel antisenescente (Nooden, 1988; Richmond and
Lang, 1957), de modo que se ha sugerido la necesidad de un descenso de su
concentracion en el fruto antes de que éste cambie de color para que el proceso se

produzca (Reig et al., 2015).
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IV. Conclusiones

1. La aplicacion de 15 mg 1" de 3,5,6-TPA o de 35 mg "' de 2,4-DP en pleno desarrollo

del fruto aumenta el tamafo final de éste y anticipa su maduracion en el nispero japonés.

2. Este efecto se relaciona con un aumento de la capacidad sumidero del fruto que

aumenta su concentracion en azucares de transporte (sacarosa) y de consumo (fructosa).

3. Su accidn esta regulada por una anticipacion de la sintesis de acido abscisico y por

una reduccion de la concentracion de acido indolacético y ¢-zeatina.
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ANEJOS

Resumen del test de contraste de homogeneidad Chi-cuadrado de las poblaciones de calibres comerciales

de los frutos de nispero japonés cv. Algerie procedentes de arboles control y tratados en el estado

fenologico 706 de la escala BBCH con 3,5,6-TPA (15 mg-1™"), 2,4-DP (35 mg-1"), y su mezcla.

Tabla de Frecuencias

M G GG GGG Total por Fila
CONTROL 7 29 32 2 70
% Recoleccion 10,00% 41,43% 45,71% 2,86% 25,00%
Observada - Esperada 5,00 3,75 -8,75 0,00
Chi-Cuadrada 12,50 0,56 1,88 0,00
3,5,6-TPA 0 28 41 1 70
% Recoleccion 0,00% 40,00% 58,57% 1,43% 25,00%
Observada - Esperada -2,00 2,75 0,25 -1,00
Chi-Cuadrada 2,00 0,30 0,00 0,50
2.4-DP 0 26 43 1 70
% Recoleccion 0,00% 37,14% 61,43% 1,43% 25,00%
Observada - Esperada -2,00 0,75 2,25 -1,00
Chi-Cuadrada 2,00 0,02 0,12 0,50
MEZCLA 1 18 47 4 70
% Recoleccion 1,43% 25,71% 67,14% 5,71% 25,00%
Observada - Esperada -1,00 -7,25 6,25 2,00
Chi-Cuadrada 0,50 2,08 0,96 2,00
Total por Columna 8 101 163 8 280
2,86% 36,07% 58,21% 2,86% 100,00%

Pruebas de Independencia

Prueba Estadistico Gl Valor-P
Chi-Cuadrada 25,924 9 0,0021

41



