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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado la variaciéon anual de la produccién de fotoasimilados y la
movilizaciéon de los mismos hacia sumideros en la variedad alternante de naranjo dulce
Salustiana’ (Citrus sinensis (L.) Osb.), y su relacién con el comportamiento reproductivo.
Las observaciones aqui presentadas indican que el comportamiento alternante de esta
variedad, que presenta arboles con elevado nimero de frutos (07) y arboles con escasa o
nula carga de fruto (¢f)) en un mismo afio, es debido a la baja intensidad de floracién que
se obtiene tras un afio de elevada cosecha, y no a una disminucién del cuajado.

En esta variedad, la tasa fotosintética no manifiesta grandes variaciones estacionales,
siendo las condiciones ambientales cambiantes entre los diferentes dias de un mes la
principal fuente de wvariacion. No se observan diferencias significativas en la tasa
fotosintética entre arboles o7 y off, si bien, en un mismo arbol oz, las hojas de brotes con
fruto presentan una tasa fotosintética ligeramente menor (10%) que las de brotes sin
fruto. La capacidad fotosintética permanece estable a lo largo del primer afio de vida de la
hoja, y disminuye un 20% durante el segundo.

Los azicares solubles en hojas de ‘Salustiana’ mantienen un nivel practicamente constante
durante todo el afio, mientras que el exceso de carbono fijado se destina a la produccion
de almidén, que es el carbohidrato que presenta mayores variaciones. Destaca, no
obstante, un incremento en azucares solubles durante la época invernal, que se produce
con independencia de la presencia de fruto. La variaciéon en carbohidratos se ajusta a los
cambios en la demanda de los diferentes sumideros. En los arboles of, el contenido de
almidén en hojas es superior que en los arboles oz entre marzo y agosto, siendo la
diferencia maxima (mas del doble) al final de la caida de fruto, en junio. Desde septiembre
hasta marzo, no se observan diferencias en el contenido en carbohidratos entre arboles oz
y off En el momento de plena floracién (abril), la concentracion de carbohidratos en las
hojas de los arboles oz disminuye considerablemente, con lo que la mayor parte de las
reservas almacenadas durante el afio ¢ff parecen destinadas a la formacién de flores
excedentes, cuyo coste es de unos 6 kg de materia seca. De estas observaciones, puede
concluirse que las reservas de carbohidratos en hojas no tienen un papel regulador ni
durante la induccién floral por bajas temperaturas, que tiene lugar entre noviembre y

tebrero, ni en el desarrollo de las flores, que se inicia entre febrero y marzo.



Con el fin de esclarecer las relaciones entre carbohidratos y floracién, vy,
fundamentalmente, si las importantes diferencias en carbohidratos observadas en el mes
de junio pueden ser responsables de las variaciones en floracion entre arboles o7 y off, se
realizaron tratamientos de rayado en arboles completos de ‘Salustiana’ desde el mes de
junio hasta noviembre, cuando el rayado deja de tener efecto sobre la floracion. El rayado
en junio provoca un incremento en carbohidratos en arboles ¢f, pero no en on,
fundamentalmente en azicares solubles, y un mayor porcentaje de brotes vegetativos,
aunque no de brotes reproductivos. En los arboles o7 este tratamiento no tiene efecto. El
rayado a primeros de septiembre aumenta los azucares reductores e incrementa la
floracién de la primavera siguiente en unas 50 flores por 100 nudos, independientemente
de la carga del arbol. Cuando el rayado se realiza en los meses de octubre y noviembre,
unicamente se da un aumento en la acumulacién de almidon y azucares reductores en
arboles gff, pero no viene acompafiado de un aumento significativo de la floracién. Sin
embargo, en mandarino satsuma ‘Owari’ (Citrus unshin Marc.), se observa que el aumento
en carbohidratos (almidén y aztcares no reductores) y el incremento de la brotacion y la
floracién se obtiene cuando el rayado se lleva a cabo en noviembre. Estos resultados
sugieren que existe un periodo de adquisiciéon de competencia para florecer, anterior a la
induccién floral, que es sensible al contenido en aztcares y que en naranjo dulce
‘Salustiana’ concluiria antes de octubre, mientras que en mandarino satsuma tendria una
mayor duracién.

Dado el papel de las giberelinas en la inhibicién de la floracién en citricos y con objeto de
comprobar si el contenido endégeno en yemas pudiera estar relacionado la transicion
floral, se cuantificaron estas hormonas desde el mes de julio hasta febrero. En el mes de
julio, el contenido en GA; es diez veces mayor en yemas de brotes con fruto que en
yemas de brotes sin fruto. Entre noviembre y febrero las giberelinas consideradas
metabolicamente activas se hallan en concentraciones menores a 0,1 ng ¢! (GA1) o son
indetectables (GA4), sin apreciarse diferencias entre yemas de brotes con y sin fruto. Asi,
las diferencias en giberelinas endégenas durante el periodo de induccién floral no son las
responsables del comportamiento alternante, si bien, las diferencias observadas en julio
apoyan la hipotesis de la existencia de un proceso anterior a la induccion floral de
adquisicion de la competencia de yemas para ser inducidas posteriormente, que

comprenderia el peridodo entre julio y agosto.



RESUM

En aquest treball s'ha estudiat la variacié anual de la produccié de fotoassimilats i la
mobilitzacié dels mateixos cap a embornals en la varietat alternant de taronger dol¢
Salustiana’ (Citrus sinensis (L.) Osb.), 1 la seva relacié amb el comportament reproductiu.
Les observacions presentades indiquen que el comportament alternant d'aquesta varietat,
que presenta arbres amb elevat nombre de fruits (o) 1 arbres amb escassa o nul 1a carrega
de fruit (gff) en un mateix any, és a causa de la baixa intensitat de floracié que s'obté
després d'un any d'elevada collita, i no a una disminuci6 del quallat.

En aquesta varietat, la taxa fotosintética no mostra grans variacions estacionals, sent les
condicions ambientals canviants entre els diferents dies d'un mes la principal font de
variacié. No s'observen diferencies significatives en la taxa fotosintetica entre arbres oz i
off, si bé, en un mateix arbre oz, les fulles de brots amb fruit presenten una taxa
fotosintetica lleugerament menor (10%) que les de brots sense fruit. La capacitat
fotosintetica roman estable al llarg del primer any de vida de la fulla, i disminueix un 20%
durant el segon.

Els sucres solubles en fulles de ‘Salustiana’ mantenen un nivell practicament constant
durant tot I'any, mentre que l'excés de carboni fixat es destina a la produccié de mido, que
és el carbohidrat que presenta majors variacions. Destaca no obstant aixo un increment en
sucres solubles durant l'época hivernal, que es produeix amb independencia de la
presencia de fruit. La variacié en carbohidrats s'ajusta als canvis en la demanda dels
diferents embornals. En els arbres gff; el contingut de mid6 en fulles és superior que en
arbres on entre marg 1 agost, sent la diferencia maxima (més del doble) al final de la
caiguda de fruit, en juny. Des de setembre fins a marg, no s'observen diferencies en el
contingut en carbohidrats entre arbres o7 1 gff. En el moment de plena floracié (abril), la
concentracié de carbohidrats en les fulles dels arbres oz disminueix considerablement,
amb el que la major part de les reserves emmagatzemades durant l'any off semblen
destinades a la formaci6 de flors excedents, el cost de les quals és d'uns 6 kg de materia
seca. D'aquestes observacions, pot concloure's que les reserves de carbohidrats en fulles
no tenen un paper regulador ni durant la inducci6 floral per baixes temperatures, que té
lloc entre novembre i febrer, ni en el desenvolupament de les flors, que s'inicia entre

febrer y mar.



Amb la finalitat d'esclarir les relacions entre carbohidrats i floracid, i fonamentalment si
les importants diferencies en carbohidrats observades en el mes de juny poden ser
responsables de les variacions en floracié entre arbres o7 1 off, es van realitzar tractaments
de ratllat en arbres complets de ‘Salustiana’ des del mes de juny fins a novembre, quan el
ratllat deixa de tenir efecte sobre la floracié. El ratllat al juny provoca un increment en
carbohidrats en arbres gff, pero no en on, fonamentalment en sucres solubles, i un major
percentatge de brots vegetatius, encara que no de brots reproductius. En els arbres on
aquest tractament no té efecte. El ratllat a primers de setembre augmenta els sucres
reductors i incrementa la floracié de la primavera segtient en unes 50 flors per 100 nusos,
independentment de la carrega de l'arbre. Quan el ratllat es fa en els mesos d'octubre i
novembre, Unicament es déna un augment en l'acumulacié de midé i sucres reductors en
arbres off, perd no provoca un augment significatiu de la floraci6. No obstant aixo, en
mandari satsuma ‘Owarti’ (Citrus unshin Marc.), s'observa que l'augment en carbohidrats
(mid6 i sucres no reductors) i l'increment de la brotacié i la floracié s'obté quan el ratllat
es duu a terme al novembre. Aquests resultats suggereixen que existeix un periode
d'adquisicié de competencia per florir, anterior a la induccié floral, que és sensible al
contingut en sucres i que en taronger ‘Salustiana’ conclouria abans d octubre, mentre que
en mandarf satsuma tindria una major durada.

Donat el paper de les giberelines en la inhibicié de la floracié en citrics i a fi de comprovar
si el contingut endogen en gemmes pogués estar relacionat amb la transicié floral, es van
quantificar aquestes hormones des del mes de juliol fins a febrer. En el mes de juliol, el
contingut en GA; és deu vegades major en gemmes de brots amb fruit que en gemmes de
brots sense fruit. Entre novembre i febrer les giberelines considerades metabolicament
actives es troben en concentracions menors a 0,1 ng g! (GA1) o sén indetectables (GA4),
sense apreciar-se diferéncies entre gemmes de brots amb i sense fruit. Aixi, les diferéncies
en giberelines endogenes durant el perfode de induccié floral no sén les responsables del
comportament alternant, si bé, les diferencies observades al juliol recolzen la hipotesi de
l'existencia d'un procés d'adquisicié de la competencia de gemmes per ser induides

posteriorment, que comprendria el periode entre juliol 1 agost.



ABSTRACT

In this work we have done a research study about the annual variation in production of
photoassimilates and mobilizing them into sinks in the alternate bearing 'Salustiana' sweet
orange (Citrus sinensis (L.) Osb.), and its relation to the reproductive behavior.
Observations indicate that the alternate bearing of this variety, with trees with high fruit
number (07) and trees with little or no load fruit (¢ff) in the same year, is due to the low
intensity of flowering obtained after a year of a high yield, and not to the decreased of
fruit set.

In this variety, the photosynthetic rate does not show major seasonal variations, being the
changing environmental conditions among the different days in a month the main source
of variation. No significant differences were observed in the photosynthetic rate among
trees oz and off, although in the same ox tree, the leaves of shoots that bear fruits have a
slightly lower photosynthetic rate (10%) than shoots without fruit. The photosynthetic
capacity remains stable throughout the first year of life of the leave, and decreases by 20%
for the second-one.

Soluble sugars in leaves of 'Salustiana' maintain a fairly constant level throughout the year,
whereas the excess of fixed carbon is used for the production of starch, which is the
carbohydrate with greater variations. Nevertheless, an increase in soluble sugars during
the winter season occurs regardless of the presence of fruit. The variation in
carbohydrates meets the changing demand of the various sinks. In gff trees, the starch
content in leaves is higher than in oz trees between March and August, and the maximum
difference (more than double) occurs at the end of fruit drop, in June. From September
until March, no differences in carbohydrate content among trees oz and off are observed.
At the time of full blossom (April), the concentration of carbohydrates in oz tree leaves
decreases dramatically. Most of the stocks during the ¢f year seem destined to the
formation of surplus flowers, with a cost of dry matter of about 6 kg. From these
observations it can be concluded that the reserves of carbohydrates in leaves do not have
a regulatory role in the floral induction which takes place between November and
February, also in flower development, which starts between February and March.

In order to clarify the relationship between carbohydrates and flowering, and ultimately

whether the dramatical differences in carbohydrate observed in June may be responsible



of the variations in flowering among trees oz and ¢ff , ringing treatments were performed
on complete 'Salustiana’ trees from June to November, when the ringing ceases to have
an effect on flowering. Ringing in June causes an increase of carbohydrates in gff trees, but
not in oz trees, mainly in soluble sugars, and a higher percentage of vegetative shoots is
observed, although not in the case of reproductive shoots. In the oz trees this treatment
has no effect. Ringing treatment in early September increases reducing sugars and
increases flowering in the upcoming spring in about 50 flowers per 100 nodes, regardless
of the fruit load. When ringed is done in October and November, there is only an
increase in the accumulation of starch and reducing sugars in ¢ff trees, but does not cause
a significant increase in flowering. However, 'Owati' satsuma mandarin (Citrus unshin
Marc.) shows that the increase in carbohydrates (starch and non-reducing sugars) and the
increase in sprouting and flowering is obtained when ringing treatment takes place in
November. These results suggest that there is a period of acquisition of competence to
flower, prior to the floral induction, which is sensitive to sugar content, and that in the
case of the 'Salustiana' sweet orange would end before October, whereas in satsuma
mandarin would have a higher duration.

Given the role of gibberellins in the inhibition of flowering in citrus and in order to prove
if endogenous content in buds could be related to flowering transition, these hormones
were measured from July to February. In July, the content of GA; is ten times higher in
shoot tips with fruit notes than in shoot tips unfruitful. Between November and February
gibberellins considered as metabolically active are in concentrations less than 0,1 ng ¢!
(GA1) or undetectables (GA4), with no differences observed between shoot tips with and
without fruit. Thus, differences in endogenous gibberellins in the floral induction period
are not responsible for the alternate bearing. Although, the differences observed in July
support the hypothesis of the existence of a period of acquisition competition in tips to

be induced to flower afterwards, that would include the period between July and August.
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INTRODUCCION

1. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA PRODUCCION, MOVILIZACION Y USO DE
FOTOASIMILADOS EN CITRICOS

Bajo condiciones de clima subtropical, los citricos de habito perennifolio acumulan
carbohidratos de reserva durante el periodo de reposo invernal y los movilizan durante la
brotacion de primavera (Goldschmidt y Koch, 1996). Este comportamiento de los citricos
es similar al descrito en arboles frutales de hoja caduca, en los que se acumulan
carbohidratos antes de la caida de la hoja, siendo utilizados durante el periodo de latencia
y el crecimiento que tiene lugar en primavera (Schaffer ef al, 1999; Naschitz ez al., 2010).
En la mayoria de arboles perennes estudiados, sin embargo, la brotacién primaveral
depende exclusivamente de los fotoasimilados producidos en las hojas ya existentes,
mientras que las reservas son utilizadas para el crecimiento de tallos y raices (Epron e7 al,

2012).

En arboles caducifolios, la rafz es el principal 6rgano de almacenamiento de
carbohidratos. La respiracion invernal, el inicio de la brotacién vegetativa primaveral y, en
ocasiones, la floracion, tiene lugar en ausencia de hojas fotosintéticamente activas,
dependiendo totalmente de las reservas del arbol (Loescher ¢ al., 1990). En los citricos las
reservas son almacenadas principalmente en raices, aunque también pueden encontrarse
altas concentraciones de carbohidratos en hojas y en corteza (Goldschmidt y Golomb,
1982). La tasa fotosintética durante el invierno es suficiente para permitir el crecimiento
(Syvertsen ez al., 1997; Goldschmidt, 1999). Por lo tanto, en el caso de los agrios, las
reservas de carbohidratos pueden no ser tan criticas como en los arboles caducifolios para

sobrevivir al invierno y poder llevar a cabo la brotaciéon en primavera.

La particién de carbohidratos y el contenido en almidén en los citricos depende de la
carga de frutos en el arbol, ya que el fruto es el principal érgano sumidero y, durante su
desarrollo, capta la mayoria de los fotoasimilados disponibles. Por ello, la acumulacién de
reservas esta inversamente relacionada con la carga de fruto (Goldschmidt y Golomb,
1982). Una restriccion en las mismas debida a una elevada fructificacion puede
desencadenar un comportamiento alternante en la producciéon (Monselise y Goldschmidt,
1982; Guardiola, 1992; Syvertsen y Lloyd, 1994) e incluso puede llevar al arbol al colapso
(Smith, 19706).
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El cuajado del fruto en los citricos viene determinado por el suministro de carbohidratos
(Duarte y Guardiola, 1996). La tipica y fuerte abscisién post-antesis suele coincidir con la
disminucién de las reservas, y, a partir de este momento, el suministro de carbohidratos

depende tnicamente de la tasa fotosintética, la cual limita el cuajado del fruto (Gonzalez-

Ferrer et al., 1995).

Un componente principal de la particién de carbohidratos es la translocacion de azdcares
desde los o6rganos fuentes, fotosintéticamente activos, hasta los organos o tejidos
sumideros, no fotosintéticos. En los citricos, como en la mayoria de las plantas, la
sacarosa es el principal azucar de transporte, que tiene lugar a través del floema
(Zimmerman y Ziegler, 1975). Diferentes proteinas de transporte estan involucradas en
este proceso, y actuan regulando la carga y la descarga del floema (Roitsch, 1999; Li e7 4/,

2012).

Otro componente de la particion de carbohidratos es la movilizacion de las reservas. El
almidén es el principal carbohidrato de acumulaciéon en plantas y las variaciones en su

contenido estan relacionadas con la regulacion del crecimiento (Geigenberger, 2011).

2. FOTOSINTESIS EN CIiTRICOS. INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES Y
ENDOGENOS

Las hojas de los citricos presentan tasas de asimilaciéon de CO2 menores a 12 umoles m-
s'l. Estos valores son relativamente bajos comparados con los presentados por otras
plantas C3, que se situan generalmente entre 20 y 30 wmoles m2s! (Syvertsen y Lloyd,

1994), lo que puede ser un factor limitante de su crecimiento y productividad

(Goldschmidt, 1999).

De entre los cultivos frutales, los citricos son uno de los mas importantes y extendidos en
el mundo (Talén y Gmitter, 2008), situandose su producciéon mundial cerca de los 50
millones de toneladas anuales (USDA, 2015), de los cuales 6 se producen en Espafia, 3 de
ellos en la Comunitat Valenciana IVACE, 2014). A pesar de ello, los mecanismos que
limitan su eficiencia fotosintética y, por lo tanto, su producciéon, han sido poco

estudiados. Una mejora en la eficiencia fotosintética requiere un mayor conocimiento de
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la importancia relativa de los factores ambientales, como temperatura, luz, concentracion
atmostérica de COz, y de los internos, como los niveles de carbohidratos o la edad de las

hojas (Jifon y Syvertsen, 2003).

2.1. Factores ambientales

Desde hace décadas se viene investigando la influencia de diferentes factores ambientales
sobre la fotosintesis en citricos, tales como el déficit de agua, altas temperaturas y altas
irradiancias (Vu y Yelenosky, 1988; Brakke y Allen, 1995; Jifon y Syvertsen, 2003; Guo e#
al., 2006). Sin embargo, la mayoria de los resultados se han obtenido estudiando la
respuesta fisioldgica a un determinado factor en condiciones controladas y/o durante un
corto periodo de tiempo (Ribeiro ez al, 2009a,b y 2012). Son escasos los experimentos
realizados a lo largo de un afio y utilizando plantas cultivadas en campo, en condiciones

naturales, con la excepcion de algunos desarrollados en Brasil sobre la variacién estacional

de la asimilacién de COz en hojas (Ribeiro y Machado, 2007; Ribeiro e al., 2009a,b).

2.1.1. Disponibilidad de CO,

La concentracion actual de COz presente en la atmosfera, situada aproximadamente sobre
los 400 ppm (AEMET, 2015), limita la capacidad fotosintética de la mayorfa de las plantas
C3, que muestran un gran potencial de respuesta al incremento del CO: disponible
(Bowes, 1993; Drake e al, 1997). Se ha demostrado que la exposiciéon a concentraciones
de CO2 de 800 ppm durante un afio favorece la fotosintesis en arboles tropicales y
subtropicales como mango, aguacate y macadamia (Schaffer e a/, 1999). Debido al
aumento en cerca de 50 ppm del CO; atmosférico que ha tenido lugar en las dltimas dos
décadas, en una gran diversidad de especies vegetales en el medio natural se ha constatado
un aumento en la tasa fotosintética y una disminucién en la transpiracion, con el

correspondiente incremento en la eficiencia del uso de agua (Keenan ez a/,, 2013).

T.a tasa fotosintética estd directamente relacionada con la actividad carboxilasa de la

enzima ribulosa bifosfato carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO), la cual a su vez esta

3



INTRODUCCION

marcadamente influida por la concentracién de COz y la temperatura. Actualmente, en las
plantas C3 la actividad carboxilasa de la RuBisCO esta limitada por la concentracion de

COz presente en la atmosfera.

Con respecto a los citricos, Keutgen y Chen (2001) comprobaron que la concentracion
optima de COz para la fotosintesis neta en Citrus madurensis Lour. se sitda entre 450 y 600
ppm. A dichas concentraciones, la fotosintesis llega a aumentar hasta un 300% en hojas
jovenes totalmente expandidas y un 90% en hojas mas maduras. También observaron una
disminucién de la fotosintesis a concentraciones de COz superiores a 600 ppm, que
podria ser debida a una menor actividad y/o concentracién de las enzimas del ciclo de

Calvin.

Estudiando el efecto a largo plazo de la exposicién a altas concentraciones de CO2 en
plantas de naranjo amargo (Citrus aurantium 1..) cultivadas durante 30 afios a 300 ppm por
encima del CO2 ambiental, se vio que éstas mostraban una mayor produccién de biomasa
en general y una mayor fructificaciéon en particular, que las plantas mantenidas en

condiciones ambientales (Idso y Kimball, 2001).

Un incremento en la temperatura favorece la actividad oxigenasa de la RuBisCO por el
descenso de la solubilidad de CO: en relacién a la del Oz y por la baja especificidad de la
RuBisCO por el COz. Esto resulta en grandes pérdidas de carbono anteriormente fijado
cuando la temperatura aumenta debido al fenémeno de la fotorrespiracion. Una
duplicacion de la concentraciéon de COz en la atmosfera inhibe la reaccién oxigenasa de la
RuBisCO, lo que puede moderar los efectos adversos de las altas temperaturas en la
fotosintesis de las plantas C3y aumentar asi la fijacién de COz, como se ha comprobado
en plantas del naranjo hibrido ‘Ambersweet” (Vu ez al., 2002). Estas plantas, sometidas
durante 29 meses a una elevada concentracion de COz (720 ppm) y elevadas temperaturas
(1,5° y 6°C por encima de la temperatura ambiental) tuvieron mayores tasas fotosintéticas
(40%), menor transpiracién y menor conductividad estomatica y mostraron una mayor
eficiencia en el uso del agua que aquellas que habian crecido a una concentraciéon de 360
ppm de COs. El contenido en azicares solubles y almidén en las hojas fueron mayores

bajo elevadas concentraciones de COs.

Algunas plantas muestran un descenso en la capacidad fotosintética (como por ejemplo,

una reduccién de la actividad y/o de la concentracién de la RuBisCO) con el aumento de
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la concentracién de COoz. La regulaciéon negativa de la fotosintesis, tanto en hojas jovenes
como maduras, debido a una elevada concentraciéon de COz a altas temperaturas parece

ser una respuesta cultivar especifica (Koch ez al., 1986, Vu et al, 1997, 1999, 2001).

2.1.2. lluminacidén y temperatura

En latitudes medias, donde se cultivan los agrios, los valores maximos de radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) en un dia soleado son de 2000 umol de fotones m=2s.

La fotosintesis en los citricos se satura para valores de PAR entre 600 y 700 wmol m2s-!

(Sinclair y Allen, 1982; Vu y Yelenosky, 1988; Jifon y Syvertsen, 2003).

Un exceso de luz afecta negativamente a las reacciones fotoquimicas, pero también
ocasiona un incremento de temperatura de las hojas que provoca, frecuentemente, déficits
hidricos y puede producir limitaciones de tipo estomatico, llegando a reducir la

fotosintesis, el crecimiento y la cosecha y calidad de los frutos (Jifon y Syvertsen, 2003).

La cubierta de los arboles de citricos puede absorber hasta un 90% de la radiacion directa
de longitud de onda baja (Green y Herber, 1967, citado por Syvertsen y Lloyd, 1994) y el
exceso de radiacion no canalizada hacia la fotosintesis ha de ser disipada para evitar dafios
en el aparato fotosintético (Genty y Harbinson, 1996). En citricos, se ha descrito la
existencia de mecanismos fotoprotectores (Chen e al, 2005), aunque la importancia de
los procesos de atenuacion, disipacién térmica y fotoinhibicién no ha sido esclarecida

Keutgen y Chen, 2001; Jifon y Syvertsen, 2003).
geny y Syv

El fenémeno de la fotoinhibiciéon, definido por primera vez por Kok en 1956, consiste en
una reduccién en la actividad de los fotosistemas que tiene lugar en la mayoria de las

plantas como consecuencia de un exceso de iluminacién, y que también se produce en los

citricos (Jifon y Sivertsen, 2003; Hu ez a/, 2007; Ribeiro y Machado, 2007).

En los citricos, la temperatura 6ptima para la fotosintesis se sitia entre 25 y 30°C,
mientras que temperaturas por encima de 35°C inhiben el proceso (Vuy Yelenosky, 1988;
Brakke y Allen, 1995; Guo e# al., 2006; Hu ez al., 2007). Para la mayoria de plantas C3, el
rango de temperatura 6ptimo de la fotosintesis esta situado entre los 15 y los 30°C.

Muchas plantas de sombra lo tienen entre 10 y 20°C, mientras que, en general, las plantas
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heliéfilas lo presentan entre 25 y 35°C y la mayor parte de las plantas C4 sigue

fotosintetizando bien a temperaturas aun superiores (Taiz y Zeiger, 2007).

La conductividad estomadtica en citricos es muy sensible a la temperatura y a las
diferencias de vapor de agua entre la hoja y la atmédsfera. La conductividad estomatica
decrece cuando aumenta la temperatura de la hoja y se incrementa la diferencia de presion
de vapor de agua (Habermann e a/, 2003; Jifon y Syvertsen, 2003). En estas condiciones,
disminuye la tasa de fijacion de CO.. La relacion entre la fotosintesis y la conductividad
estomatica es lineal ascendente para valores de conductividad estomatica entre 0,05 y 0,3

mol m?sl. A partir de este rango, la relacion se vuelve asintotica.

En las plantas C3 la actividad de la RuBisCO depende de la difusion del COs. En una
hoja iluminada, el CO. difunde predominantemente desde el aire hasta el cloroplasto,
pero para ello debe pasar por distintas partes de la hoja: la capa limite de aire, el poro
estomatico, los espacios de aire del apoplasto, la pared y membrana celular y la fase
liquida del simplasto. En cada uno de estos pasos se produce una disminucion progresiva
de la concentracion de COz (Farquhar y Sharkey, 1982). De esta manera, la concentracion
de COz en los espacios aéreos del interior de la hoja o COzintercelular (C;), es inferior a la
concentraciéon de COz atmostérico (C,) durante el dia, debido principalmente a la

resistencia que ofrecen la capa limite y los estomas.

La presion parcial de CO» intercelular puede ser usada como un indice de la limitaciéon de
la fotosintesis por los estomas. Si la disminucién de la fotosintesis estuviera causada en
primer lugar por una reduccién de la conductividad estomatica, entonces serfa de esperar

que la concentracion interna de COz (C;) disminuyese con el descenso de la fotosintesis.

Se ha observado que los factores no estomaticos tienen un papel mas importante que los
estomaticos en regular la fijacion de COz de las hojas de citricos con elevada radiacién y
alta temperatura. La limitacioén de los estomas a la fotosintesis se situa por debajo del 25%
(Jifon y Syvertsen, 2003). Las limitaciones no estomaticas a la fotosintesis implican
procesos de desajuste metabdlico, afectando a actividades enzimaticas (como el ciclo de
Calvin y el metabolismo de fotoasimilados), cadena de transporte de electrones, sintesis
de ATP, o a la integridad del aparato fotosintético (Cheeseman y Lexa, 1996). La

temperatura, la radiacion y el déficit hidrico afectan directamente a la actividad de la
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RuBisCO o a la tasa de transporte electronico en citricos (Vu y Yelenosky 1988; Syvertsen

y Lloyd, 1994).

En los agrios, la influencia de las bajas temperaturas sobre la fotosintesis ha sido poco
estudiado, existiendo sélo algunos trabajos sobre su influencia (Syvertsen ez al, 1983; Vu 'y
Yelenosky, 1988; Ribeiro ef al, 2009a,b). Ademas, la mayoria de ellos han sido realizados
bajo condiciones de cultivo controlado o semicontrolado, y no en condiciones normales

de cultivo en campo.

Es conocido que el sombreado de los citricos incrementa la fotosintesis y la
conductividad estomatica en dias con temperaturas mayores de 25°C (Syvertsen et al.,
2003). En ambientes calidos y con alta iluminacién, el exceso de radiaciéon puede
aumentar la temperatura de la hoja hasta 9°C por encima de la temperatura del aire. Con
un 50% de sombreo en ambientes con elevada radiacion, se puede reducir la temperatura
y la diferencia de presion de vapor, y asi incrementar la conductividad estomatica y la
fotosintesis, ya que aun hay luz adecuada para saturar el proceso de la fotosintesis, como

demostraron Syvertsen e a/. (2003) en el naranjo dulce (Citrus sinensis L. (Osb.)) ‘Navel
Spring’. Una PAR de 500 a 700 umol m-s!bajo sombreo, es suficiente para alcanzar las

tasas maximas de fijaciéon de COs..

2.2. Factores internos

2.2.1. Demanda de fotoasimilados

Los azucares presentes en los tejidos fotosintéticos podrian regular la fotosintesis
mediante sistemas de retroalimentacién tanto positivos como negativos (Paul y Pellny,
2003; Rolland ez al, 20006). La acumulaciéon de azicares en hojas en respuesta a la
disminucién de la demanda se considera un mecanismo de control negativo de la
actividad fotosintética en especies como tabaco (Paul y Driscoll, 1997), melocotonero
(Quilot ez al., 2004), mango (Urban ez al, 2004) o caté (Franck e al, 20006). Asimismo, se

ha sugerido la existencia de una retroalimentacién negativa de la fotosintesis en los
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citricos debida a una acumulacién de carbohidratos en hojas, si bien no se ha establecido

con claridad el papel de los azucares solubles o del almidén (Nebauer ez a/, 2011).

La regulacion de la fotosintesis por la demanda de sumideros ha sido demostrada en
especies del género Citrus usando arboles en maceta (Syvertsen y Lloyd, 1994;
Goldschmidt y Koch, 1996; Iglesias ez al., 2002) en diferentes sistemas experimentales: 1)
alterando artificialmente el balance entre fuentes y sumideros en el arbol mediante el
anillado de hojas (Goldschmidt y Huber, 1992; Iglesias ¢ al., 2002) y de ramas en ausencia
de un sumidero (Schaffer ez a/, 1986; Monselise, et al., 1986; Bustan ¢# al., 1992; Li et al.,
2003a), 2) mediante la inyeccién de sacarosa (Iglesias ez al., 2002), 3) eliminando el fruto
(Syvertsen et al, 2003) o 4) mediante el cultivo en una atmésfera enriquecida en COz
(Downton e# al., 1987). Los resultados obtenidos en estos estudios apoyan una inhibicién
de la fotosintesis provocada por el aumento de los productos fotosintéticos en las hojas.
Asi, la eliminacién del fruto en una rama puede provocar una reduccién considerable de
la tasa fotosintética si, previamente, se ha anillado la rama (Schaffer ez 2/, 1986; Monselise
et al., 1986; Bustan et al, 1992). Durante el invierno, Syvertsen e/ a/. (2003) encontraron
que arboles de naranjo dulce ‘Navel Spring’ tenfan un 40% menos de fotosintesis en
arboles en los que se habia eliminado el fruto que en arboles con frutos. Utilizando discos
escindidos de hojas expuestas a condiciones de oscuridad, se ha demostrado que la
maxima capacidad fotosintética de la hoja se encuentra relacionada con la capacidad de
consumo de carbohidratos, incluso en hojas con una elevada concentraciéon de
carbohidratos (Ribeiro ez al., 2012). También se han detectado efectos estacionales sobre

la relacion entre fotosintesis y contenido en carbohidratos.

Sin embargo, la influencia de la carga del fruto y el papel de la demanda por sumideros
sobre el control de la fotosintesis en los citricos permanece todavia sin ser explicado,
especialmente en plantas intactas cultivadas bajo condiciones cultivo habitual en campo
(Goldschmidt y Koch, 1996; Ribeiro et al, 2012), ya que el anillado y el resto de los
tratamientos artificiales que se han utilizado para manipular las relaciones fuente-sumidero
han podido alterar el estado metabélico del arbol (De Schepper y Steppe, 2010). Como
sefialan Ribeiro ef al. (2012), el estudio de las relaciones fuente-sumidero bajo condiciones
normales de cultivo y en plantas intactas evitarfa estas alteraciones sobre el metabolismo.
Pero en arboles completamente desarrollados y bajo condiciones regulares de cultivo, tal

inhibicién podria no ser apreciable dada la existencia de sumideros alternativos. El
8
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sistema radicular parece ser un sumidero particularmente fuerte y no saturable
(Goldschmidt y Koch, 1996) si bien no esta claro si la existencia de este sumidero tan
potente ejerce un control efectivo sobre la fotosintesis en condiciones normales. Sélo la
eliminacién del fruto en condiciones que restringen el crecimiento de las raices, reduce la
tasa fotosintética (Lenz, 1978). Este efecto se ha observado en cerezo (Roper ¢ al., 1988)

y manzano (Lakso ez al., 1989).

Los trabajos llevados a cabo en la variedad ‘Murcott’ de Citrus reticulata Blanco por Li et al.
(2003a,b,c) sefialan que la expresién de diversos genes relacionados con el metabolismo
de carbohidratos puede responder a cambios en azicares especificos. Estos trabajos
concuerdan con la hipétesis postulada por Iglesias ez al. (2002), segtn la cual la regulacion
de la fotosintesis en funcién del equilibrio fuente-sumidero podria estar mediada por el

contenido de azucares en hojas.

Por otra parte, una acumulaciéon de granulos de almidén, que tiene lugar a elevadas
concentraciones de nitrégeno o de COz, pueden alterar la estructura y funciéon del
cloroplasto, o interferir con el ensamblaje de la membrana de los tilacoides (Bondada y
Syvertsen, 2003). Ademas, la conductividad del CO: depende de la superficie del
cloroplasto adyacente a la membrana plasmatica, por lo que la modificacion morfoldgica
de los cloroplastos debida a la acumulaciéon de almidén, puede ser un factor importante

que disminuya la transferencia y la tasa de fijaciéon de COs.

En ausencia de sumideros, se produce una rapida modulacion de la expresion de genes
implicados en los cambios adaptativos en la particiéon de fotoasimilados. La sintesis de
sacarosa y la carga del floema son bloqueadas en las hojas, mientras que el carbono fijado
se destina a la produccién de almidén. Cambios relativos en la transformacién almidén-
azucares solubles, aunque no el contenido per se, podria ser una sefial de regulacién de la

fotosintesis (Nebauer ez al., 2011).

2.2.2. Capacidad fotosintética de las hojas

Hay pocos estudios sobre la influencia de la edad de la hoja sobre la fotosintesis. La
variacion en la asimilacién de CO:z en relaciéon a su desarrollo ha sido estudiado en

mandarino satsuma (Citrus unshin Marc.) por Iglesias e al (2002), mostrando que el
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maximo en la actividad de la hoja se alcanza durante el primer afio y que durante el
segundo afio de vida la tasa fotosintética desciende a valores del 60-70%. Teniendo en
cuenta que las hojas de los citricos duran mas de 24 meses (Spiegel-Roy y Goldschmidt,
1996), y que el porcentaje de hojas de mas de 12 meses por arbol es del 30 al 50%, el
conocimiento sobre la variacion fotosintética en funcién de la edad de la hoja en naranjo

dulce puede ser de gran interés.

2.2.3. Nutricidn mineral

La influencia de la nutricién mineral en la eficacia fotosintética de las hojas es un factor
no analizado en profundidad. Elementos como fésforo y nitrégeno estan directamente
implicados en el metabolismo fotosintético (Paul y Driscoll, 1997). El efecto del
contenido en nitrégeno en hojas sobre la fijacién fotosintética de COz ha sido estudiado
en citricos, observandose que las maximas tasas de fotosintesis se alcanzan con
concentraciones moderadas de nitrégeno (Bondada y Syvertsen, 2003), pero no se conoce
si la reducciéon en los niveles de fosforo (elemento directamente implicado en el
metabolismo fotosintético) que tiene lugar en la brotaciéon de primavera, y que no resulta
transitoria (Sanz et al, 1987), puede afectar a la capacidad fotosintética de las hojas

durante el cuajado del fruto.

3. VARIACION ANUAL EN LOS REQUERIMIENTOS DE FOTOASIMILADOS EN CITRICOS

3.1. Caracteristicas y fases del desarrollo de los arboles

El periodo juvenil en los citricos varfa entre los 6 o 20 primeros afios de vida,
dependiendo de especies y condiciones de crecimiento. Durante esta estapa las plantas
muestran un crecimiento vegetativo muy vigoroso, hojas con forma caracteristica y

desarrollo de espinas en las axilas de las mismas (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

Para que la floracién tenga lugar, algunos de los meristemos apicales con crecimiento

vegetativo deben cambiar su programa de desarrollo a un programa de crecimiento
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generativo, en un proceso que se conoce como transicion floral. La transicion floral puede
dividirse en dos etapas: la primera consiste en la adquisicién de la competencia o habilidad
para responder a los factores inductivos de la floraciéon y la segunda etapa es la
determinacién del meristemo. Un meristemo que ha estado expuesto a los factores
inductivos de la floracion esta determinado si conserva el mismo programa de desarrollo

reproductivo, incluso después de haber sido apartado de su entorno (Bernier ef a/, 1981).

La adquisicion del estado competente del meristemo depende principalmente de la edad
de la planta. A partir de una edad determinada, las plantas adquieren un estado de
madurez reproductiva en el que son capaces de responder a los factores inductivos de la
floracién. Sin embargo, una vez que las plantas han alcanzado este estado, la competencia

de sus yemas sigue dependiendo de otros factores, no del todo conocidos.

Por dltimo, para que la floracién tenga lugar es necesaria la diferenciacion, que consiste en
una serie de cambios anatémicos y morfolégicos en el meristemo que inician la
morfogénesis de los primordios florales. Posteriormente, se desarrollan los o6rganos

florales y, finalmente, se produce la antesis de las flores.

Una vez que los arboles han alcanzado el periodo adulto, las yemas pueden formar
diferentes tipos de brotes reproductivos (Guardiola ¢f al, 1977). Puede tratarse de brotes
generativos uniflorales o multiflorales, ambos sin hojas, o bien de brotes mixtos
uniflorales o multiflorales, ambos con hojas. No hay cambios morfolégicos observables
en las yemas axilares que van a producir brotes vegetativos o reproductivos hasta semanas

antes de la brotacion (Krajewsky y Rabe, 1995a).

Tradicionalmente, la larga fase juvenil de los citricos se ha venido reduciendo mediante
injerto de yemas adultas sobre diversos patrones para adelantar la entrada en produccién

de los arboles.

Los arboles citricos realizan el crecimiento de su parte aérea en varios ciclos de brotacion
definidos, cuyo nimero y distribucién a lo largo del afio son caracteristicos de la especie y
dependen fundamentalmente de factores climaticos, los cuales a su vez influyen sobre la

movilizacién de reservas (Goldschmidt, 1999).

En climas tropicales, y en algunos subtropicales, en los que la temperatura media anual

supera los 18°C, los citricos presentan un nimero muy elevado de brotaciones, sobretodo
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en limero (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle y C. latifolia Tan.) y limonero (C. /limon (L.)
Burm.), lo que conduce a un crecimiento casi continuo de su parte aérea. En estos casos,
la floracién se produce varias veces al afio (Cassin ez al, 1969; Mendel, 1969), si bien la
floracion mas importante se concentra en la estacion primaveral (Pereira, 2003). En estas

regiones, la brotacién estd determinada principalmente por la disponibilidad de agua.

En climas subtropicales, el inicio del crecimiento de los brotes esta regulado por la
temperatura, que debe ser mayor de 12,5°C, y el desarrollo de nuevos brotes tiene lugar
generalmente en tres ciclos de brotacion anuales (Monselise, 1985). La brotacién mas
importante es la brotacién de primavera, que tiene lugar entre marzo y abril en el
hemisferio norte, y entre septiembre y octubre en el hemisferio Sur. En este periodo las
temperaturas oscilan entre los 12 y los 20°C. Una segunda brotacion (brotaciéon de
verano), puede tener lugar a principios de verano (entre junio y julio en el hemisferio
norte, y alrededor de enero y febrero en el sur), coincidiendo con el final de la caida
fisiol6gica del fruto (conocida como caida de junio), cuando las temperaturas se
encuentran entre los 25 y los 30°C. En septiembre, segin especies y condiciones

climaticas, puede tener lugar otra brotacién (brotacion de otofio).

Los brotes nuevos pueden ser brotes vegetativos, brotes generativos y brotes mixtos. La
brotacion tiene lugar, principalmente, en las yemas axilares de brotes vegetativos

formados en brotaciones anteriores (Verreynne y Lovatt, 2009).

El crecimiento de las raices alterna con los flujos de brotaciones de la parte aérea
(Bevington y Castle, 1985). No obstante, durante el invierno, el crecimiento de los tallos
cesa y la tasa de crecimiento de las raices disminuye, incluso cuando las temperaturas no

son inferiores a 12 5°C.

La intensidad de la brotacién y la proporcion en la que se presenta cada tipo de brote en

plantas adultas esta condicionada por varios factores, entre los que se encuentran:

- La variedad: en mandarino satsuma ‘Owari’ la proporcion de brotes vegetativos formados
en la brotacién de primavera es mayor que en otras variedades (Guardiola, 1981;

Guardiola ez al., 1982).

- El momento de brotacion: los brotes generativos se producen principalmente en la brotacion

de primavera. En las brotaciones de verano y otofio, generalmente, no se forman flores o
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muy escasamente, y los brotes formados tienen mayor nimero de entrenudos y son mas

largos y con hojas mas grandes que las formadas en primavera (Schneider, 1968).

- La edad de las yemas: la tasa de brotacion decrece con la edad de la yema (Guardiola ez a/,
1977; Monselise, 1985; Davenport, 1990a). Asi, en naranjo dulce ‘Washington Navel’ la
brotaciéon mas elevada se encuentra en yemas formadas durante la brotaciéon de otofio
(con 5 meses de edad en el momento de la brotacién), mientras que sobre las yemas con
mas de un afio de edad se obtienen muy pocos brotes (Guardiola e al, 1977). Esto es
debido probablemente al control apical de yemas mas jovenes (Krajewski y Rabe, 1995a),
ya que la eliminacién de los brotes formados durante la dltima brotacién en mandarino
clementino ‘Nules’ (Citrus reticulata) tiene como consecuencia un aumento de la brotacién
de los nudos mas viejos, con la formacion de brotes vegetativos y algunas inflorescencias
con hojas (Krajewski y Rabe, 1995b). En naranjo dulce ‘Washington Navel’ las yemas
jovenes forman mas brotes generativos que las yemas mas viejas. E1 57% de los brotes
formados en la madera de primavera son vegetativos, mientras que en las maderas de
verano y otoflo la proporciéon de brotes vegetativos es 10 veces menor (Guardiola ez al.,

1977).

- La posicion en la rama: existe un gradiente de brotacion a lo largo del brote, siendo las
yemas en posiciones apicales las que mas brotan, con independencia de la edad de la yema
(Guardiola et al, 1977; 1982; Garcia-Luis ef al, 1988, en mandarino satsuma). En las
inflorescencias, la flor apical es la mas grande, como en una inflorescencia cimosa

(Monselise, 1985).

- La intensidad de la brotacion y la floracion: un aumento en el nimero de flores conlleva un
aumento paralelo de brotes multiflorales sin hojas (Moss, (1969) en la variedad de naranjo
dulce ‘Washington Navel’; Guardiola ez @/, (1977) en ‘Navelate’;, Becerra y Guardiola,
(1984) en ‘Navelina’; Agusti ez al, (1985) en ‘Salustiana’ y Almela, (1990) en mandarino

satsuma).

- La temperatura durante la brotacion: las inflorescencias mixtas se desarrollan mas tarde que
las inflorescencias puramente vegetativas, coincidiendo con temperaturas mas altas en el

campo (Moss, 1969; Lovatt e al., 1984, ambos en “Washington Navel’).

- La orientacion en el drbol. en mandarino satsuma hay mas brotes uniflorales sin hojas en la
cara norte del arbol y en la parte baja de la copa (Ehara ez a/, 1981).
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El cuajado se define como la fase de desarrollo que marca la transicion de una flor
(ovario) a un frutito que se desarrollard hasta la madurez (Leopold y Kriedman, 1975). El
cuajado es consecuencia de la combinacién de un nivel de hormonas favorable y un
suministro adecuado de metabolitos (Guardiola, 1997). En los cultivares con semillas el
cuajado depende de la polinizacién y la fecundacion. La mayor parte de los cultivares
citricos son sin embargo, partenocarpicos, como los naranjos del grupo de las navel, los
mandarinos de tipo satsuma y el naranjo dulce ‘Salustiana’ (Gonzalez-Sicilia, 1968). La
capacidad de cuajar fruto partenocarpico se ha relacionado con niveles altos de auxinas y
giberelinas en los ovarios en antesis (Gustafson, 1939; Garcia-Papi y Garcia-Martinez,

1984; Talon et al., 1992, 1997).

Casi todas las especies y variedades del género Citrus forman un numero muy elevado de
flores, y buena parte de los frutitos se desprenden del arbol durante la post-antesis y hasta
diez o doce semanas tras la floraciéon (Goldschmidt y Monselise, 1977; Guardiola, 1988),
de manera que raramente el porcentaje de cuajado (entendido como frutos que llegan a la
madurez) supera el 5% (Guardiola, 1992), y en ocasiones, es inferior al 0,2% (Agusti ez al.,

1982).

En la mayoria de los cultivares, el cuajado suele ser mayor en inflorescencias con hojas
(Primo-Millo e al, 1977; Van Rensburg e al., 1996; Ruiz ez al., 2001), como es el caso de

naranjo ‘Salustiana’ (Fortunato-Almeida, 2003).

3.2. Utilizacién de fotoasimilados durante la brotacion, floracion y fructificacion

A pesar de que la floracion ha podido ser correlacionada con la acumulacién de
carbohidratos en algunos trabajos realizados en citricos (Smith, 1976; Goldschmidt y
Golomb, 1982), el nivel de carbohidratos parece no ser el unico factor que regula la
formaciéon de flores (Goldschmidt, 1999; Garcfa-Luis y Guardiola, 2000). Durante la
floraciéon y el cuajado del fruto, parte de las reservas son transportadas a los 6rganos
reproductivos (Akao ez al., 1981), pero la contribucién de las reservas a estos procesos
puede variar ampliamente, ya que la disminucién de las mismas difiere entre cultivares
(Borras et al, 1984; Gonzalez-Ferrer et al, 1984) e incluso entre experiencias con un

mismo cultivar (Garcia-Luis ¢ a/, 1988; Ruiz y Guardiola, 1994; Ruiz e 4/, 2001). Esta
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reduccion ha sido relacionada con el nimero de flores (Garcia-Luis ef al, 1988) y hay
algunos estudios que ponen de manifiesto el efecto de las reservas con el comportamiento
alternante (Goldschmidt y Golomb, 1982) y que relacionan las diferencias entre
contenidos de almidén entre cultivares con la carga de fruto (Borras ez al, 1984). Sin
embargo, no se tienen conclusiones definitivas que relacionen la floracién con el
contenido de carbohidratos en especies y cultivares citricos (Garcia-Luis ez al, 1988;
Lovatt et al, 1988; Garcia-Luis e/ al, 1995a,b; Martinez-Fuentes e al, 2010). Por otra
parte, una minima cantidad de carbohidratos es requerida para la brotacién de las yemas y
la iniciacién floral, mientras que los datos ofrecidos por diferentes estudios sugieren que
la existencia de otros factores de control pueden oscurecer la existencia de esta
correlacién, indicando que la relacién floracion-almidon permanece todavia sin probar
(Goldschmidt ez al.,, 1985; Garcia-Luis ef al., 1988; Martinez-Fuentes e al., 2010; Martinez-
Alcantara ef al., 2015).

3.3. Comportamiento alternante

El comportamiento alternante o vecero consiste en que se alternan afios de elevada
floracién y fructificacién (afios o) con afnos de baja o nula floracién, y por tanto, poca o
ninguna produccion de frutos (afios gff ). La alternancia en la produccién es un fenémeno
bastante extendido en especies lefiosas tanto de habito perennifolio como caducifolio, ya
sean especies de caracter agricola como son los arboles frutales (Davies, 1957; Singh,
1971) o de interés forestal, como coniferas y hayas (Daniel ef a/, 1982). En éstas ultimas,
las especies que fructifican abundantemente todos los afios se denominan “cadafieras”,
(Peman y Navarro, 1998). La alternancia entre afios oz y gff es generalmente bianual, pero
también un aflo oz puede estar seguido por varios afios ¢ff. La sincronizacién entre
diferentes arboles en una misma plantacién o en una misma regiéon esta desencadenada
por condiciones ambientales que reducen la cosecha, como altas o bajas temperaturas,
estrés hidrico, etc. Una vez iniciada, la vecerfa se consolida mediante el efecto de la carga
de fruto sobre factores endégenos del arbol, que en dltima instancia modifican la

intensidad de la floracién (Samach y Smith, 2013).
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En los citricos, el comportamiento alternante es bastante habitual en los cultivares de
naranjo (‘Valencia’ (Jones ef al, 1976), ‘Shamouti’ (Goren ez al., 1971; ‘Washington Navel’
(Goren y Monselise, 1971); ‘Salustiana’ (Agusti ez al, 1992)), de pomelo (Citrus x paradisi
Macfad.) ‘Marsh’ (Betancourt ez al, 2008) y, especialmente, de mandarinos hibridos de
maduracion tardfa, tanto los que forman semillas en el fruto (‘Moncada’ o ‘Murcott’)

como en TDE-4’, ‘Garb{’ o ‘Safor’, que no presentan semillas (IVIA, 2015).

Se considera que, en la practica, todas las variedades citricas son potencialmente veceras si
un manejo inadecuado provoca campafias de produccioén excesivamente elevadas o, por el
contrario, demasiado escasas. En un afio de baja cosecha se producird un nimero
reducido de frutos de gran calibre y, en general, de mala calidad comercial. Si la cosecha es
abundante, los frutos seran numerosos pero con un calibre reducido (Ferenczi e al,
1999), produciéndose una reduccién en la brotacién y en la floraciéon siguiente,

perjudicando la cosecha posterior (Gambetta ez al, 2005).

Para evitar la entrada en el patrén de produccién alternante, los citricultores utilizan
habitualmente practicas de cultivo que conducen a una estabilidad de la produccién, que
incluyen la aplicacién de fitorreguladores. En campo, se realizan tratamientos para el
control de la floracién en afios con tendencia excesiva a la producciéon, como son las
aplicaciones de acido giberélico en los meses de noviembre y diciembre (Monselise y
Halevy, 1964; Guardiola ¢ al, 1977, Martinez-Fuentes et al, 2004) o al inicio de la

brotacion, en febrero (Guardiola ez al., 1982), asi como la poda de ramas.

Para aumentar la floracion en afios gff, se ha demostrado la eficacia de las aplicaciones de
urea durante los meses de invierno (Lovatt et ¢/ a/, 1988; Ali y Lovatt, 1992) y de
inhibidores de las giberelinas como el paclobutrazol (Agusti e al, 2003), si bien éste
ultimo tratamiento no esta autorizado en la actualidad). También se ha demostrado el
efecto del adelanto de la cosecha (Martinez-Fuentes ¢# /., 2010) y del rayado en verano o

en otoflo, dependiendo de la especie y de la variedad (Agusti e a/., 1992).

Asimismo, es posible aumentar el calibre de los frutos mediante tratamientos de rayado al
final de la caida fisiologica de frutos (Agusti ef al, 1992), el aclareo manual o eliminacién
de frutos durante el periodo de crecimiento de los mismos (Jones ez al,, 1974; Monselise y
Goldschmidt, 1981) y la aplicaciéon de auxinas de sintesis como el acido 3,5,6-tricloro-2-

piridil oxiacético (3,5,6 TPA) para aumentar la fuerza sumidero de los frutos (Agusti ez 4/,
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2001). El cultivo de los citricos bajo malla de sombreo o con acolchado del suelo
incrementa el desarrollo del arbol y su productividad, y puede favorecer la regularidad en

la produccién (Trénor y Requena, 2001; Talon e7 al., 2003).

4. REGULACION DE LA FLORACION EN CiTRICOS

Los citricos, y las plantas en general, han desarrollado una complicada red de sefializacion
molecular que les sirve para percibir condiciones ambientales y florecer en el momento
del afilo mas apropiado. La floracion esta controlada por sefiales ambientales (como la
longitud de los dias, la temperatura y la disponibilidad de agua) y por factores endégenos

(como el estado nutricional y hormonal).

4.1. Influencia de los factores externos

Los citricos se consideran especies autoinductivas porque no requieren un factor concreto
indispensable para desencadenar la floracién (Guardiola, 1981; Monselise, 1985;
Davenport, 1990a, Krajewski y Rabe, 1995a). Sin embargo, hay factores ambientales que
regulan el momento, la intensidad y la duraciéon de la floracién de los citricos, asi como
también el tipo de flores producidas, su distribucién en el arbol, el porcentaje de cuajado
y, por ultimo, la cosecha resultante. De entre estos factores, los mas importantes son el

frio en climas subtropicales y el déficit hidrico en regiones tropicales.

4.1.1. Efecto de las bajas temperaturas

Las bajas temperaturas tienen dos efectos sobre las yemas: inducir la floracion y liberar la
latencia de las mismas, permitiendo que broten cuando suben las temperaturas. La
separacion de ambos efectos es dificil de llevar a cabo, ya que el aumento en la floracion
de las yemas expuestas a bajas temperaturas podria deberse a que las yemas florales tienen
una latencia mas débil que las vegetativas (Garcfa-Luis y Guardiola, 2000; Smith y

Samach, 2013). La latencia de los citricos esta impuesta por la influencia de otros 6rganos
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(paralatencia) y es eliminada por tratamiento de bajas temperaturas. Cultivando 7 vitro
yemas aisladas, puede separarse el efecto de la inducciéon floral del de la brotacién y, de
esta forma, ha sido demostrado el efecto inductivo per se de las bajas temperaturas

(Garcfa-Luis e al, 1992b).

Una vez que los arboles han alcanzado el periodo reproductivo, la competencia de las
yemas para responder a bajas temperaturas presenta una variaciéon estacional. Las yemas
de mandarino satsuma ‘Owari’ cultivadas 7z vitro se vuelven mas sensibles a la induccion
por bajas temperaturas a finales de otofio (Garcia-Luis y Kanduser, 1995), mientras que
plantas cultivadas en maceta de limonero, mandarino satsuma ‘Owari’ y Citrus macrophylla
West. muestran una mayor induccion de la floracion en los meses de enero y febrero en
respuesta a bajas temperaturas (Avila, 2004). Esta circunstancia, combinada con las bajas
temperaturas propias de esta época del afio, parece ser la causa de que la floracion
principal se concentre en la primavera, con el aumento de las temperaturas, en climas

subtropicales (Garcia-Luis y Guardiola, 2000).

La época en que se produce la induccion floral en citricos no esta bien determinada, ya
que los primeros signos de morfogénesis floral no se detectan hasta inmediatamente antes
de la brotacién. Durante el reposo invernal, los apices estin histolégicamente
indiferenciados hasta la brotacién de primavera (Iwahori y Oohata, 1981; Guardiola,
1981; Guardiola ez al,, 1982; Lord y Eckardt, 1985). Tanto las aplicaciones de giberelinas a
principios del mes de septiembre, como el rayado en otofio y la eliminacién del fruto
afectan a la floracién de la primavera siguiente, lo que indica que algun proceso de la
transicion floral tiene lugar antes del reposo invernal (Guardiola, 1981; Garcia-Luis e 4/,
1986a; Iwahori ez al, 1990). Por otra parte, la capacidad de las giberelinas aplicadas
ex6genamente de revertir el desarrollo de las yemas florales a vegetativas demuestra que la
determinacién irreversible de las yemas tiene lugar muy tarde, al empezar la brotacion
(Iwahoti y Oohata, 1981; Guardiola, 1981; Guardiola ef a/, 1982; Lord y Eckardt, 1985).
Davenport (1990b), atirma que en limero “Tahiti’ (Citrus latifolia Tan.) la induccién floral

tiene lugar inmediatamente antes de la iniciacién de la morfogénesis floral.

Las bajas temperaturas deben ser percibidas por la parte aérea de la planta, quedando

demostrado que la exposicion de raices a las bajas temperaturas no tiene efecto sobre la
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induccién (Davenport, 1990a), y que, en concreto, deben ser percibidas por las mismas

yemas (Garcia-Luis ¢f al, 1992b).

La época de frio tiene lugar cuando los dias son cortos, y por ello se ha postulado que los
fotoperiodos con pocas horas de luz predisponen la induccién de la floracién por bajas
temperaturas. De hecho, se ha demostrado que los dias cortos con temperaturas altas
(30°/25°C) no tienen efecto inductivo, pero si son capaces de aumentar la respuesta
inductiva con temperaturas medias (de 24°/19°C), mientras que en temperaturas bajas
(18°/13°C) la induccién es la misma con dias cortos que con dias largos (Moss, 1973). Sin
embargo, como indica Davenport (1990), en condiciones naturales es muy dificil separar

el efecto del fotoperiodo y las bajas temperaturas.

Se ha comprobado que la competencia no esta determinada por la edad de la yema, ya que
la capacidad para responder a factores que inducen la floracion se adquiere
simultaneamente en las yemas formadas durante las brotaciones de primavera y verano
(Garcia-Luis et al, 1992ab). Segin los mismos autores, si bien la presencia del fruto
podria influir en la adquisicion de competencia de las yemas, ya que reduce la formacion
de flores, no parece ser el dnico factor, pues no tiene influencia sobre los cambios

estacionales en la respuesta a la vernalizacion.

El umbral de temperatura para la induccion floral no ha sido determinado con precision,
asumiéndose que estda alrededor de 19°C (Davenport, 1990a). Inoue (1990) sitia esta

temperatura umbral en 25°C.

En plantas de naranjo dulce ‘Washington Navel’ la intensidad de la floracién esta
relacionada con el descenso de la temperatura entre 22 y 10°C (Moss, 1969). Sin embargo,
yemas de mandarino satsuma ‘Owari’ cultivadas zz vitro florecen independientemente de la
temperatura de incubacién en un rango de los 10 a los 20°C (Garcfa-Luis ez al, 1992b).
Las temperaturas entre 0 y 4°C, no sé6lo no inducen floracién, sino que también inhiben la

formacion de flores en yemas inducidas.

La respuesta de la floracién a las bajas temperaturas es cuantitativa ya que su intensidad
incrementa con la duracién del tratamiento en frio (Moss, 1969; Southwick y Davenport,

1986) y con la disminucién de temperaturas (Moss, 1969, 1973).
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4.1.2. Efecto del estrés hidrico

Un estrés hidrico moderado durante periodos prolongados de tiempo promueve la
floracién en los citricos (Nir ez al., 1972). De hecho, el estrés hidrico se ha utilizado para
inducir la floracion en cultivos comerciales, y en algunos casos se ha conseguido producir
cosecha fuera de temporada en diversas especies como limonero (Chaikiattiyos e al,
1994), hibridos de mandarino (Tamim e7 a/, 1996), limero (Southwick y Davenport, 1987;
Pire y Rojas, 1999) y naranjo dulce (Almaguer ef al., 1997). La “forzatura” ha sido una
técnica habitual en Palermo (Italia) que permite una cosecha de limén ‘Verdelli’ al
incrementar la floracion de verano tras una etapa en el que se restringe el aporte de riego

(Barbera ez al., 1985).

Las caracteristicas de la respuesta al estrés hidrico, aunque difieren entre especies de
citricos, se ha descrito que dependen de la duracion y de la intensidad del mismo. Goell ez
al. (1981) indican que un periodo corto de estrés es efectivo para iniciar y promover el
crecimiento en diferentes épocas de brotacién. Otros autores describen etapas de 40 a 60
dfas como suficientes para promover la induccién y diferenciaciéon de flores en citricos
(Nir et al, 1972). Southwick y Davenport (1986) comparan el efecto de la intensidad del
estrés en limero “T'ahit{’ e indican que dos semanas de estrés hidrico severo (-3.5 MPa) o 4
semanas de estrés moderado (-2.3 MPa) son suficientes para saturar la floraciéon. Otros
autores también han descrito que el grado de induccion fue proporcional a la severidad y
la duracién del estrés hidrico (Singh y Chadha, 1988; Gusolsatit e# a, 2003; Avila, 2004).
En otros casos la duracién del estrés no afecta a la respuesta, aunque si el nivel de estrés

(Pire y Rojas, 1999).

Una cuestiéon importante y poco estudiada es la variacion estacional de la sensibilidad al
efecto del estrés hidrico. Al igual que ocurre en respuesta a las bajas temperaturas
(Nebauer e al, 2006), Avila (2004) indica cambios en la competencia de las yemas a la
induccién por estrés hidrico. Un periodo de sequia en diferentes momentos del afio
provoca siempre un incremento de la brotacién, de forma que cuando se someten a
arboles de limonero, mandarino satsuma o limero a estrés hidrico en primavera se forman
tanto flores como brotes vegetativos, de acuerdo a lo descrito por otros autores
anteriormente. Sin embargo, cuando el estrés se impone en junio, Unicamente se forman

brotes vegetativos. Estos resultados sugieren que las yemas no son competentes para ser
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inducidas, o que las condiciones ambientales, fundamentalmente altas temperaturas,

pueden eliminar la induccién de la floracion.

Algunos autores han descrito la presencia de una iniciacién floral perceptible durante el
periodo de estrés hidrico. Nir ez al. (1972) observaron primordios de inflorescencias en
arboles de limonero ‘Eureka’ a las 5 semanas de someterlas a déficit hidrico. Las yemas
axilares brotaron una vez que las partes florales estaban completamente formadas.
Southwick y Davenport (1986, 1987) observaron que la induccién ocurrié durante las dos
semanas de imposicion del estrés hidrico, seguida por la iniciacién de primordios de
sépalos de la flor en posicion terminal, antes de terminar el perfodo de sequia. Al reanudar

el riego se produjo un crecimiento rapido y desarrollo de flores (Davenport, 1990a).

4.2. Influencia de la presencia de fruto

4.2.1. Efecto de la presencia del fruto

Se considera que la principal causa del comportamiento alternante en los citricos es el
efecto inhibidor del fruto sobre la formacién de flores en la brotaciéon principal de
primavera (Monselise y Goldschmidt, 1982; Becerra y Guardiola, 1984; Agusti ¢z al,
1985). En variedades de produccion regular, la cantidad de flores formadas también esta
inversamente relacionada con la cantidad de fruto en el afio anterior (Becerra y Guardiola,
1984), si bien en estos cultivares, el nimero de flores formadas no es un factor limitante

del cuajado del fruto (Guardiola, 1992).

En el efecto de la inhibicién del fruto sobre la floracién hay que considerar, al menos, dos
aspectos. Por una parte, el fruto reprime la formacién de brotes vegetativos durante las
brotaciones de verano y otofio. Las flores se forman en primavera en yemas axilares de
brotes vegetativos (sin fruto). Por tanto, una reduccién en su numero disminuye los
lugares posibles de floracion (Monselise y Golschmidt, 1982; Guardiola, 1992). Este
efecto puede ser mas importante en variedades alternantes, las cuales forman la mayoria
de brotes no vegetativos durante la brotacién de primavera del afio o, y es entonces
cuando dejan de formar las yemas que darfan lugar a los brotes florales el siguiente afio,

de baja producciéon (Verreyne y Lovatt, 2009). En segundo lugar, el efecto mas
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importante del fruto sobre la floracién es una accién directa sobre el comportamiento de
la yema, reduciendo el nimero de flores formadas por nudo disponible. Gran parte de
este efecto viene de una limitacion en la brotacion de la yema (Becerra y Guardiola, 1984),
aunque también ha sido demostrada una inhibiciéon especifica del desarrollo de

primordios florales (Garcia-Luis ez al,, 1995b).

El efecto del fruto sobre la floraciéon depende del nimero de frutos en desarrollo pero
también del momento en que se cosechen. Es bien conocido que el fruto en los agrios
ejerce un efecto inhibitorio sobre la floracién que depende de la época del afio (Garcfa-
Luis ez al., 1986a; Southwick y Davenport, 1987; Iwahorti ez al, 1990; Verreyne y Lovatt,
2009; Martinez-Fuentes et al, 2010). Iwahori ez al (1990) indican que en mandarino
satsuma, este efecto es maximo durante septiembre y octubre, mientras que Martinez-
Fuentes ez al. (2010), en naranjo dulce “Valencia’, proponen que este efecto es maximo en
noviembre, cuando el fruto ya ha alcanzado el 90% de su tamafo final. Para los diferentes
cultivares, el momento de maximo efecto inhibitorio del fruto, coincide con los perfodos
en los que los arboles son mas sensibles a la manipulacién exdégena, tal como el anillado y

la aplicacion de giberelinas (Garcfa-Luis ez al, 1986; Martinez-Fuentes e al., 2010).

En las variedades tempranas, como las de mandarino satsuma, el fruto se suele cosechar
en septiembre u octubre, al menos un mes antes de que se produzca la induccién floral
por bajas temperaturas, lo que indica que el fruto no tiene un efecto directo sobre la
formacion de flores en ese periodo (Garcia-Luis y Kanduser, 1995). En estas variedades,
la mayor parte del efecto inhibitorio del fruto sobre la floracién se ejerce durante los
meses de otoflo (septiembre a noviembre) y probablemente mas temprano, antes de la
madurez comercial del fruto. Verreyne y Lovatt (2009) han constatado que en mandarino
‘Pixie’ (Citrus reticulata) el aclareo del fruto a principios de verano incrementa la floracion
siguiente, aumentando el nimero de yemas brotadas. Cuando se elimina el fruto antes de
la induccion floral aumenta la formacion de flores (Garcfa-Luis ef al, 19860b; Verreyne y
Lovatt, 2009). Por el contrario, la presencia del fruto durante la exposicion a temperaturas
inductivas al principio del invierno no tiene efecto significativo sobre la floraciéon (Garcia-

Luis et al.,, 1986a, 1995b).

En cultivares de maduracién tardia, la floracion se induce mientras el fruto estd todavia

inmaduro. En naranjo dulce “Valencia’ el fruto inhibe la floraciéon desde que completa su
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crecimiento hasta la maduracién, y no antes. La inhibicion se produce en el numero de
yemas florales brotadas, no en la cantidad de flores por brote (Martinez-Fuentes ez al.,

2010).

Se ha propuesto que el efecto inhibidor del fruto sobre la floracion se realiza a través de la
sintesis de giberelinas (Goldschmidt y Monselise, 1972). La presencia de giberelinas en los
frutos de los agrios ha sido constatada en numerosos trabajos (Garcfa-Luis ez al, 1985;
Goldschmidt ez al,, 1997), comprobandose que disminuye conforme madura el fruto. Los
contenidos en giberelinas endégenas en el xilema son mas elevados en arboles con
muchos frutos (Saidha ez a/, 1983) y en las variedades con semilla, las cuales, en general,
presentan mas tendencia al comportamiento alternante (Monselise y Goldschmidt, 1982).
Por otra parte, la fecundaciéon de los primordios seminales aumenta la presencia de
giberelinas en los ovarios, lo cual favorece el cuajado, posiblemente aumentando la
capacidad de movilizacién de carbohidratos hacia los frutitos en desarrollo, lo que
finalmente traduce en una mayor carga de fruto (Talon ez a/, 1990). Las aplicaciones
exbégenas de giberelinas durante la floracion tienen los mismos efectos descritos, mientras
que la emasculacion o la aplicaciéon de inhibidores de la sintesis de giberelinas como el
paclobutrazol, provoca la abscisiéon de los ovarios en desarrollo (Ben-Cheikh ez al, 1997;

Agusti ez al., 2003; Goldschmidt y Samach, 2004).

4.2.2. Regulacion hormonal

Las giberelinas son hormonas con efectos diferentes y especificos sobre la floracion.
Generalmente estimulan el proceso en la mayorfa de las plantas herbaceas (Wilkie e 4/,
2008), pero tienen un papel inhibitorio en algunas plantas perennes. Se han relacionado
las bajas concentraciones de giberelinas enddgenas con el aumento de la floracién en
especies lefiosas (Moncur y Hasan, 1994). En la mayoria de los arboles frutales, incluidos
los citricos, las giberelinas tienen, generalmente, un efecto inhibitorio en la floracién

(Gonzalez-Rossia et al., 2006; Wilkie ez al., 2008).

Esta ampliamente aceptado que las giberelinas promueven el crecimiento vegetativo en
plantas perennes en detrimento del desarrollo reproductivo. La aplicaciéon de acido

giberélico (GA3) en 4apices inhibe la respuesta en la floracion de Fuchsia hybrida hort. ex
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Siebert & Voss, al tiempo que reduce la concentraciéon de sacarosa en los mismos,
probablemente promoviendo el transporte de los azucares hacia brotes vegetativos que,
por el contrario, ven aumentada su tasa de crecimiento (King y Ben-Tal, 2001). En vid
(Viitis vinifera 1..) GAs inhibe la formaciéon de flores y promueve la formacion vy

crecimiento de zarcillos (Boss y Thomas, 2002).

Tanto la aplicacién exégena de giberelinas durante otofio e invierno, como la presencia
del fruto, conducen a una respuesta inhibitoria sobre la brotaciéon y floraciéon de los
citricos (Mufioz-Fambuena ¢ al, 2012a). Sin embargo, la aplicacion de exdégena de
giberelinas no provoca el mismo efecto sobre la brotacién y la floraciéon que la existencia
de fruto. Cuando se aplican en las fases de induccion y diferenciacion temprana, las
giberelinas impiden o disminuyen fuertemente la formacién de flores (Monselise y Goren,
1969), incluso cuando la diferenciacion ha progresado a nivel de la formaciéon de los
primordios de sépalos (Nir ez a, 1972). Un tratamiento con acido giberélico entre finales
de noviembre y mediados de diciembre reduce hasta un 50% la floracion de la primavera

siguiente, dependiendo de la concentracién aplicada (Agusti y Almela, 1991).

En citricos, la aplicacion en otofio de GA; corrige la veceria de ciertas variedades ya que,
al disminuir la floracién, atenda el efecto de una carga fisiologica excesiva de un afio oz
La eficacia de este efecto inhibitorio estd bien documentada, siendo dependiente del
tiempo exacto de su aplicacion, de las condiciones climaticas locales, de la variedad tratada
y de la concentracién y caracteristicas del tratamiento (Garcia-Lufs ef al, 1986b; Lotd y
Eckard, 1987; Goldschmidt ez a/, 1997; Goldberg-Moeller e al., 2013). Resultan efectivas
las aplicaciones en otofio (desde noviembre hasta final de diciembre) que inhiben la
induccién floral, asi como las aplicaciones mas tardias (desde mitad de enero hasta
tebrero), cuando la diferenciacion floral ya puede ser observada en microscopio, con la
iniciacion de sépalos. No obstante, existen diferencias varietales en la época de
sensibilidad a los tratamientos. Asi por ejemplo, en mandarino satsuma se observa una
mayor sensibilidad al tratamiento un mes posterior a cuando resultan sensibles el naranjo

dulce “‘Washington Navel’ y el mandarino clementino (Guardiola ez a/, 1982).

Se ha constatado que la sensibilidad de las yemas a la inhibicion por giberelinas es mucho
menor en brotes reproductivos con hojas que en brotes reproductivos sin hojas, que son

los que mayormente disminuyen su numero (Garcia-Luis e# a/., 1986b; Lord y Eckard,
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1987; Goldberg-Moeller ez al., 2013). Los brotes vegetativos no se ven inhibidos por las
aplicaciones de giberelinas, e incluso en algunos estudios, éstas tienen como resultado un
mayor numero de brotes vegetativos (Garcia-Luis e# al., 1986b; Goldberg-Moeller ez al.,

2013).

Por otra parte, el fruto induce la acumulacién de 4cido abscisico (ABA) en las yemas, lo
cual podria ser también un factor regulador de la floracién (Shalom ez al, 2014). No hay
que olvidar el papel del ABA en el mantenimiento de la latencia de la yema, que puede
influir en el comportamiento alternante. Cuando se aplica exdgenamente, se ha
comprobado que el ABA sélo es capaz de retrasar la brotacion cuando el tratamiento se
efectia en una época tardfa (finales de diciembre) en la que el efecto inhibitorio del fruto
ya se ha completado (Garcia-Luis ef al, 1986a). Sin embargo, también se ha sugerido la
posibilidad de que el ABA promueva la floracién, ya que se han detectado
concentraciones mas altas de ABA en hojas de arboles ¢ff (que van a florecer
intensamente) y arboles o7 a los que se habfa eliminado el fruto, que en hojas de arboles o7

intactos (que van a florecer menos; Koshita ez a/., 1999; Okuda, 2000)

Se ha descrito un aumento de los niveles endégenos de acido indolacético (AIA) en hojas
desde octubre a diciembre, detectandose a altos niveles en ramas anilladas (Koshita ez a/,
1999). Recientes investigaciones con mandarino ‘Murcott’ (Shalom ez @/, 2014) sefalan
una menor concentraciéon de AIA en yemas de arboles de arboles gff (que van a florecer)
y arboles o7 a los que se habia eliminado el fruto, que en yemas de arboles oz control, y
relacionan estos niveles con la transcripcién de los genes implicados en el transporte polar
de auxinas. El papel inhibitorio de las auxinas sobre la floracion tras un afio oz en plantas
perennes ha sido sugerido mas recientemente (Smith y Samach, 2013). La aplicacion de
auxinas de sintesis, como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), durante el invierno
reduce la floracién en mas de un 30% en naranjo dulce ‘Navelate’ (Guardiola ez al., 1977).
Sin embargo, tratamientos exdgenos con la auxina sintética acido naftalenacético (ANA)

estimulan la floraciéon en mandarino satsuma (Sato ez af, 2007).

Las citoquininas promueven la brotacion en diferentes especies citricas (Hendry ef al,
1982), pero no regulan la induccioén floral (Inoue e Ikoma, 1991). El tratamiento exégeno
con la citoquinina sintética benciladenina (BA) incrementa el nimero de nudos que

brotan. En los arboles tratados el numero de flores por arbol aumenta como resultado de
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un aumento en la frecuencia de yemas brotadas, pero el nimero de flores por nudo

brotado no es afectado.

4.2.3. Efecto de la disponibilidad de fotoasimilados

La presencia de fruto en el arbol es causante de variaciones en la acumulaciéon y
movilizacién de carbohidratos en el arbol, lo cual puede estar relacionado con su efecto
inhibitorio (Goldschmidt, 1999; Garcfa-Luis y Guardiola, 2000; Mufioz-Fambuena ef 4/,

2012b) como ya se ha comentado en el apartado 3.2.

4.3. Control génico de la floracion

4.3.1. Bases moleculares de la floracion en especies modelo

Los diferentes factores, tanto internos como externos, que participan en la regulacién de
la floracién, activan rutas de sefializacion particulares que acaban convergiendo en ciertos
genes claves que integran informacién de distinta naturaleza (genes integradores florales).
En dltima instancia, éstos se encargan de poner en marcha los grupos de genes

responsables del desarrollo de la flor (Blazquez ez al., 2011).

En las dltimas tres décadas, ha sido muy importante el avance en el conocimiento de estos
mecanismos moleculares y genéticos que controlan el proceso de la floracion. Hay
numerosas revisiones tanto en especies monocotiledéneas como en dicotiledoneas
anuales (Alexandre y Hennig, 2008; Turck ez a/, 2008; Amasino, 2010; Blazquez et al,
2011; Andrés y Coupland, 2012) como en especies perennes (Hanke ez a/, 2007; Wilkie ez
al., 2008; Andrés y Coupland, 2012). Sin embargo, el conocimiento en éstas ultimas es,
hasta hoy, relativamente limitado (Pilliteri ez a/, 2004a,b; Jaya et al, 2011). En sistemas
muy estudiados como arroz (Oryza sativa L.), especies de chopo (Populus trichocarpa (Torr.
& Gray).y Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., la floracién parece regulada por genes y redes
de sefalizacion similares, si bien hay que indicar que la mayor parte de la investigacion se

ha desarrollado con arabidopsis. En esta planta anual, se ha podido comprobar la
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implicacién en el control del momento de la floracién de aproximadamente 180 genes,
gracias a la identificacién de mutantes y al empleo de plantas transgénicas (Fornara ez al.,

2010).

Se ha llegado a la aceptacion general de que hay cuatro rutas principales que regulan la
induccién floral: la ruta de control por fotoperiodo, la ruta de la temperatura, la ruta de la
edad y la ruta de control por giberelinas y nutrientes (Jack, 2004; Amasino, 2010), que
muestran un alto grado de interaccién. Uno de los principales genes integradores en el
que convergen diferentes rutas, como la ruta del fotoperiodo y la temperatura, es el
FLOWERING LOCUS T (FI). FT se expresa mayormente en hojas desarrolladas, y la
proteina FT es transportada via floema hasta los meristemos. La proteina FT' interactda
con FD, codificada por FLOWERING LLOCUS D (FD), presente en los apices antes de
las condiciones de inducciéon: FT regula el momento de la transicion floral, mientras FD
regula espacialmente la floracién (Abe et al, 2005; Wigge ez al., 2005). Es el complejo

FT/FD el que activa los genes de identidad de meristemo floral.

- En la ruta dependiente del fotoperiodo, la longitud de los dias se percibe a través de
mecanismos en los que participan los fotorreceptores y el reloj circadiano. La coincidencia
de un ritmo interno de expresion del gen CONSTANS (CO) con una senal luminosa
externa hace que, en dia largo, se dé una mayor estabilidad y actividad de la proteina CO,
que conduce a la activacion del gen FT, y al también gen integrador SOC7 (SUPPRESOR
OF OVEREXPRESION OF CONSTANS 1). Las proteinas FT y SOC1, inducen los
genes de identidad floral APETAI.AT (AP1) y LEAFY (LFY), que inician la expresioén

en cascada de genes del desarrollo floral (Blazquez ez al., 2001).

- En la ruta dependiente de la temperatura, se han podido identificar unos pocos genes que
establecen el requerimiento de vernalizacion. El gen FI.C (FLOWERING LOCUS C) de
Arabidopsis  thaliana codifica un factor de transcripcién que actia como un potente
represor de la floraciéon. La proteina FLC impide la activaciéon de los genes integradores
florales FT'y SOCT, que inducen el inicio de la floraciéon. Por otra parte, el aumento
paulatino de la temperatura cuando se acerca la primavera, es percibido como una sefal

que conduce a la sintesis de las proteinas FCA (FLOWERING LOCUS CA) y FVE
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(FLOWERING LOCUS VE). Estas proteinas también inhiben la expresion de FLC
(Sheldon ez al., 2002; Kim e# al., 2002).

- Ruta de las giberelinas y los nutrientes. Las giberelinas, que regulan multiples aspectos del
crecimiento vegetativo, resultan esenciales para la floracion de Arabidopsis, y otras plantas
de dia largo, bajo condiciones no inductivas de dfa corto (Wilson e# af, 1992). En estas
condiciones, las giberelinas activan dianas moleculares tales como el gen de identidad
floral del meristemo LLFY a través de una ruta de sefializacion que es independiente de la
ruta del fotoperiodo (Blazquez y Weigel, 2000). No obstante, se han puesto de manifiesto
ciertas interacciones entre los componentes de la ruta de las giberelinas y algunos genes de
la ruta de floracién dependiente del dia largo (Blazquez ez al, 2001). Giberelinas y
nutrientes actian promoviendo la floracion a través de una ruta comun de sefalizacion.
El analisis de la concentracion de sacarosa y de GA4 en plantas crecidas en dfa corto
revela que ambos compuestos comienzan a acumularse en el apice de la planta justo antes
de la floracion (Eriksson ez al, 2000). Las giberelinas y la sacarosa actian de forma
sinérgica activando el promotor de LLFY. Ahora bien, las giberelinas no son las unicas
hormonas implicadas en el control de la floracién. Los brasinoesteroides y las giberelinas
podrian compartir elementos de sefializacion en el control de la floracién (Blazquez ez al,

2001).

- Ruta dependiente de la edad. Al aumentar la edad de la planta, la concentracién del factor de

transcripcion SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE) incrementa.

Asi pues, una serie de rutas convergen para regular un pequefio numero de genes
integradores que estimulan el desarrollo floral. La iniciacion floral implica un cambio
drastico en la arquitectura de la planta que esta regida por la interacciéon de genes que
determinan la identidad del brote, tales como TFL7 (TERMINAL FLOWER 1) y TFL.2
(TERMINAL FILLOWER 2), y aquellos que determinan la identidad de meristemo floral,
tales como LFY y APT (Blazquez et al, 2001). El nivel de expresiéon de LEFY es ya
detectable en primordios florales y va incrementando hasta la transicion floral (Blazquez e#

al., 1997; Hempel et al, 1997) y es determinante de la identidad floral del meristemo. En
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contraste a LLFY, la expresion de AP7 aparece en el estado inicial del meristemo floral
cuando ya se ha iniciado la transicion. Los principales reguladores de la expresion de AP7
son LFY y FI. Mientras LLFY y AP7 especificarfan la identidad floral del meristemo,
TFLT especificaria el tipo de inflorescencia (Shannon ez al., 1991; Blazquez e# al., 2000).

Los genes de identidad del meristemo floral codifican factores de transcripciéon cuyas
dianas son otros genes, los llamados genes de identidad de 6rgano, que son responsables
de la diferenciacién floral, y determinan espacialmente la identidad de los distintos
6rganos florales mediante la interaccion entre ellos segun el modelo ABCDE basado a su
vez en el modelo ABC postulado por Coen y Meyerowitz (1991) en Arabidopsis (Egea-
Cortines y Davies, 2000).

4.3.2. Bases moleculares de la floracion en citricos

En los ultimos afios, han sido numerosos los genes relacionados con la floracién en
especies citricas que han sido aislados y de los que se ha evaluado su expresion, tales
como LFY, AP1, TFL1, FT, SOC1, FL.C'y SPL5 (Kobayashi ez a/,1999; Pefia et al., 2001,
Pillitteri ez al., 2004a,b; Endo et al.,, 2005; Dornelas ez al., 2007; Tan y Swain, 2007; Zhang et
al., 2009; Nishikawa ez al, 2007 y 2010; Zhang et al, 2011; Mufioz-Fambuena ez al., 2011,
Shalom ez al, 2014). Estudios posteriores han descrito la existencia de tres genes
homodlogos de FI: CiFT1, CGiFI2 y CiFI3 (Nishikawa ef al, 2007; Shalom e al., 2012;
Samach, 2013). Por el contrario, no se han encontrado homélogos de FRI (FRIGIDA) ni
de otros genes integrantes de la ruta de la vernalizacion como [/RNT

(VERNALIZATION 1 o VRN2 (VERNALIZATION 2) (Dotnelas ¢f al, 2007).

La expresion constitutiva de los genes LY o APT de Arabidopsis (Pefia et al, 2001) en
citrange ‘Cartizo’ (Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) y de ortologos de F'T'
(CiFT) en P. trifoliata (Endo et al., 2005) y en mandarino satsuma ‘Okitsu’ (Nishikawa e7 al.,
2007), reduce drasticamente la fase juvenil, permitiendo florecer a plantas de un afio de
edad. Con LFY y AP, las plantas transformadas siguen necesitando condiciones
inductivas de bajas temperaturas para florecer. Por el contrario, la sobreexpresion de
CiFT conduce a la floraciéon de plantas jovenes sin mediar inducciéon por bajas

temperaturas. La sobreexpresion transgénica de LLE'Y y AP7 provoca efectos pleiotropicos
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negativos, dando como resultado un desarrollo anormal. Esto no sucede en el caso de

CiFT (Pefia et al., 2001; Endo ef al., 2005; Nishikawa ez al., 2007).

No se conoce todavia cudles son los factores que desencadenan la adquisicién de la
competencia de la yema en 4arboles adultos de citricos. La expresion de CiFT en
mandarino satsuma muestra un incremento estacional durante los meses de otofio e
invierno, periodo durante el cual transcurre la induccién floral, y también aumenta con la
exposicion a temperaturas de 15°C, las cuales a su vez inducen la floraciéon. En plantas
sometidas a 25°C, las cuales no florecen, la expresion de este gen no se ve afectada
(Nishikawa ez a/, 2007 y 2010). No obstante hay que indicar que en los trabajos citados se
habla de un unico gen FT. El trabajo de Shalom e a/. (2012) indica que el homodlogo
implicado en la induccién de la floracion es CHT2, mientras que CFTT y CiFT3 parecen

estar relacionados con el control del crecimiento vegetativo.

En definitiva, se ha observado que los cambios en la expresion de CiFT estan

correlacionados con la periodicidad estacional de la floraciéon (Mufioz-Fambuena e al,

2011; Nishikawa, 2013).

En los ultimos afios el efecto inhibitorio de las giberelinas en la floracion de los citricos ha
sido estudiado a nivel molecular (Munioz-Fambuena ¢ a/., 2012a; Goldberg-Moeller ¢t al.,
2013). Los efectos de la aplicacion de acido giberélico sobre la expresion en hojas de los
genes que regulan la floracién han sido descritos por Mufioz-Fambuena e7 a/. (2012a) en

mandarino ‘Moncada’ y en yemas de mandarino ‘Orri’ por Goldberg-Moeller ¢7 al. (2013).

Asimismo, también se ha estudiado la expresion de este tipo de genes y su relacién con el
comportamiento alternante en hojas de mandarino ‘Moncada’ (Mufioz-Fambuena ez 4/,
2011, 2012b, 2013), en hojas de naranjo ‘Salustiana’ (Mufioz-Fambuena ¢ 4/, 2012a) y en

yemas de mandarino ‘Orri’ (Shalom ez af, 2012).

En estos trabajos se indica que la aplicacién de acido giberélico durante la induccion floral
en naranjo ‘Salustiana’ reduce la expresion de CiFT en las hojas, mientras que la aplicacion

de paclobutrazol revierte el efecto (Mufioz-Fambuena e7 al., 2012b).

Por otra parte, Goldberg-Moeller ¢z al. (2013) han demostrado en mandarino hibrido

‘Orr” que, como resultado del tratamiento otofal de acido giberélico, disminuye la
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transcripcion de FT'y AP7 en yemas y que la expresion de estos genes es mayor en yemas

de arboles en afio gff que en arboles en oz (Shalom ez al., 2012).

Los estudios sobre la expresion del gen LLFY muestran resultados contradictorios. Asi, se
observa que la presencia del fruto disminuye la expresién de este gen en hojas y yemas
Ademads, el tratamiento con paclobutrazol, aumenta la expresion de este gen (Mufioz-
Fambuena e a/, 2012a,b; Shalom e# al, 2012). Sin embargo, el tratamiento con acido
giberélico durante el perfodo de induccion floral, incrementa su expresion hasta el mes de

enero, para disminuir con posterioridad en febrero (Goldberg-Moeller ¢z al.,, 2013).

5. LA PRACTICA DEL ANILLADO

5.1. Descripcion y usos de la practica del anillado

El anillado de ramas es una técnica que forma parte del manejo agronémico tradicional de
distintas especies frutales, en las que se lleva a cabo con el objetivo principal de disminuir
el crecimiento vegetativo y aumentar el desarrollo de flores o frutos, dependiendo de la
¢poca de realizacion (Noel, 1970). Consiste en la eliminacién de un anillo de corteza del
tronco o de las ramas principales del arbol y tiene como finalidad la interrupcion temporal
del transporte floematico, tratando de no perjudicar el xilema secundario. Para lograr esta

interrupcion, se emplean principalmente dos técnicas:

- Anillado (propiamente dicho): consiste en la separacion de un anillo completo de corteza
del tronco o de las ramas principales, de varios mm de anchura (entre 2 mm y varios cm,

segiin zona y cultivo).

- Rayado: consiste en la incisiéon anular o helicoidal, sin separacion de la corteza, realizando

un corte alrededor de toda la rama, de 1 mm de anchura aproximadamente.

En ambos casos los cortes se llevan a cabo con unas tijeras de filo curvo, especialmente

disefladas para estas operaciones.

Aun cuando se trata de evitar producir dafios en la madera, el callo que se forma como

reaccion de herida puede colapsar los vasos mas externos del xilema (Cohen, 1981)
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interfiriendo con ello en la funcionalidad del transporte por este tejido. En cuanto al
floema, la opinién de algunos autores es que la restauracion de los tejidos nunca llega a
ser completa de forma que la practica continuada de esta técnica va reduciendo
lentamente la capacidad de transporte del arbol (Gonzalez-Sicilia, 1968). El anillado es,
por tanto, una practica polémica por los efectos indeseados que pueden derivarse, incluida
la muerte de la planta, con lo cual s6lo debe ser aplicada en arboles sanos (Cohen, 1981).
El anillado completo de todas las ramas principales del arbol o del tronco, sélo se ha
venido realizando en la fruticultura tradicional el afio anterior al que el agricultor habia
decidido cambiar de variedad (Juan et al, 1995) dados los peligros que pueden derivarse

de un tratamiento indebido.

Son varias las revisiones publicadas sobre los efectos de esta practica, tanto en frutales en
general (Noel, 1970; Goren ez al., 2003), como en especies citricas (Krajewsky y Rabe,
1995a). En ellas se cita que, ya en 1762, Fitgerald estudio la transiciéon de ramas anilladas
de cerezo de un estado vegetativo a uno de floracién y fructificacion, y que Knight, en
1820, mostrd que, tras el anillado, se obtenfa una floracién mas intensa y una madurez
mas rapida, seflalando que la estimulacién de la floracion se debia a la acumulacién de

nutrientes sobre el anillo.

En los agrios, el anillado se ha utilizado en campo tradicionalmente, con el objetivo

principal de adelantar y aumentar la cosecha, y para corregir la alternancia de produccion.

En el ambito de la investigacién, el anillado es una técnica que permite investigar el papel
de los nutrientes, hormonas y otras sustancias en la fisiologia de los citricos. Entre otros

aspectos, el anillado se ha utilizado para el estudio de:

- el momento de la inducciéon floral en combinacién con la defoliacion (Valiente y

Albrigo, 2004)

- ¢l papel de los carbohidratos sobre la floracién (Agusti ef al., 1992; Garcfa-Luis ez al,
1995a; Martinez-Fuentes et al., 2010)

- el efecto de las giberelinas en el cuajado del fruto (Mehouachi ez a/, 2009; Rivas et al.,
2010)

- el efecto de los carbohidratos en el cuajado del fruto (Rivas ¢7 a/., 2006; Mehouachi ez al,

2009; Rivas et al., 2010)
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- el efecto de la acumulacién de carbohidratos en la fotosintesis (Mataa e# al., 1998; Iglesias

et al., 2002; Rivas et al., 2007 Nebauer e al, 2011)

- la respuesta de los citricos a condiciones de estrés (Rivas ez af., 2008, 2011).

La respuesta del arbol frente al anillado depende de varios factores tales como el tiempo
que tardan en restablecerse las conexiones vasculares, el momento en que se efectia y el
estado productivo del arbol. En general, el anillado temprano de otofio aumenta la
formacion de flores (Cohen, 1981; Goldschmidt ef al., 1985; Erner, 1988; Garcia-Luis ez
al., 1988). En primavera, en plena floraciéon, aumenta el cuajado del fruto (Erner, 1988),
mientras que realizado en verano aumenta el tamafio del fruto (Fishler e# a/., 1983; Cohen,

1984a,b).

5.2. Aspectos anatomicos del anillado

El tiempo requerido para la formacién de un callo que renueve las conexiones vasculares
en el floema a ambos lados del anillado determina la duracién e intensidad del efecto del
mismo. Este periodo de tiempo es funcién de la anchura del anillo y del momento en que
se realiza. A comienzo de la temporada de crecimiento, el restablecimiento se efectia

mucho mas rapido que si se hace al final de ella (Schneider, 1954).

Segun Noel (1970), el tejido que cicatriza la herida se desarrolla en dos etapas. La primera
consiste en la formacién de las células indiferenciadas del callo, mientras que en la
segunda etapa se diferencia el tejido vascular a partir del nuevo cambium formado dentro
del callo. Swarbrick (1927; citado por Noel, 1970) demostré que la formacién de callo en
manzanos anillados se debe en un primer momento a la proliferacién celular a partir del
floema. Asi como el tejido floematico que se desarrolla en el callo es normal, el xilema

esta irregularmente dispuesto en un patrén desorganizado.

En casi todas las especies estudiadas en la revision de Noel (1970), 1a cicatriz formada en
el margen inferior del corte es mucho més pequefia, y se desarrolla mas lentamente que la
del margen superior, lo que refleja las diferentes condiciones fisiologicas de los dos

margenes. Aun asi, Esau ¢# al. (1957) y Eschrich (1970), mostraron que tras el corte de los
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vasos de floema se forma una inmediata conexion de los elementos de los tubos cribosos,

restableciéndose el transporte.

En citricos, en el proceso descrito por Schneider (1954), el anillado causa una
proliferacion en el floema siguiendo el patrén que se detalla a continuacién: 1) Formacion
de células de callo sobre los tubos floematicos rotos. 2) Colapso de los tubos. 3)
Absorcién del callo y del contenido del tubo floematico. 4) Hipertrofia del parénquima

floematico. Posteriormente, en la superficie del callo se forman células epidérmicas.

Segun Cohen (1981), realizando un anillado de 2 a 3 mm de anchura, no se restablece el
transporte via floema hasta 6 6 12 semanas después de ser realizado. En el rayado, la
herida que se produce es mucho menos intensa, lo que facilita su cicatrizacioén y
restauracion del tejido floematico al poco tiempo, restableciéndose en el plazo de 1 a 2

semanas (Furr et al., 1947).

5.3. Efecto del anillado sobre la acumulacion de carbohidratos

El aumento del contenido en carbohidratos, particularmente de almidon, en los 6rganos
situados por encima del anillado es uno de los efectos mas estudiados en los citricos
(Garcfa-Luis ¢f al., 1995a; Mataa et al., 1998; Li et al., 2003a; Rivas ef al., 2010; Nebauer e7
al., 2011), siendo comunmente aceptado que los efectos beneficiosos del anillado son
consecuencia del aumento de la disponibilidad de carbohidratos en la parte aérea del

arbol, si bien no ha podido ser demostrada esta relacién causal.

En los experimentos de Iglesias ez a/. (2002), llevados a cabo con mandarino satsuma
‘Okitsu’, se muestra una correlacion negativa entre la acumulaciéon de almidén en hojas
provocada por el anillado y la actividad fotosintética en hojas de diferentes edades.
Yamanishi (1995) observé esta reduccion de la fotosintesis en pomelo. En especies no
citricas, como en manzano, también se ha comprobado que hay un descenso en la

fotosintesis tras el anillado (Zhou y Quebedeaux, 2003).

En general, se atribuye la reduccion de la fotosintesis a una acumulaciéon de
fotoasimilados en las hojas. De hecho, en ausencia de fruto (u otros sumideros activos) las
hojas de arboles anillados pueden presentar algin grado de clorosis, atribuida por Cohen

(1977) a una acumulacién excesiva de productos de la fotosintesis. Schaffer ez a/ (1980)
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caracterizaron posteriormente este fenémeno, mostrando que en ausencia de un sumidero
de salida, los cloroplastos de las hojas se cargan de almidén hasta el punto de que el
sistema tilacoidal resulta dafiado y la clorofila se degrada. Por otra parte, se ha demostrado
que los azucares ejercen una represion en la expresion de algunos genes fotosintéticos
(Jang y Sheen, 1994), lo cual formaria parte de un mecanismo general de ajuste de
fotosintesis a la demanda de los sumideros. Sin embargo, el efecto de la demanda sobre la

fotosintesis no es tan obvia en muchas especies, incluidos los citricos, ni demostrable en

todas las condiciones (Syvertsen y Lloyd, 1994; Goldschmidt y Koch, 19906).

Los resultados de Iglesias 7 a/. (2002), empleando inyeccién de sacarosa al tronco, apoyan
la hipétesis de que los carbohidratos tienen, per se, un efecto inhibidor sobre la fotosintesis
en plantas intactas con sumideros activos. Independientemente de la presencia o no de
sumideros activos en el arbol, la sacarosa inyectada provoca un aumento de carbohidratos
y un descenso de la actividad fotosintética. Segun estos autores, la inhibiciéon de la
fotosintesis no es debida al dano producido en el cloroplasto a través de un exceso de
almidén acumulado. En todo caso, la demostracion de la causalidad entre el contenido en
carbohidratos y fotosintesis no ha podido ser claramente demostrada. Experimentos
recientes con naranjo dulce ‘Salustiana’ han observado que la reduccién de la fotosintesis
y del intercambio de gases se produce antes de la acumulacion tanto de almidén como de

azucares solubles (Nebauer ¢ al, 2011).

El anillado no evita completamente el movimiento de fotoasimilados desde las hojas hasta
las raices. Loomis (1935) observé que, retirando la corteza, los fototoasimilados
presentaban un movimiento basipeto a través de la madera mas periférica, llegando hasta
las raices. De este modo, el dano producido en las capas mas superficiales de xilema no
s6lo afectarfa al movimiento ascendente del agua sino que, ademas, impediria el
movimiento descendente de sustancias organicas. Sin embargo, parece que las cantidades

trasportadas por esta via son insignificantes.

En citricos, Schneider (1954) comprobé que las raices de arboles anillados disminuyen su
concentraciéon en carbohidratos, efecto que se produce mas rapidamente si se anilla a

mitad de la época de crecimiento, y mas lentamente a final de ésta.

El contenido de carbohidratos por encima del anillado puede no verse aumentado si estos

se utilizan en el crecimiento de 6rganos en desarrollo, como hojas y frutos, y no empiezan
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a acumularse hasta que se completa su crecimiento (Swarbrick, 1927, citado por Noel,
(1970), en hojas de manzano) o se cosechan los frutos (Garcfa-Luis ez al, 1995a;
Goldschmidt ef a/, 1985). Asimismo, la eliminacién del fruto tiene como consecuencia
una respuesta inmediata en el incremento de azucares no reductores y una acumulacion
mas rapida de almidén en hojas de arboles anillados. Las diferencias en carbohidratos
persisten hasta la brotacion de primavera. En arboles sin fruto, el anillado tiene como
consecuencia una acumulacion inmediata de almidon y azucares no reductores en las
hojas, muy por encima de los controles. Los arboles anillados en octubre alcanzan el
contenido maximo de almidén en hojas al principio de diciembre, sin producirse cambios

sobre los aztcares reductores (Garcia-Luis ef al, 1995a).

5.4. Efecto del anillado sobre la floracion

El efecto del anillado sobre la floraciéon depende del momento y de la variedad sobre la
que se realice el tratamiento. En citricos, la efectividad del anillado de otofio para
aumentar la floracion esta muy documentada (Iwahori ez al, 1990; Agusti et al, 1992;
Garcia-Luis 7 al, 1995a). El anillado efectuado en invierno, antes de la emergencia de los
brotes, incrementa la brotacién y el numero de flores (Cohen, 1981), pero dado que el
tratamiento se realiza en una fase tardia de la diferenciacion, no puede considerarse que

pueda haber un efecto inductivo.

En mandarino satsuma el anillado incrementa la floracién en la primavera siguiente
cuando se lleva a cabo desde julio hasta mediados de noviembre (Agusti ez al, 1992),
aumentando la efectividad con la cercania a este mes. En la misma variedad (Iwahoti ez a/,
1990) y en naranjo ‘Shamouti’ (Erner, 1988) hay respuesta en el rayado realizado en
septiembre y octubre, coincidiendo con el periodo inductivo. En ambos casos, el anillado
un mes antes o un mes después tiene muy poco efecto. Sin embargo, Garcfa-Luis e al.,
(1995a) encuentran un efecto similar anillando tanto a inicios de octubre como de
noviembre en mandarino satsuma ‘Owari’. En naranjo dulce ‘Salustiana’ el maximo efecto
sobre la floraciéon se obtiene anillando a final de julio y este efecto, aunque todavia

observable, disminuye considerablemente en noviembre (Agusti ez a/., 1992).
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El anillado en otofio aumenta el porcentaje de nudos brotados en la primavera siguiente,
incrementa el numero de brotes reproductivos, especialmente brotes sin hojas y
disminuye el de los vegetativos (Iwahortt e al., 1990; Agust et al, 1992; Garcia-Luis ¢f al.,
1995a).

Ademas de influir en el numero de flores, el anillado tiene un efecto considerable sobre el
momento del inicio de la floraciéon. En satsuma, el anillado en otofio adelanta la floracion
(Iwahori et al, 1990). En manzanos, un anillado temprano tiende anticipar la floracion,

mientras que el anillado en verano tiende a retrasarla (Noel, 1970).

Los mecanismos que desencadenan el efecto provocado por el anillado sobre la floracion
todavia no han podido ser explicados. El anillado podtia actuar durante el momento de la
induccién por bajas temperaturas a través del efecto sobre la acumulaciéon de
carbohidratos y otros metabolitos en el arbol. En mandarino ‘Murcott’ el rayado aumenta
el contenido en carbohidratos y la floracién, y ambos sucesos quedan anulados por la
presencia de fruto (Goldschmidt ez a4/, 1985). Sin embargo, segin Garcfa-Luis vy
Guardiola (2000) esto parece poco probable, ya que segun sus observaciones no hay
evidencias de que los niveles de carbohidratos en las hojas limiten la formacién de flores
ni que actuen como el principal factor responsable del efecto del fruto y del anillado sobre
la formacién de flores. En mandarino satsuma ‘Owari’, el anillado al inicio del periodo
inductivo (desde octubre a mitad de diciembre) incrementa floracion independientemente
de los niveles de almidén que se acumulan (Garcia-Luis ¢ a/,, 1988). El rayado, ademas, es
igualmente efectivo en arboles cosechados temprana o tardiamente, aunque la

acumulaciéon de carbohidratos en ambos tratamientos es diferente (Garcia-Luis et af,

19954).

La interrupcién del transporte floematico provocado por el rayado afecta no sélo a los
fotoasimilados, sino que también altera el equilibrio hormonal en la planta. Sin embargo,

los estudios realizados en este aspecto son poco concluyentes (Goren et al., 2003).

En citricos, el anillado aumenta los niveles de giberelinas endégenas en hojas y corteza
situadas por encima del lugar donde se practica (Goren ¢z al, 1971; Wallerstein e al., 1973;
Cutting y Lyne, 1993), mientras que provoca su disminucién en las raices, lo que puede

ser debido tanto a una inhibicién del transporte por el floema como a la sintesis de las
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mismas debida a la interrupcion del transporte de carbohidratos (Carr e al., 1964). Segin

Paleg (1965) las giberelinas se transportan tanto por el xilema como por el floema.

Segun Cohen (1981), la acumulacion de giberelinas en la parte aérea deberia de inhibir la
floracién, al contrario de lo que de hecho, ocurre. De la misma manera, el rayado de
ramas con fruto deberfa traducirse en una mayor inhibicién de la floracién de la que por si
provoca la presencia del fruto, debido a una acumulacién de giberelinas. Sin embargo,

esto tampoco ocurre asi (Goldschmidt ef a/, 1985; Garcia-Luis e7 al,, 1995a).

Al ser el movimiento de las auxinas basipeto (Huber, 1948) y producirse a través del
floema y del cambium, una consecuencia directa del anillado serfa una acumulaciéon de
auxinas sobre el anillo y una disminucién en la concentracién de auxinas debajo de éste.
Sin embargo, Stoltz (1965) comprob6 que habia una baja concentracién de auxinas en

ramas anilladas en especies del género Hibiscus L.

Las yemas de arboles anillados de mandarino satsuma responden mas a la aplicacion de
citoquininas (benziladenina) en formacién de flores cultivadas 7z vitro (Iwahoti ez al., 1990).
En muchas especies, la presencia de citoquininas en el medio de cultivo es un requisito

para la formacion de flores 7 vitro (Scorza, 1982).

Hasta el momento, no se ha establecido una relacion clara entre la induccién floral en
citricos y los niveles endégenos de auxinas, acido abscisico o giberelinas en hojas de

ramas anilladas (Koshita ez a/., 1999; Goren ¢ al., 2003).

Otros cambios causados por el anillado, tal como el cese temporal de la elongacion de los
brotes (Monselise, 1973, 1985) y la acumulaciéon de proteina (Bernier e a/, 1981) son
considerados como prerrequisitos para la transicién floral. La acumulacién de proteinas
en las yemas estd fuertemente ligada a la floracion (Iwahorti e al, 1990) y precede a la
formacion floral iz vitro, estando ausente en plantas jévenes que no florecen. Si bien no se
han encontrado las proteinas especificas que influyen en este proceso, las diferencias en
contenido proteico y de comportamiento de yemas cultivadas zz vitro demuestran un
efecto inmediato del anillado en las propias yemas, lo cual podria determinar su mayor

respuesta a las bajas temperaturas inductivas de la floracién.
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6. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Los procesos de fotosintesis y distribucién de fotoasimilados son factores limitantes de la
produccion de arboles citricos. Esta limitacion tiene especial relevancia en variedades que
presentan vecerfa, que alternan afios de elevada produccién y fruto de pequefio tamafo,
con anos de baja produccion y fruto de gran tamafio. En el presente trabajo se estudia la
variaciéon anual de la fotosintesis y del contenido en carbohidratos en la variedad
‘Salustiana’ de Citrus sinensis, en relacion con la carga de fruto del arbol y su influencia en

el comportamiento reproductivo. Para ello se proponen los siguientes objetivos parciales:

- Estudiar la brotacion, floracion y cuajado en arboles con diferencias extremas en carga

de fruto.

- Realizar un estudio sistematico de la variacion anual de la fotosintesis. Determinar la
contribucién relativa sobre la actividad fotosintética de factores ambientales e internos,

con especial atencién al efecto de la carga de fruto.

- Estudiar los niveles de carbohidratos a lo largo del afio y su relacion con la carga de

fruto y la floraciéon subsiguiente.

- Relacionar la variacién en el contenido en carbohidratos en brotes, provocada mediante

técnicas de rayado, con el proceso de la floracién.

- Comparar el comportamiento frente al rayado de la variedad de naranjo dulce
‘Salustiana’ con el de un citrico con diferente época de inducciéon floral, como el

mandarino satsuma ‘Owati’.

- Relacionar los niveles enddgenos de giberelinas en yemas con la inhibicion de la

floraciéon debida a la presencia del fruto.

39






MATERIALES Y METODOS






MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

1.1. Naranjo dulce ‘Salustiana’ (Citrus sinensis (L.) Osb.)

Los experimentos se realizaron con arboles de naranjo dulce de la variedad ‘Salustiana’
(Citrus sinenszs (L.) Osb.) injertados sobre citrange “Troyer’ (Citrus sinensis (L.) Osb.) x
Poncirus trifoliata (L.) Rat.). Los arboles, se encontraban situados en una parcela comercial
implantada en 1982, con un marco de plantacién de 5x5 m, ocupando una superficie total
de 4200 m?, ubicada en la provincia de Valencia, en el término municipal de Museros, a

17 m sobre el nivel del mar.

La parcela estaba equipada con fertirrigacién mediante un sistema de riego localizado. Se
realizaron andlisis foliares periddicos para ajustar la fertilizacién a las necesidades de los
arboles, lo que se llevo a cabo siguiendo las indicaciones de aplicacion del IVIA (Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias), aunque con modificaciones por la alcalinidad del

suelo.

El suelo tenfa una textura franco-arenosa, color 5YR5/3 (rojizo) y un valor de pH de 8,53
(alcalino). Mediante andlisis de fertilidad del mismo, se aprecié6 un bajo contenido en
materia organica (0,69%) y en nitrégeno total (0,092%) y muy baja relacion C/N (4,35).
Los niveles de fosforo (18 ppm) y potasio (180 ppm) eran normales. En cuanto al
complejo de cambio, el calcio (8,36 meq/100) g y el magnesio (1,4 meq/100 g) eran bajos,

situandose el potasio dentro de los valores normales (0,46 meq/100 g).

El correcto manejo de la parcela aseguré las buenas condiciones fitosanitarias de los

arboles.

Los arboles presentaron uniformidad de tamafio y buen vigor, si bien mostraron el
comportamiento vecero caracteristico de la variedad ‘Salustiana’. Por ello se encontraban
arboles en la parcela con una intensidad de floracién muy alta y simultineamente otros
con floracién casi inexistente, caracteristica que se aproveché para estudiar la relacion

entre floracion y desarrollo de fruto con la acumulacién y movilizaciéon de reservas.

El clima de la localidad de Museros es tipicamente mediterraneo, con temperatura media
anual cercana a los 17°C, sin temperaturas extremas. Las temperaturas medias mensuales

oscilan entre los 10°C del mes de enero a los 25°C del mes de julio. Los meses mads
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lluviosos son octubre y noviembre. La precipitacion anual media es de 440 mm. Segun la
clasificacion climatica de Koppen-Geiger, se trata de un clima semiarido frio (BSk),
caracterizado por una evapotranspiracién acumulada mayor a la precipitaciéon anual
(Essenwanger, 2001). Como Anexo 1, se presentan las tablas con los registros de la
estaciébn meteoroldgica instalada en el Moncada (IVIA) a 6 km de distancia de la parcela,
durante los afos en los que se realizaron los experimentos. De estos datos se desprende
que no hubo variaciones destacables en las condiciones meteorolégicas que tuvieron lugar

mientras se desarrollaron los mismos.

En esta localidad, la variedad ‘Salustiana’ inicia la brotacion a final del mes de enero, y la
antesis de las flores se produce a mediados de marzo, seguida por la abscision de flores y
frutos, que se extiende hasta principios del mes de junio. Posteriormente tiene lugar el
desarrollo de los frutos cuajados, su maduracion y, finalmente, la recoleccion, cuya época
varfa segin razones de mercado y de climatologia, y que en esta parcela suele realizarse

entre la segunda quincena de enero y la primera de febrero.

1.2. Mandarino satsuma ‘Owari’ (Citrus unshiu Marc.)

Se utilizaron arboles de mandarino satsuma ‘Owari’ (Citrus unshin Marc.) injertados sobre
cittange ‘Carrizo’ (Citrus sinensis (L.) Osb.) x Poncirus trifoliata (L.) Raf.). Los arboles,
plantados en 1994, se encontraban ubicados en la misma finca y en una parcela colindante
a la de los arboles de naranjo ‘Salustiana’. Por ello, las caracteristicas climaticas y
edafolégicas, asi como el sistema de riego y, en conjunto, el manejo hidrico, nutricional y
sanitario fueron los mismos en ambas parcelas. El marco de plantacién en este caso era de

4x4,

2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

2.1. Medidas de intercambio gaseoso y fluorescencia

Se midi6 la tasa de fijacion de CO:2 (An), la conductancia estomatica (gs), la tasa de
transpiracion (E) y la concentraciéon subestomatica o intercelular de COz (Cj) en estado
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estacionario en condiciones de luz, temperatura, humedad relativa y concentraciéon de
COz ambiental con un LCi Portable Photosynthesis System (ADC, Herts, Reino Unido),
utilizando una camara foliar de hoja ancha (6,25 cm? de area). La eficiencia instantanea en
el uso del agua (EUA) se calcul6 mediante la relacion Ax/E. Para compensar las
oscilaciones del aparato, los datos utilizados fueron las medias de 4 valores tomados en
intervalos de 20 s, empezados a tomar una vez estabilizado el aparato, unos 2 min

después de introducir la hoja en la camara. Se utilizaron 10 arboles en cada lote.

El rendimiento cuantico fotoquimico méaximo de las clorofilas del fotosistema II se
calcul6 como Fy/Fn siendo F, la diferencia entre Fm y Fo (Fv=fluorescencia variable,
Fn=fluorescencia maxima, Fo=fluorescencia minima) y fue medido sobre hojas tras 30
min en oscuridad con un fluorimetro portatil de pulsos de amplitud modulada (MINI
PAM, Walz, Effeltrich, Alemania). La sefial de fluorescencia basal en hojas adaptadas a

oscuridad (Fo) fue determinada a una luz de 0,5 umol m2s! a una frecuencia de 600 Hz.

La aplicacién de un pulso de luz de alta intensidad (10000 umol m=2 s) permiti6 las

medidas de la fluorescencia maxima (Fu).

Las medidas de intercambio gaseoso y de fluorescencia fueron realizadas desde las 9h
hasta las 12h del dia. Las medidas se llevaron a cabo en hojas maduras totalmente
expandidas, tratindose de la tercera o cuarta hoja del brote, contando desde el apice

(excepto cuando se estudio el efecto de la posicion de la hoja en el brote).

2.2. Medida del contenido de clorofila en hojas

Para estudiar el contenido en clorofila se utiliz6 el medidor de campo Minolta SPAD 502.
El SPAD-502 determina la cantidad relativa de clorofila presente mediante la medicion de
la absorcion de la hoja en las regiones de longitud de onda roja y cercanas a infrarroja.
Utilizando estas dos transmisiones el medidor calcula el valor numérico SPAD, que es
proporcional a la cantidad de clorofila presente en la hoja. El resultado se dio en unidades

SPAD de Minolta.

Las medidas se efectuaron en las mismas condiciones detalladas en el apartado anterior,

manteniendo la parte central del limbo de la hoja entre las pinzas del aparato.
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3. TRATAMIENTOS DE RAYADO

Cada tratamiento de rayado consisti6 en la incisiéon de un corte completo abarcando todo
el perimetro de la base de la rama seleccionada, realizada con una navaja especifica que los

agricultores locales utilizan para tal fin.

3.1. Rayado de arboles completos

Se realizaron los tratamientos de rayado en cada una de las ramas principales que
conformaban la copa. Estas ramas, en nimero de 5 a 10 por arbol, tenfan entre 5y 15 cm

de didmetro.

3.2. Rayado de ramas individuales

En este caso, fueron ramas individuales de 11 a 12 mm de didmetro y con origen en la

misma rama principal las que se rayaron por la base, usando el mismo procedimiento

descrito.

Fig. 1. Rama principal de naranjo dulce
Salustiana’ tres meses después de un
tratamiento de rayado.
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4. MEDIDA DE LA BROTACION Y LA FLORACION

La brotacién y la floracion se midieron al final de la brotacién de primavera, entre la

segunda quincena de marzo y la primera quincena del mes de abril.

En cada arbol de naranjo ‘Salustiana’, se marcaron cuatro ramas en direcciones
ortogonales y se anotaron las yemas formadas y los brotes formados en un minimo de
500 nudos por arbol situados sobre la brotaciéon de primavera del afio anterior (cerca de
12 meses de edad al realizar las medidas) y de un afio antes (aproximadamente 24 meses
de edad). Se registraron las yemas brotadas y numero y caracteristicas de los brotes

formados, tanto vegetativos como reproductivos.

En los experimentos con rayado de ramas individuales, se observaron y anotaron los
brotes de todos los nudos situados en madera de 1 y 2 afios de las ramas seleccionadas
(unos 200 nudos por rama). En el caso de los arboles de mandarino satsuma ‘Owarfi’, los

nudos se diferenciaron entre aquellos situados en madera de primavera y la de verano.

Los brotes se clasificaron en las siguientes categorfas, tanto en naranjo ‘Salustiana’ (Fig. 2)

como en mandarino satsuma (Fig. 3):
-brotes vegetativos, con sélo hojas
-brotes reproductives, que podian ser, a su vez:
- generativos (sin hojas):
-generativos uniflorales: brotes constituidos por una sola flor solitaria
- generativos multiflorales: brotes con mas de una flor
-brotes mixtos (con hojas):

- mixtos uniflorales: brotes con hojas y una flor en posicién terminal o

flor campanera

- mixctos multiflorales: brotes con hojas y mas de una flor

Los resultados se expresaron como brotes y flores por cien nudos, para compensar las

diferencias en el tamano de los arboles o de las ramas seleccionadas.
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Fig. 2. Tipos de brotes desarrollados en la brotacidn de primavera en drboles de naranjo
Salustiana’. A: brote vegetativo; B: Brote mixto unifloral; C: Brote mixto multifloral; D:
Brote generativo unifloral; E: Brote generativo multifloral.

Fig. 3. Tipos de brotes
desarrollados en la brotaciin
de primavera en drboles de
mandarino satsuma ‘Owari’.

MH: Brote mixto
multifloral; FS: Brote
generativo unifloral; M:
Brote generativo multifloral.
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5. MEDIDA DE LA ABSCISION DE ORGANOS REPRODUCTIVOS, CUAJADO Y
FRUCTIFICACION

5.1. Abscision de érganos reproductivos

Al inicio de la floracién y hasta el final de la caida de junio, se colocéd por debajo de la

copa de cada arbol de naranjo ‘Salustiana’ una red plastica de dimensiones 4x4 m (Fig. 4).

La recogida del material caido sobre cada red se realizé con una periodicidad semanal.
Una vez el material estuvo en el laboratorio, se peso la cantidad total recogida y se tomé
una parte alicuota. En esta parte alicuota, se contaron el nimero de ovarios o frutitos y se
separaron los mismos del resto de organos florales (pétalos, sépalos, y pedunculos),
desecandolos en estufa a 70°C durante varios dias hasta su peso constante. Se
distinguieron las estructuras reproductivas caidas segun la zona de abscision se diera en el

pedunculo o bien en la base del ovario.

5.2. Recoleccion de los frutos

La recoleccién se realizé cuando los frutos habfan adquirido el tamafo y las caracteristicas

comerciales adecuadas, cosechiandose todo el fruto de una sola vez.

Para cada arbol se determiné individualmente el peso medio de los fruto y el nimero de

frutos recolectados.

5.3. Cuajado

El nimero de flores totales formadas en un arbol se calculé sumando el numero de
ovarios caidos y el numero de frutos recolectados. Con estos mismos datos se calcul6 el

porcentaje de cuajado.
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5.4. Calculo del indice de alternancia

Se calcul6 el indice de alternancia I, indicado por Verreyne y Lovatt (2009), que evalta

cuantitativamente la veceria entre afilos consecutivos. Este se calcula como:

laiv1— aif

)

ai+1 71 a;

n-1

donde n es el nimero de afios para los que se calcula el indice de alternancia y a; es el
numero de frutos en el aflo nimero i. Cuando I es 1, la alternancia, expresada como

porcentaje, es del 100%, y cuando es 0, no hay alternancia.

Fig. 4. Recogida de drganos
caidos tras la floracion en
arboles  de  naranjo  dulce
Salustiana’.  Detalles  del
material vegetal recogido sobre
lonas dispuestas bajo las copas
de los drboles.
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6. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS METABOLIZABLES

6.1. Toma de muestras para la determinacién de carbohidratos

Se seleccionaron brotes vegetativos obtenidos en la brotacién de la primavera anterior
dispuestos a una altura media de la copa, alrededor de todo el diametro del arbol. Una vez
en el laboratorio, se tomaron las hojas ubicadas en mitad de la longitud de los brotes,

desechando el resto de las hojas.

6.2. Preparacion de las muestras para su analisis

Las hojas seleccionadas y los tallos, sin hojas, se lavaron con detergente no ioénico y se
enjuagaron tres veces con agua destilada. En las muestras requeridas se procedi6 a separar

la corteza de la madera del eje del brote.

Las muestras se desecaron durante 72 h en estufa a 70°C. Una vez comprobado el peso
constante de la muestra desecada, se determiné su el peso seco. Posteriormente, las hojas
se trituraron en molino de paletas con un tamiz incorporado de 0,2 mm (Fritsch
Pulverissette). Las muestras pulverizadas se guardaron en recipientes herméticos hasta su

analisis.

6.3. Extraccion de carbohidratos

La preparacion de los extractos de azucares solubles y almidon se realizé siguiendo el

método descrito por McCready ez al. (1950).

En tubos de centrifuga se pesaron 50 mg de muestra pulverizada, se afiladieron 15 ml de
etanol al 80% en caliente (75°C aproximadamente). Los tubos se calentaron en bafio de
agua hasta 100°C, manteniéndose a esta temperatura durante 10 min, agitando
ocasionalmente. Se centrifugaron durante 10 min a 7500 rpm a 20°C (Digicen 20R, Orto
Alresa, Espafa). El sobrenadante se decant6 en un matraz Erlenmeyer. El precipitado se

volvio a extraer dos veces mas del mismo modo. Se combinaron los extractos y se elimind
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el alcohol en un evaporador rotatorio a 50°C. El extracto acuoso se diluyé con agua
destilada aforando a 50 ml y se filtré con papel Whatman n° 2, eliminando los primeros 5
ml filtrados. Una parte alicuota de este extracto se utiliz6 para la determinacion de

azucares solubles y azucares reductores.

Para obtener el extracto del almidén contenido en la muestra se utilizo el precipitado de la
ultima centrifugacién. Se afadieron 15 ml de acido perclérico al 35%, se agit6 y se dejé en
reposo durante 24 h. Se diluy6 el extracto con agua destilada aforando a 50 ml y se filtr6
con papel Whatman n® 2. Una parte alicuota de este extracto se utiliz6 para la

determinacion de almidén.

6.4. Analisis de azucares reductores

La determinacién de azicares reductores se realizé siguiendo el método de Park y
Johnson (1949). Al no haberse realizado una separacioén previa, la determinacién incluyd

los monosacaridos libres y los oligosacaridos con grupos reductores libres.

En un tubo de ensayo con 1 ml de una dilucién del extracto obtenido segun el apartado
anterior, se afadié 1 ml de soluciéon carbonato (Na2COs3,5,3 g I'1) y de cianuro potésico
(KCN, 0,65 g I'') y 1 ml de solucién de ferricianuro (KsFe(CN)g, 0,5 g I'). Los tubos se
mantuvieron en ebullicién durante 15 min en bafio de agua. Se dejaron enfriar en agua a
temperatura ambiente y se afadié 5 ml de solucién férrica (FeNH4(SO4)2.12H20, 1,5 ¢ I
1, acido sulfurico 1IN (H2SO4, 50 ml I'Y) y dodecil sulfato sédico (SDS, 1 g I'1).

Transcurridos 15 min se midi6 la absorbancia a 690 nm en espectrofotémetro (Jenway

6305).

Se utiliz6 para cada analisis una curva patrén de glucosa, con concentraciones entre 0 y 8

ug por tubo.

Los resultados se expresaron como porcentaje de aztcares reductores sobre materia seca.
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6.5. Analisis de azucares solubles y almidén

Las determinaciones de azucares totales solubles y de almidén se realizaron siguiendo el

método de la antrona-sulfurico de McCready e a/. (1950).

En un tubo de ensayo con tapén de rosca (Pyrex) se diluy6 una alicuota del extracto con
agua destilada hasta un volumen de 2,5 ml. Los tubos se colocaron en un bafio de agua
helada durante 10 min, y posteriormente, con una bureta, se afladieron lentamente,
deslizando por la pared del tubo, 5 ml del reactivo antrona-sulfurico (0,4 g de antrona en
200 ml de HoSO4 al 96% frio). Los tubos se cerraron con su tapa y se agitaron
enérgicamente, se abrio el tapon de rosca V4 de vuelta para permitir la salida de los gases y
se volvié a cerrar. Los tubos asi cerrados se calentaron en bafio de agua, llevando a
ebullicién durante 7,5 min exactamente. Se enfriaron en agua a temperatura ambiente y
pasados 15 min para que se estabilizara el color, se midié la absorbancia a 630 nm en

espectrofotometro (Jenway 6305).

Simultaneamente se prepard una curva patron con concentraciones de glucosa entre 0 y

80 ug por tubo para interpolar los valores de las muestras en la recta obtenida.

Los resultados se expresaron como porcentaje sobre peso seco. En los analisis de almidon
el valor obtenido se multiplicé por 0,9 para compensar la pérdida de agua en la formacion

de los enlaces.

7. DETERMINACION DE GIBERELINAS

7.1. Toma de muestras para la determinacion de giberelinas

Se realizaron determinaciones del contenido en giberelinas en yemas de la dltima
brotacion de primavera de arboles de naranjo dulce ‘Salustiana’, de brotes con un fruto
(seleccionados de arboles o7, con baja o nula carga de fruto) y de brotes vegetativos, sin
fruto (seleccionados de arboles gff; con elevada carga de fruto). Los brotes, de la ultima

brotacion de primavera, dispuestos a una altura media de la copa se situaron alrededor de
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todo el diametro del arbol. Una vez en el laboratorio, se tomaron las 5 yemas del brote
mas cercanas al apice. Las muestras se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se

mantuvieron congeladas a -80°C hasta su analisis.

7.2. Determinacion de giberelinas

La determinaciéon de giberelinas en yemas se realizé en el servicio de cuantificacién de

hormonas del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas IBMCP, UPV-CSIC).

Se utilizaron alicuotas de 100 a 200 mg de peso fresco del material vegetal congelado, que
se extrajeron con una solucién de 80% de metanol y 1% de 4cido acético. Para su
purificacion, los extractos se pasaron consecutivamente a través de columnas HLB (fase
reversa), MCX (intercambio catiénico) y WAX (intercambio iénico) (Oasis 30 mg,
Waters), tal como se describe en Seo ef a/ (2011). El residuo final se disolvié en una

solucion con un 5% de acetonitrilo y un 1% de acido acético.

Las giberelinas se separaron por cromatografia de fase reversa (UPHL 2.6 pm Accucore
RP-MS, 50 mm x 2.1 mm; ThermoFisher Scientific) con un gradiente de 5 a 50% de

acetonitrilo y 0,05% de acido acético, a 400 ul min'!, durante 14 min.

La determinacion se realizé por espectrometria de masas (espectrémetro Q-Exactive con
detector Orbitrap, ThermoFisher Scientific) con ionizaciéon de tipo electrospray (ES) en
modo negativo y analizador de tipo SIM. Se emple una tension de pulverizacion de 3,0
kV, con temperatura del vaporizador de 150°C, caudal de gas envolvente de 40 pl min! y

caudal de gas auxiliar de 10 ul min! (temperatura del capilar de 300°C).

Para la cuantificacién de giberelinas, se afladieron a los extractos los siguientes estandares
internos marcados con 17,17-?H]: GA1, GAs, GA19, GA2, GA2, GA44, GAs;3 (para la
ruta de la 13 hidroxilacion temprana) y GA4, GAo, GA12, GA15, GA24 y GAs1 (para la ruta
de la no hidroxilaciéon temprana), facilitados por el Prof. L. Mander (Canberra, Australia)

y por OlChemim Ltd. (Olomouc, Republica Checa).

Tas concentraciones de hormonas en los extractos fueron determinadas usando curvas de
calibracion integradas mediante los programas Xcalibur 2.2 y TraceFinder (ThermoFisher

Scientific).
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8. TRATAMIENTOS HISTOLOGICOS

Con el objetivo de estudiar la regeneracion de tejidos después del rayado, se realizaron
observaciones microscopicas tras rayar ramas de 10 a 11 mm de didmetro, sin fruto,
situadas a la altura media de la copa de arboles de naranjo ‘Salustiana’ y de mandarino
satsuma ‘Owari’. Con un sacabocados metalico se extrajo una porcién de tronco de
alrededor de 3 mm de profundidad que incluyera la zona rayada. Las muestras se tomaron

peribdicamente desde el mismo dia de efectuado el rayado hasta 6 semanas después.

8.1. Fijacion

Las muestras tomadas se fijaron en una mezcla de formalina, dcido propidnico y etanol

(FPA) en una proporcion de 1:1:18 (Johansen, 1940).

Las muestras se fijaron durante al menos 2 semanas, cambiando la solucién un minimo de

2 veces.

8.2. Infiltracidn e inclusidn en parafina

El tejido fijado se deshidraté sumergiéndolo durante 24 h en soluciones crecientes de
alcohol butilico siguiendo el método de Johansen (1940), finalizando con tres lavados de

alcohol butilico absoluto de 24 h cada uno.

El material deshidratado se infiltré progresivamente en parafina de 58-80°C de fusion
(Paraffin wax, Fluka Chemika) en una estufa 5°C por encima del punto de fusiéon. Para
ello, el material vegetal, junto con una pequefia porcion de butilico, se depositd sobre
algunas lentejas de parafina sélida y fria que ocupaban el cuarto inferior de un vial de
vidrio. El material vegetal se mantuvo en esta mezcla durante 24 h, tras las cuales, la
parafina y el butanol se sustituyeron por parafina pura, operaciéon que se realizé una vez
mas al dia siguiente. Tras la infiltracién las muestras se incluyeron individualmente en

parafina.
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8.3. Realizacion de los cortes

Cada bloque de parafina con el material vegetal incluido se tallé6 y se mont6 sobre una
base de madera. Tras mantener los bloques en congelador (-15°C) durante alrededor de 2
h, se realizaron cortes de unos 20 um de grosor con un microtomo de deslizamiento (R.
Jung, Alemania), utilizando una cuchilla de acero de tipo I. Los cortes obtenidos se
montaron sobre portaobjetos previamente untados con adhesivo de Haupt, mojandolos

primero en agua con un 2% de formol.

El adhesivo de Haupt se preparé calentando a 30°C una solucién de 100 ml de agua
destilada con 1 g de gelatina, 2 g de cristales de fenol y 15 ml de glicerina (Johansen,
1940).

Los portaobjetos con los cortes montados se mantuvieron sobre una placa calefactora a

35-40°C hasta que se sec6 el pegamento (24 h aproximadamente).

8.4. Desparafinado y tincion

Los cortes, una vez adheridos a los portaobjetos, se sometieron a la doble tincion
safranina verde luz (Johansen, 1940). Se trata de una tincién soluble en agua, con lo que
se procedi6 a una desparafinizaciéon seguida de una hidratacién, que consistieron en los

siguientes pasos:

- Desparafinado en xileno: 2 inmersiones sucesivas por un periodo minimo de 1 h

cada uno

- Xileno: etanol absoluto (1:1); inmersioén durante 15 min.
- Etanol absoluto; inmersion durante 3 min.

- Etanol 96%; inmersién durante 3 min.

- Etanol 85%; inmersién durante 3 min.

- Etanol 70%; inmersién durante 3 min.

- Etanol 50%; inmersién durante 3 min.

- Etanol 30%; inmersién durante 3 min.
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- Agua destilada; inmersioén durante 10 min.

La tincion safranina verde luz tifie de color rojo las paredes con deposiciones de lignina y

suberina y de color verde las paredes celuldsicas. Consta de los siguientes pasos:
- Safranina al 1% en solucion acuosa; inmersion durante 15 min.
- Agua destilada; inmersion durante 3 min.
- Verde luz al 1% en solucion acuosa; inmersion durante 3 min.

Posteriormente se deshidrataron los cortes en soluciones crecientes de xilol hasta llegar a
xilol absoluto para realizar el montaje definitivo en el medio de montaje (Entellan,

Merck).

8.5. Observaciones microscépicas

Los cortes se realizaron con un microscopio Nikon Optiphot-2 con camara digital

adaptada para la toma de microfotografias.

9. ANALISIS ESTADISTICO

La significacién estadistica de las diferencias se apoyé en el analisis de varianza
considerando los efectos principales y sus interacciones. En los datos expresados como
porcentajes, se realiz6 la transformacion y:arcsen\/x, siendo x el porcentaje, con objeto
de uniformizar las varianzas. La %2 se aplicé cuando se traté de encontrar diferencias entre
frecuencias poblacionales. La relaciéon entre parametros de interés se estudié mediante

métodos de regresion lineal.

Para los andlisis estadisticos se emple6 el software SSPS de IBM (version 22.0). La

separacion de medias se realizé con el test de Duncan con un nivel de significacién del

5%.
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1. CARACTERIZACION DEL COMPORTAMIENTO ALTERNANTE DEL NARANJO
‘SALUSTIANA'’

1.1. Comportamiento productivo del naranjo dulce ‘Salustiana’

Con el objetivo de caracterizar el comportamiento productivo de la variedad de naranjo
dulce ‘Salustiana’, se estudiaron diferentes parametros en arboles de una misma parcela en

condiciones normales de cultivo a lo largo de 6 afos consecutivos.

En la Figura 5 se muestra el rendimiento productivo del total de la parcela durante estos 6
afios de experimentacién. A partir del primer afio, en el que se recolectaron 20 t ha'l (50
kg por arbol), se observé una tendencia creciente en la produccién, alcanzandose un
maximo de 40 t ha'! (100 kg por arbol) el cuarto afio. El quinto y sexto afio la produccion

volvié a disminuir hasta 27 t ha'! (68 kg por arbol).

La variacion en la cosecha por arbol dependié del nimero de frutos (r=0,95%)!, y no del

peso de los mismos, que disminuy6 con el incremento de la produccion (r=-0,87%; Fig. 6).

40 - 71 100

30 - 75 2
- s
<
~ 20 | 450 Eo

10 425

0 0

2000 2001 2002 2003 2004 2005
Ano

Fig. 5. Rendimiento de la cosecha expresado en toneladas por hectdirea y kilos por drbolen la
parcela de experimentacidn de naranjo dulce ‘Salustiana’ desde el aiio 2000 hasta e/ 2005.

I Aqui y en adelante, ** indica significacion estadistica para P<0,01; *, para P<0,05.
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Produccién (kg /arbol)

Peso medio del fruto cosechado (g)
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Fig. 6. Relacidn del nimero de frutos cosechados por drbol con el peso de la cosecha por drbol
(A) y peso medio de fruto (B) en naranjo ‘Salustiana’. Cada punto representa el valor de un
arbol. Simbolos diferentes representan datos de 4 asnos de produccidn diferentes (1999, 2000,
2001 y 2004). Se muestran lineas de regresion en el caso de ser significativas y sus coeficientes

de determinacion (R°).
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A nivel de arboles individuales, se observé un comportamiento fuertemente alternante o
vecero de la cosecha entre periodos de produccion consecutivos. Aquellos arboles que en
un afio determinado tuvieron una mayor produccién con un mayor numero de frutos y
un menor peso medio (arboles o7), al afio siguiente tuvieron una produccién mucho mas

reducida, con un menor nimero de frutos y un mayor peso medio de los mismos (arboles
off; Figs. 7,8y 9).

La produccién en cosecha para los arboles seleccionados como o7 oscilé entre 100 y 220
kg por arbol, mientras que en los arboles ¢ff estuvo entre 0 y 70 kg por arbol. El numero
de frutos por arbol en los oz varié de 900 a 2800, mientras que en los ¢ff este intervalo fue
de 0 a 350 frutos. En cuanto al tamafio medio del fruto, los arboles gff triplicaron el peso
del fruto con respecto a los arboles oz El indice de alternancia I, que evalta
cuantitativamente la vecerfa entre afios consecutivos (Verreyne y Lovatt, 2009), fue del 92

+ 2% en arboles individuales.

No obstante, y tal y como ya se ha hecho referencia, la cosecha del total de la parcela de
los arboles en estos 6 afios no varié siguiendo un patrén productivo alternante o vecero,
debido a que los arboles manifestaron en un mismo afio marcadas diferencias productivas
entre ellos y a que la proporcién entre arboles con alta y baja carga de fruto fue similar. El

indice de alternancia I calculado con los valores del total de la parcela fue del 12 & 3%.
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Produccién (kg/arbol)

Produccién (n® frutos/arbol)

Fig. 7. Peso de la cosecha (A) y niimero de frutos cosechados (B) por drbol en relacidn con el
mismo pardmetro del ano anterior en drboles de naranjo ‘Salustiana’. Simbolos diferentes
representan resultados de 3 pares de cosechas consecutivas (1999-2000, 2000-2001, 2004-
2005). Se muestran lineas de regresion en el caso de ser significativas y sus coeficientes de
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Fig. 8. Peso de la cosecha por drbol, niimero de frutos por arbol y peso fresco medio de fruto en
cosechas consecutivas de drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados por su baja produccion
(off, O) y por su alta produccion (on, @) en los anios 2000 y 2004. Cada valor es la media de
3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Fig. 9. Aspecto de drboles de naranjo ‘Salustiana’ antes de la recoleccion de un drbol off (A) y
un drbol on (B) y frutos ya recolectados (C) de un drbol off (izquierda), y de un drbol on
(derecha), mostrando las diferencias en el tamaiio entre ambos.

62



RESULTADOS

1.2. Efecto del fruto sobre la brotacion y la floracion

Para estudiar el efecto de la produccién de fruto sobre la brotacién y la floracion se
seleccionaron arboles de la variedad de naranjo dulce ‘Salustiana’ que presentaban una alta
carga de fruto (arboles o#) y arboles con una carga de fruto baja o nula (arboles of)
situados en la misma parcela. En éstos arboles, se determinaron las caracteristicas de la
brotaciéon y la floracién en la primavera siguiente, asi como la abscisiéon de 6rganos

reproductivos y la cosecha resultante.

Tal y como es caracteristico en esta variedad de naranjo dulce, se observé un unico
periodo importante de brotacion de las yemas a lo largo del afio, que tuvo comienzo a
principios de enero en los arboles con baja produccién en la campafia anterior (arboles gff)

y de 2 a 3 semanas después en los arboles oz.

Las caracteristicas de la brotaciéon y la floraciéon se determinaron durante la primera
quincena de marzo de los anos 2000, 2001 y 2004, diferenciando entre las yemas situadas
en la madera de la ultima brotaciéon (1 afio de edad) y las situadas en la madera de la
penultima brotacién (2 afios de edad). Para cada afio se observaron 500 nudos por arbol,

en 3 a 6 arboles, para cada nivel de carga de fruto.

* Efecto del fruto sobre la brotacion

La brotacion tuvo lugar principalmente en los nudos situados sobre la madera de 1 y 2
afios de edad, si bien el numero de nudos disponibles para brotar en este tipo de brotes
difirié segun la carga del fruto. En los arboles seleccionado por su elevada cosecha (o7), el
numero de nudos fue aproximadamente la mitad que en arboles gff (23000 »s 48900).
Estos nudos brotaron en un porcentaje que estuvo determinado tanto por la carga del

arbol en el afio precedente como por la edad de las yemas.

En los arboles con alta carga de fruto en la cosecha anterior (arboles o#) brotaron, en
promedio de los 3 afos de observacién, un 22% de los nudos, frente al 56% de los nudos
que brotaron en los arboles con poca carga de fruto (arboles gff; Tabla 1; P<0,001). El

porcentaje de nudos que brotaron fue el doble en los nudos situados en la madera de 1
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afio que los situados en la madera de 2 afios, independientemente del caracter on/off del

arbol (P<0,001).

Tabla 1. Porcentaje de nudos brotados en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en la brotaciin de
primavera de 3 anos diferentes. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se
observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y tipo de drbol
indican diferencias estadisticas al 95% entre anos de brotacion para un mismo tipo de madera
segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas. Los andilisis se realizaron
utilizando la transformacion arcsenNx, siendo x el porcentaje de nudos brotados.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles oz
2000 274 Ns 11,2 s 22,9 «s
2001 30,6 15,2 26,7
2004 247 6,0 18,1
Media 26,4 10,8 22.4

Arboles off

2000 64,4 xs 21,4 ~s 50,6 s
2001 73,4 30,9 62,4
2004 65,8 20,7 55,8
Media 67,9 243 55,6

b
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El numero de brotes formados en 100 nudos (Tabla 2) presenté el mismo
comportamiento que el porcentaje de nudos brotados, ya que se obtuvieron de 1 a 1,1

brotes por nudo brotado en cualquiera de los casos estudiados.

En consecuencia, se formaron en el total del arbol 5 veces menos brotes en los arboles o7
que en los gff (5,4 vs 28,5 miles de brotes por arbol; Tabla 3; P<0,001). Adicionalmente, el
caracter vegetativo o reproductivo de estos brotes varié en dependencia de la carga de

fruto.

En los arboles on, la practica totalidad de las yemas brotadas presentaron brotes
vegetativos, mientras que en arboles ¢ff la mayorfa de los brotes obtenidos fueron del tipo
reproductivo. Si bien el porcentaje de nudos brotados fue sensiblemente menor, los
nudos de los arboles oz desarrollaron 6 veces mas brotes vegetativos que los arboles gff
(22 s 4 brotes vegetativos en 100 nudos; Tabla 4; P<0,001). Sin embargo, y debido a las
diferencias en el numero de nudos disponibles para brotar, la cantidad de brotes
vegetativos por arbol fue sélo algo mas del doble en arboles o7 que en ¢ff (5,0 »s 2,1 miles

de brotes vegetativos por arbol).

En arboles oz se establecié una fuerte correlacion lineal entre el porcentaje de nudos
brotados y el nimero de brotes vegetativos obtenidos por 100 nudos (r=0,98**). Sin

embargo, en arboles gff no se observé una relacién entre ambos parametros (Fig. 10A).

Los brotes vegetativos tuvieron 6,5 hojas de media cada uno, sin apreciarse diferencias en

este aspecto debidas a la presencia de fruto o a la edad de las yemas.

No hubo diferencias significativas en los parametros descritos entre los 3 afos de

observacion.
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Tabla 2. Nimero de brotes en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en la brotacion de
primavera. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotaciin de
unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y tipo de drbol indican diferencias
estadisticas al 95% entre ainos de brotacidn para un mismo tipo de madera segiin el test de
Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles o7
2000 28,0 Ns 11,3 s 234 Ns
2001 30,9 15,7 271
2004 26,4 6,4 19,3
Media 28 4 11,1 233
Arboles off
2000 69,5 Ns 22,3 Ns 543 Ns
2001 78,7 324 66,9
2004 66,1 20,9 54,0
Media 71,4 252 58,4
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Tabla 3. Niimero de brotes por drbol segin su tipo, y nimero de hojas nuevas, formados en
naranjo ‘Salustiana’ en la brotacion de primavera. Los datos son las medias de 3 aios, con
medidas de 3 a 6 drboles por aio. Nudos totales del drbol sobre madera de 1 y 2 arios de edad
estimados a través de los datos de abscisidn de flores y frutitos. Letras diferentes en la misma
fila indican diferencias estadisticas con un nivel de significacion del 95% para efecto de la carga

del drbol.

Carga de fruto en la cosecha anterior

Arboles off Arboles o7
Tipo de brote

(Miles /arbol) (Miles /arbol)
Vegetativos 21 b 50 a
Generativos uniflorales 6,3 a 0,1 b
Generativos multiflorales 12,0 a 0,07 b
Mixtos uniflorales 1,1 a 0,07 b
Mixtos multiflorales 71 a 0,1 b
TOTAL BROTES 285 a 54 b
TOTAL HOJAS NUEVAS 20,3 b 26,7 a
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Tabla 4. Niimero de brotes vegetativos en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en la
brotacion de primavera de 3 aiios diferentes. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada
arbol se observd la brotacion de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y tipo
de drbol indican diferencias estadisticas al 95% entre anios de brotacidn para un mismo tipo de

madera segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto

en la cosecha

Edad de la madera

antetior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles o7
2000 27,1 Ns 10,9 s 22,6 Ns
2001 26,4 15,2 235
2004 25,7 6,4 18,8
Media 26,4 10,8 21,6
Arboles off
2000 3,4 Ns 3,9 Ns 3,6 Ns
2001 7,3 3,5 6,4
2004 3,2 1,8 2,7
Media 4,6 3,1 4.2
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Fig. 10. Relacion entre (A) niimero de brotes vegetativos y (B) niimero de flores en 100 nudos
con el porcentaje de nudos brotados en yemas de 1 aiio de edad (O, @) y de 2 ainos de edad
(AN,A). Datos individuales de drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados por su alta
produccion (on, simbolos llenos) y por su baja produccion (off, simbolos vacios) en el aio
anterior. Se muestran las lineas de regresion en el caso de ser significativas y sus coeficientes de
determinacién (R°).
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* Efecto del fruto sobre la floracion

La intensidad de floracién estuvo afectada tanto por la presencia de fruto como por la
edad de la madera. Los arboles seleccionados como ¢ff presentaron siempre un mayor
porcentaje de nudos con brotes florales que los arboles o7 en la primavera siguiente (51 »s
2%; P=0,001; Tabla 5), un mayor nimero de brotes reproductivos (54 »s 2 brotes en 100
nudos; P=<0,001; Tabla 6;) y un mayor numero de flores (171 »s 4 flores en 100 nudos;
P=0,001; Tabla 7). El mayor nimero de nudos disponibles en los arboles gff acentué
todavia mas el efecto de la carga del fruto sobre el nimero total de brotes reproductivos

desarrollados (26 »s 0,4 miles de brotes reproductivos por arbol; P<0,001; Tabla 3).

El efecto de la edad de la madera sobre la floracién dependié de la carga del fruto, y sélo
influy6 en las caracteristicas de la floraciéon de los arboles gff En estos arboles la floracién
fue mas elevada en la madera de 1 afio que en la de 2 afios, tanto en porcentaje de nudos
con brotes reproductivos (62 s 22%; P<0,001), como en nimero de brotes florales (67 s
22 brotes en 100 nudos P=<0,001) y numero de flores (214 »s 63 flores en 100 nudos;
P=0,001).

Asimismo, en arboles gff se aprecié una relacién cuantitativa y lineal entre el porcentaje de
brotacion y la intensidad de floracion obtenida (numero de flores en 100 nudos), tanto en
madera de 1 aflo como de 2 afios (t=0,97*). Sin embargo, en arboles oz el aumento en el
porcentaje de brotaciéon no se correspondié con un aumento en el nimero de flores (Fig.

10B).
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Tabla 5. Porcentaje de nudos con brotes reproductivos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en la
brotacion de primavera de 3 asios diferentes. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada
darbol se observd la brotacion de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y tipo
de drbol indican diferencias estadisticas al 95% entre asnos de brotacion para un mismo tipo de
madera segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas. Los andlisis se
realizaron utilizando la transformaciin arcsen\x, siendo x el porcentaje de nudos brotados.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotacion 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles o7
2000 0,8 Ns 0,4 ~s 0,7 ~s
2001 44 0,5 3,5
2004 0,7 0,0 0,5
Media 2,0 0,3 1,6
Arboles off
2000 61,0 ~s 189 Ns 47,4 Ns
2001 65,9 27,6 56,2
2004 60,2 18,9 492
Media 62,4 21,8 50,9
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Tabla 6. Nimeros de brotes reproductivos en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en
la brotacidn de primavera de 3 anios diferentes. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En
cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y
tipo de drbol indican diferencias estadisticas al 95% entre anios de brotacidn para un mismo tipo
de madera segiin el test de Duncan. NS': no hay diferencias significativas.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles o7
2000 0,9 Ns 0,4 ~s 0,7 ~s
2001 4.6 0,5 3,6
2004 0,7 0,0 0,5
Media 2,1 0,3 1,6

Arboles off

2000 66,1 Ns 18,4 ns 50,7 Ns
2001 71,4 28,9 60,4
2004 63,0 19,0 51,3
Media 66,8 221 541

b b b
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Tabla 7. Niimero de flores en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ en la brotaciin de
primavera de 3 anos diferentes. Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se
observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma columna y tipo de drbol
indican diferencias estadisticas al 95% entre anos de brotacion para un mismo tipo de madera
segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas. Los andilisis se realizaron
utilizando la transformacion arcsenNx, siendo x el porcentaje de nudos brotados.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
antetrior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles oz
2000 1,5 Ns 0,5 ~s 1,2 Ns
2001 11,6 2.2 9,5
2004 1,7 0,0 1,2
Media 49 0,9 4,0
Arboles off
2000 211,8 Ns 48,6 Ns 159,7 ~s
2001 211,2 78,3 1771
2004 218,0 62,4 176,8
Media 2137 63,1 1711
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Los brotes florales formados en la variedad ‘Salustiana’ fueron de 4 tipos (Fig 2; Tabla 3):
brotes mixtos multiflorales y uniflorales (ambos con hojas) y brotes generativos

multiflorales y uniflorales (ambos sin hojas).

En drboles oz, con un escaso nivel de floracion, no se observaron diferencias significativas
entre los tipos de brotes florales, con independencia del afio de experimentaciéon. En

todos los casos el numero de brotes formados fue muy bajo.

En arboles ¢ff hubo diferencias en la proporcion en que se formé cada tipo de brote, con
independencia del afio de experimentacién y de la edad de las yemas (Tablas 8 y 9; Fig.
11). En estos arboles la mayor parte de la floracién se obtuvo en brotes generativos, de
los cuales se observaron 45 frente a 22 brotes mixtos en las yemas de 1 afio de edad y 17
generativos frente a 5 mixtos en las yemas de 2 afios (numero de brotes en 100 nudos).
De entre los brotes generativos, los multiflorales fueron mas abundantes que los
uniflorales. Fstos se dieron en la misma proporcién que los mixtos multiflorales. Los

menos abundantes fueron los mixtos uniflorales.
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Tabla 8. Niimero de brotes mixtos (con flores y con hojas) en 100 nudos en drboles de naranjo
Salustiana’ en la brotacidn de primavera de 3 anos diferentes. Los datos son las medias de 3 a
6 drboles. En cada drbol se observd la brotaciin de unos 500 nudos. Letras diferentes en la
misma columna y tipo de darbol indican diferencias estadisticas al 95% entre arios de brotacion
para un mismo tipo de madera segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles o7
2000 0,5 Ns 0,3 Ns 0,4 ~s
2001 2,3 0,5 1,9
2004 0,4 0,0 0,3
Media 1,1 0,3 0,9
Arboles off
2000 398 a 7.4 227 a
2001 214 b 44 ab 172 a
2004 13,4 ¢ 29 b 10,5 b
Media 215 5,0 16,8
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Tabla 9. Niimero de brotes generativos (sin hojas) en 100 nudos en drboles de naranjo
Salustiana’ en la brotacidn de primavera de 3 anos diferentes. Los datos son las medias de 3 a
6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la
misma columna y tipo de darbol indican diferencias estadisticas al 95% entre arios de brotacion
para un mismo tipo de madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto

en la cosecha Edad de la madera
anterior TOTAL
Afo de brotaciéon 1 afio 2 afios (Media ponderada)
Arboles oz
2000 0,4 Ns 0,1 ~s 0,3 Ns
2001 2,2 0,0 1,7
2004 0,3 0,0 0,2
Media 1,0 0,03 0,7

Arboles off

2000 36,4 Ns 11,0 ns 28,1 Ns
2001 49,9 245 432
2004 49,6 16,2 40,9
Media 453 17,2 37,4
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Fig. 11. Niimero de brotes florales en 100 nudos en drboles off en la cosecha anterior, de
naranjo ‘Salustiana’, en funcidn de la edad de las yemas y del tipo de brote. GU=Brotes
generativos uniflorales; GNM=Brotes generativos multiflorales; MU=Brotes mixtos uniflorales;
MM=Brotes mixtos multiflorales. Los valores son la media de la brotacidn de primavera de 3
anos. Para cada ano, se observd la brotacion de 3 a G drboles (unos 500 nudos por drbol). Las
barras indican el error estindar de cada media. Letras diferentes entre tipos de brotes indican
diferencias estadisticas con un nivel de significacion del 95% segiin el test de Duncan.
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La carga del fruto en la cosecha anterior también influy6é en las caracteristicas de los
brotes reproductivos formados (nimero de flores y hojas por brote). En arboles gff, los
brotes obtenidos en las yemas de 1 afio de edad tuvieron un mayor nimero de flores que
en arboles on, tanto en brotes generativos multiflorales (3,8 us 2,6 flores por brote;
P=0,003), como en mixtos multiflorales (4,6 »s 2 flores por brote; P=0,002). En cuanto al
numero de hojas, los brotes mixtos multiflorales presentaron 2,3 hojas sin depender de la
carga de fruto. Los brotes mixtos uniflorales tuvieron 6 hojas en los nudos de 1 afio y 3
hojas en los de 2 anos en arboles off, y 1 hoja independientemente de la edad de las yemas,

en los arboles oz.

En definitiva, el mayor nimero de flores en los arboles gff se debié fundamentalmente
(entre el 80 y el 90% de la diferencia con arboles o7) a las flores obtenidas en los brotes
mixtos multiflorales y brotes generativos multiflorales. Las flores solitarias (brotes
generativos uniflorales) y las campaneras (en brotes mixtos uniflorales) representaron sélo

de un 5 a un 10% de este incremento.

* Efecto del fruto sobre el niumero y posicion de las hojas

El nimero de hojas en 100 nudos iniciadas en la primavera siguiente en los nudos de
arboles on fue mas del doble que en los nudos de los arboles gff (116 »s 41,5 hojas en 100
nudos; P<0,001; Fig. 12). Debido a que el nimero de nudos disponibles por arbol fue la
mitad en éstos ultimos, el ndmero total de hojas formadas por arbol fue de

aproximadamente 26700 en arboles o7 y 20300 en arboles gff (Tabla 3).

En los arboles o7, con un escaso nivel de floracion, mas del 98% de las hojas se formaron
sobre brotes vegetativos, independientemente de la edad de las yemas. En arboles gff, por
el contrario, el 67% de las hojas nuevas se formaron sobre inflorescencias mixtas en las
yemas de 1 afio, mientras que las pocas hojas obtenidas en yemas de 2 afios se obtuvieron

por igual en brotes vegetativos y reproductivos (Fig. 12).
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Fig. 12. Niimero de hojas en 100 nudos formadas en la brotacion de primavera en drboles on y
off de naranjo ‘Salustiana’ (en la cosecha anterior) en funcion de la edad de las yemas y del tipo
de brote. BV'=Brotes vegetativos; BR=Brotes reproductivos. Los valores son las medias de la
brotacion de primavera de 3 anios. Para cada ano, se observd la brotacidn de 3 a 6 drboles (unos
500 nudos por drbol). Las barras indican el error estindar de cada media. Letras diferentes
entre tipos de brotes indican diferencias estadisticas con un nivel de significacion del 95% segiin
el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.
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1.3. Efecto del fruto sobre la abscision de flores y frutitos

Para determinar la intensidad y caracteristicas de la abscision de 6rganos reproductivos se
colocaron redes individuales bajo las copas de los arboles de ‘Salustiana’, tras iniciarse la
brotacion y floracion de la primavera de 2000, 2001 y 2004 respectivamente. De esta
manera, los 6rganos reproductivos caidos (flores y frutitos) se recogieron sobre las
mismas. En los 3 afios de medicién se considerd el inicio de floracion el 15 de marzo,
cuando el 50% de las flores habia alcanzado la antesis. A partir de ese momento y hasta
final de junio, aproximadamente 100 dias después de antesis (DDA), se control6 la
abscision de estructuras reproductivas. Peribdicamente, se recogié el material caido sobre
las lonas y se llevé al laboratorio para el conteo y clasificaciéon de 6rganos y la

determinacién de su peso seco.

El porcentaje de cuajado se calculé atendiendo al nuimero total de flores del arbol,
considerado como la suma de las flores y frutos caidos mas el nimero de frutos

recolectados.

La abscision se inici6 a los pocos dias de la antesis de las flores y tuvo lugar durante los 80
o 90 dias posteriores, en los cuales fluctué mostrando dos maximos caracteristicos
durante el perfodo (Fig. 13). El proceso de abscision de organos generativos, ain
siguiendo este patron general, varié en los 3 afos de observacion. Adicionalmente, las
diferencias en el nivel de floracién observadas en arboles o7 y off se reflejaron

drasticamente en las caracteristicas e intensidad de la abscision de érganos reproductivos.

La abscisiéon de los arboles con alta intensidad de floracién (arboles ¢ff en la campafia
anterior) aument6 gradualmente hasta alcanzar un maximo entre los 15 y los 30 DDA
(abril) tras el cual descendié hasta casi anularse (Fig. 13). Inmediatamente se inicié un
segundo aumento en el nimero de 6rganos caidos cuyo maximo se alcanzé entre los 40 y
los 65 DDA (mayo-junio). El primer pico tomé valores mayores en cuanto a numero de
ovarios caidos por dia. El segundo afio, en el que el primer pico fue muy elevado (hasta
5000 ovarios caidos por dia y arbol), el segundo pico fue mucho mas reducido (menos de
1000 ovarios caidos por dia y arbol). A los 70 DDA ya se habia completado mas del 95%
de la abscision. En total, cayeron entre 70000 y 85000 ovarios por arbol (Fig. 14).
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Fig. 13. Nimero de flores y frutos (ovarios) caidos por drbol y dia en la primavera de 2000 (1),
2001 (11) y 2004 (I11) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off (O) y on
(@) en la campaiia anterior. En los 3 anos se considerd el 15 de marzo como dia de inicio de
antesis. Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Fig. 14. Abscision acumulada de flores y frutos caidos por arbol en la primavera de 2000 (1),
2001 (11) y 2004 (I11) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off (O) y on
(@) en la campaiia anterior. En los 3 anos se considerd el 15 de marzo como dia de inicio de
antesis. Medias de 3 a 6 drboles. Las barras muestran el valor LSD agrupado para cada
periodo de experimentacion.
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En los arboles cuyo nivel de floracion era muy bajo (arboles o7 en la dltima cosecha), la
abscision se inicid mas tardiamente y los valores se mantuvieron sensiblemente menores
que en los arboles ¢ff, tanto en valor absoluto como relativo (Fig. 15). Se alcanzé un
maximo de 45 6rganos generativos caidos por dfa a los 62-65 DDA. Los valores mas altos
de abscisién acumulada se dieron en la primavera de 2001, cuando cayeron 1600 ovarios

por arbol.

La abscision de capullos y de flores abiertas tuvo lugar en la base del pedinculo, y
predominé durante las primeras etapas, constituyendo la totalidad de los érganos caidos
durante el primer pico de abscision, y disminuyendo después gradualmente hasta volver a
aumentar después, alcanzando un segundo maximo mucho mas reducido que el primero.
La abscision de ovarios y frutitos se produjo en el caliz, entre la pared del ovario y el disco
nectarifero, y empezé a los 45-50 DDA (principios de mayo), contribuyendo

mayoritariamente al segundo pico de abscision (Fig. 16).

La abscision relativa diaria, expresada como el porcentaje de 6rganos caidos en relacion al
nimero de organos presentes en el arbol en cada momento difirié en los 3 afos de
experimentacion, pero en general fueron visibles los dos picos caracteristicos del proceso
de abscision en los arboles ¢ff En los arboles on, cuando la abscisién fue detectable, el
primer pico fue muy pequefio o nulo, mientras que el segundo pico fue mas marcado (Fig.

15).

En la Figura 17 se representa la variacién en el peso seco de los ovarios desprendidos. Al
inicio de la abscisiéon, el peso medio de los ovarios fue de unos 20 mg,
independientemente del nivel de floracion del arbol. Este valor se mantuvo en ligero
aumento hasta los 65 DDA, tras el segundo pico de abscisién, momento a partir del cual
creci6 de forma mas acentuada hasta alcanzar los 0,7 gy 1,9 g al final del periodo. No se
observaron diferencias significativas en el peso de las estructuras caidas entre arboles con

diferente nivel de floracién.

Durante los perfodos muestreados, la abscision de 6rganos generativos provocd una
pérdida de entre 1,8 y 3,5 kg de materia seca por arbol en los arboles que mostraron un
alto nivel de floracion (gff) y de menos de 0,2 kg en los arboles con bajo nivel de floracion

(om; Fig. 18).
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Al estudiar las pérdidas de materia seca, tanto por los valores acumulados (Fig. 18) como
los diarios (Fig. 19), se observo que en los arboles con alta floracién (arboles gff) el primer
pico de abscision constituy6 entre un 25 y un 40% de la materia seca total caida en todo el
periodo. En éste, la evolucion de la caida de materia seca acumulada siguié una curva
doble sigmoide. En los arboles o7, con bajo nivel de floracién, el segundo pico fue mucho
mayor que el primero, tanto considerando el nimero de 6rganos como el porcentaje de

materia seca caida.

Fig. 15 (pdg. siguiente). Abscisidn relativa diaria (% de frutos supervivientes) en la primavera
de 2000 (1), 2001 (1) y 2004 (11I) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off
(O) y on (@) en la campara anterior. En los 3 arios se considerd el 15 de marzo como dia de
inicio de antesis. Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estandar de cada media.
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Fig. 16. Abscision diaria de drganos reproductivos por drbol segiin la zona de abscisiin
(¢ireulos, abscision en el pediinculo; triangulos, abscision en la base del ovario), en la primavera
de 2000 (1), 2001 (1) y 2004 (11I) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off
(O, A) yon (@, A) en la campaina anterior. En los 3 aiios se considerd el 15 de marzo como
dia de inicio de antesis. Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada

media.
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Peso seco ovario (g)

Peso seco ovario (g)
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Fig. 17. Peso seco medio de ovarios y frutos caidos en la primavera de 2000 (1), 2001 (1I) y
2004 (II1) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off (O) y on (@) en la
campana anterior. En los 3 aros se considerd el 15 de marzo como dia de inicio de antesis.
Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Fig. 18. Materia seca caida acumulada debida a ovarios en la primavera de 2000 (1), 2001
(11) y 2004 (111) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off (O) y on (@) en la
campana anterior. En los 3 arios se considerd el 15 de marzgo como dia de inicio de antesis.
Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Fig. 19. Caida diaria de materia seca debida a ovarios en la primavera de 2000 (1), 20071 (11)
y 2004 (111) en drboles de naranjo ‘Salustiana’ seleccionados como off (O) y on (@) en la
campana anterior. En los 3 arios se considerd el 15 de marzo como dia de inicio de antesis.
Medias de 3 a 6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Estudiando el cuajado a través de la relacién entre el numero de flores formadas y de
frutos finalmente cosechados (Tabla 10; Figs. 20 y 21), se observé que a niveles bajos de
floraciéon (menos de 4000 flores por arbol) existié un incremento de la cosecha que
aument6 con el namero de flores (Fig. 20; P<0,001). No obstante, en arboles ¢ff en la
campafa anterior, en los cuales hubo entre 40000 y 120000 flores, el nivel de floracién no
estuvo relacionado con el nimero de frutos finalmente cosechados. Esto fue debido a que
para cualquier intensidad de floracién existié una disminucién del porcentaje de cuajado
con el aumento del numero de flores, tal como se aprecia en la Figura 21, pero esta

disminucion fue mas acusada en arboles con elevada floracion.

Cuando los arboles formaron alrededor de 50000 flores, el porcentaje de cuajado tomod
valores entre el 3 y el 5%. Para un numero doble de flores, el cuajado se situd entre el 2 'y
el 3%. Para valores menores de 1000 flores por arbol, el cuajado se acercé al 100%,
mientras que en el intervalo entre 1000 y 7000 flores por arbol, los valores se situaron

entre el 12 y el 15% de flores finalmente cuajadas.
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Tabla 10. Diferentes pardmetros productivos y de floracidn en drboles de naranjo ‘Salustiana’
seleccionados por su carga extrema de fruto, en distintas campanas de produccidn. Los valores

son medias de 3 a 6 drboles * error estindar.

Carga Campana N° N° total N° Cuajado
de fruto de de flores de flores de frutos %)
enla cosecha producciéon en 100 nudos formadas cosechados
antetrior (miles)
Arboles o7
2000-2001 1,2+08 0,9+ 09 143 + 23 66,7 £ 333
2001-2002 9,5+ 6,2 1,7+ 1,1 336 = 150 474 + 26,4
2004-2005 1,2+0,6 0,2+ 0,05 157 = 52 100,0 = 0
Arboles off
2000-2001  159,7 = 33,3 73,4 + 28,7 760 = 208 30+0,3
2001-2002 1771 = 10,8 87,3 =217 2124 + 996 22 +0,5
2004-2005  176,8 £ 9.4 62,7+ 144 444 + 43 35+0,9
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Produccion (miles de frutos/arbol)

Produccion (miles de frutos/4rbol)

Fig. 20. Relacidn entre niimero de flores formadas y nimero de frutos cosechados en la misma
campana de produccion en drboles de naranjo ‘Salustiana’. Datos individuales de drboles
seleccionados por su baja produccién (off, O) y por su alta produccion (on, @) en la cosecha
anterior. Se muestran lineas de regresidn en el caso de ser significativas y sus coeficientes de
determinacién (R°).
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Fig. 21. Relacidn entre niimero de flores formadas y % de cuajado en la misma campaiia de
produccidn en drboles de naranjo ‘Salustiana’. Datos individuales de drboles seleccionados por su
baja produccion (off, O) y por su alta produccion (on, @) en la cosecha anterior. Se muestran
lineas de regresion en el caso de ser significativas y sus coeficientes de determinacién (R°).
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2. VARIACION ESTACIONAL DE LA FOTOSINTESIS E INFLUENCIA DE LA CARGA
DEL ARBOL

2.1. Variacion estacional de la fotosintesis: influencia de las variables ambientales

El objetivo de este experimento fue llevar a cabo una caracterizacion sistematica a lo largo
del ano de la variacién de la eficiencia fotosintética en arboles de naranjo dulce
‘Salustiana’ cultivados en condiciones normales de produccion, asi como estudiar la
influencia sobre la misma de las condiciones ambientales, como la intensidad de luz y la
temperatura, y de las caracteristicas internas del arbol, como el tipo de brote y la presencia
de fruto. Se midieron parametros relacionados con el intercambio gaseoso (fotosintesis
neta o tasa de fijaciéon neta de CO», Ax; tasa de transpiracion, E; conductancia estomatica,
gs y concentracion subestomatica de CO», Cj) y la fluorescencia de las clorofilas
(rendimiento fotoquimico maximo del PSII, F,/Fn) a lo largo del afio. Estas variables se
relacionaron con diferentes parametros ambientales como la radiacién fotosintéticamente
activa (PAR), la temperatura de la hoja (Th), la diferencia de presiéon de vapor de agua

(VP) entre la hoja y la atmésfera (DPV) y la concentracién atmosférica de COz (Cy).

Para estudiar la variacién estacional de la fotosintesis y el efecto de la carga del fruto
fueron medidos el intercambio gaseosos y los parametros de fluorescencia durante un afio
(desde mayo de 2011 hasta abril de 2012; 4 a 10 determinaciones por mes) en hojas de la
ultima brotaciéon de primavera, expuestas al sol y con una orientacién sudeste, en ramas
de arboles con alta carga de fruto (arboles o7) y ramas de arboles con baja o nula carga de
fruto (arboles of). También se determiné el efecto de la edad de la hoja midiendo estos

parametros en hojas de la brotacién del afo anterior.

* Variacion anual de la tasa fotosintética en hojas de brotes vegetativos con exposicion
directa al sol

En naranjo dulce ‘Salustiana’ el desarrollo de la mayorfa de las hojas se inicié durante la
brotacion de primavera, a final de febrero, y en mayo habfan completado gran parte de su
crecimiento, sobre todo las situadas en arboles con poca carga del fruto (ver punto 3 del

capitulo de Resultados). La variaciéon de la tasa fotosintética y parametros ambientales
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desde mayo hasta la siguiente brotacién de primavera se muestra en las Figuras 22 y 23,
donde se representan las medias diarias para cada una de las fechas en las que se

efectuaron las mediciones (Fig. 22) y las medias mensuales (Fig. 23A).
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Fig. 22. Valores medios diarios de la tasa fotosintética neta (Ay) medidos durante un aio en
hojas expuestas al sol de brotes vegetativos de drboles off (O) y drboles on (@) de naranjo
Salustiana’ Cada valor es la media de 10 medidas de drboles diferentes. La barra muestra el
valor LSD agrupado.
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Fig. 23. Medias mensuales de los valores medios (—@—), maximos () y minimos (---)
durante un ano en hojas expuestas al sol de brotes vegetativos de naranjo ‘Salustiana’ para la
tasa fotosintética (A), radiacion fotosintéticamente activa (B), temperatura de la hoja (C) y
diferencia de presion de vapor entre la atmdsfera y el interior de la hoja (D). Los valores
mostrados son las medias de 4 a 10 datos por mes. Cada dato a su vez es la media de 10
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medidas de drboles diferentes. Las barras muestran el valor LSD agrupado.
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Es destacable que no se observaron cambios importantes en la tasa fotosintética de las
hojas (An) durante su primer afio de edad. Sin embargo, sf hubo una variacién diaria muy
acusada de este parametro debido a los cambios en las condiciones ambientales. Los

valores mas bajos de An (<1 umol m?2s) se alcanzaron en los meses de verano y durante

las bajas temperaturas invernales, mientras que las tasas mas elevadas (>10 umol m=s)
se observaron en otoflo y en primavera. La variabilidad de las tasas fotosintéticas medias
mensuales fue muy inferior a la variabilidad debida a las diferencias entre los valores
diarios en un mismo mes, y no resulté significativa (Tabla 11). La variaciéon diaria en PAR
fue, asimismo, superior a la variaciéon mensual. La temperatura ambiental, asi como la
directamente relacionada temperatura de la hoja, presentaron una variacién mensual
significativa y superior a la variaciéon entre los dias de un mes, de forma que las medias
mensuales mas bajas se dieron en el mes de diciembre (21°C) y las mas elevadas en el mes
de julio (40°C). La variaciéon en DPV sigui6 un patrén similar al de la temperatura, con los
valores mas altos en julio (52 mbar) y los mas bajos en diciembre (17 mbar). Sin embargo,
para esta variable, la variacion entre meses, aunque significativa, resulté de menor cuantia

que la variacién diaria.

Tabla 11. Componentes de la varianza para pardmetros ambientales y tasa fotosintética neta en
hojas expuestas al sol de naranjo naranjo ‘Salustiana’. Hojas de brotes vegetativos de la iiltima
brotacion de primavera. Se indican diferencias significativas para P<0,05 (*) y P<0,01 (*¥*).
NS: no hay diferencias significativas.

Componentes de la varianza (%)

Ax PAR Ty DPV
MESES 0,90 ns 1,55 ~s 57,50 ** 31,16 **
DIAS DE UN MES 99,10 98,45 42,50 68,84
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* Correlacion entre la variacion diaria de la tasa fotosintética y los pardmetros
ambientales

La relaciéon entre la tasa fotosintética y la radiacién fotosintéticamente activa (PAR) siguié
una curva de optimizacién, como se observa en la Figura 24A. En las hojas externas del
arbol, expuestas directamente a la radiacién solar, la tasa fotosintética fue maxima en
aquellos dias en los cuales el valor medio de PAR, durante la mafiana, estuvo alrededor de
550-600 wmol m2s' (Fig. 23B). A partir de este limite, el incremento de la irradiancia
media tuvo un efecto negativo sobre la fotosintesis (rpar-an=-0,46**). Para valores
inferiores a 550 umol m?sl, existi6 una correlaciéon positiva entre PAR y tasa
fotosintética (r par-An=0,49%). Esta correlaciéon pudo explicarse parcialmente por el efecto
de la temperatura. La correlacién parcial entre la radiacién y la tasa de fijacion de COo,
eliminando el efecto de la temperatura, no result6 significativa en este rango de valores de
PAR. Para valores de irradiancia elevados, la PAR tuvo un efecto directo importante
sobre la fotosintesis (rth-rar-an=-0,41%). No obstante, hubo un ligero descenso en la
correlacion al eliminar el efecto de la temperatura, indicando una cierta relacién entre el

descenso de la fotosintesis y la elevacion de la temperatura de la hoja al incrementar PAR.

La relacion entre la temperatura de la hoja y la fotosintesis siguié asimismo una curva de
optimizacion (Fig. 24B). La fotosintesis fue maxima para temperaturas entre los 25 y los
30°C. Temperaturas superiores a 30°C disminuyeron la tasa de fijacién de COz y el efecto
dependi6 de la presion de vapor de agua en el aire, VP (Fig. 24C). Cuando VP fue elevada
(>20 mbar) hubo un efecto mas acusado de disminuciéon de la fotosintesis con la
temperatura (rrh-an=-0,09**. Fig. 24C). Para valores bajos de VP (<20 mbar), el efecto fue
menos acusado y la correlaciéon entre ambos parametros mas débil (rrh-an=-0,49%). Para
temperaturas inferiores a los 25°C, un aumento en este parametro incrementd la tasa

fotosintética (rrn-an=0,52%). En estas condiciones, VP fue siempre menor de 20 mbar.

Teniendo en cuenta la relacién exponencial entre la temperatura de la hoja y la diferencia
de presion de vapor (DPV), la relacién entre ésta y la fotosintesis siguié una curva similar

a la de la temperatura (Fig. 24D).
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Para valores de DPV mayores de 26 mbar, correspondientes a temperaturas de mas de
30°C, hubo una correlacién negativa entre DPV y fotosintesis, ain mas acusada para
valores altos de VP (tppv.an=-0,54**) que para bajos valores de este parametro (rppv.an=-
0,48). Para valores inferiores a 26 mbar, un incremento en esta variable supuso un

aumento de la fijacion de COz (rppv-an=0,47**).
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Fig. 24. Relacion entre la tasa fotosintética (Ay) y diferentes pardmetros ambientales en hojas
expuestas al sol de naranjo ‘Salustiana’: (A) radiacion fotosintéticamente activa, (B)
temperatura de hoja, (C) temperatura de hoja para temperaturas mayores de 30°C en funcion de
VP, y (D) diferencia de presidn de vapor entre interior de la hoja y atmdisfera en funciin de 1P
(en mbar). Cada dato es la media de 10 hojas de drboles diferentes. Se muestran las lineas de
regresion en el caso de ser significativas y sus coeficientes de determinacién (R°).
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* Correlacion entre la variacion diaria de la fotosintesis y pardmetros relacionados (gs,
E, EUA)

La conductividad estomatica de la hoja (gs) present6 una elevada correlacién positiva con
la fijacién neta de CO», dandose una relacion de tipo logaritmico entre ambos parametros
(Fig. 25). Sin embargo, la tasa fotosintética estuvo correlacionada negativamente con la
relacion entre la concentracion de COz intercelular (Cy) y la del CO2 ambiental (Cy) (r an-

ci/ca=-0,33%%¥).

16
[ J

o 12 0
o [ ]
g
S
g g8 F °
3 y = 4,33In(x) + 16,61
e s R2 = 0,64

4 -

[ J
0

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

g (mol m?s’

Fig. 25. Relacidn entre tasa fotosintética (Ay) y conductancia estomdtica (g,) en hojas expuestas
al sol de brotes vegetativos de primavera de naranjo ‘Salustiana’. Se muestra la linea de
tendencia de tipo logaritmico con su coeficiente de determinaciin (R°).
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La conductividad estomatica presentd una correlaciéon negativa con la irradiancia media
diaria (rgs.parR=-0,45*%*), si bien hay que indicar que fue muy poco frecuente que, en las
hojas exteriores, la radiaciéon incidente presentara valores bajos y, por tanto, en este
experimento, no hubo datos para estudiar el efecto de la baja irradiancia sobre la

conductividad.

La temperatura de la hoja también influy6 en la conductancia estomatica. Para valores de
Th superiores a 25°C, hubo una disminucién de la conductividad al aumentar la
temperatura, y este efecto fue mas pronunciado cuando VP fue elevada (Fig. 26A). Para
valores de VP menores a 20 mbar, la temperatura sélo explico el 4% de la variabilidad
observada. Cuando los valores medios de temperatura de la hoja fueron inferiores a 25°C,

el efecto fue el contrario, incrementando la conductividad con la temperatura (Fig. 26B).

Hubo una relacién logaritmica (y=1,32In(x)-2,47) entre la diferencia de presion de vapor y
la tasa de transpiraciéon (E). DPV fue mayor cuanto mayor fue E, con un limite maximo
de aproximadamente 4 mmol m?2s!. La variacién en DPV explic6 el 60% de la variacion

observada en la tasa de transpiracion.

La temperatura de la hoja explicé mas del 70% de la variacién mostrada por la eficiencia
en el uso del agua (EUA). EUA incrementé con la disminucion de la temperatura de la
hoja, la cual a su vez fue debida a un incremento en Axy a un descenso de E. Sin
embargo, la dltima tuvo mayor influencia sobre la variabilidad de EUA (rax-rua=0,46%; 15

suA =-0,68%).
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Fig. 26. Relacidn entre conductancia estomdtica (g,) y temperatura

debajo de 25°C. Se muestran las lineas de regresion en el caso
coeficientes de determinacién (R°).
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en hojas expuestas al sol de
brotes vegetativos de primavera de naranjo ‘Salustiana’. (A) Relacidn a temperaturas por encima
de 25°C en funcion de la presidn de vapor del aire (1'P). (B) Relacidn con temperaturas por
de ser significativas y sus
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2.2. Influencia de las caracteristicas de las hojas sobre la fotosintesis

Para estudiar el efecto de las caracteristicas de las hojas sobre la fotosintesis, se
compararon los diferentes parametros relacionados con dicha funcién en hojas jévenes (3
a 6 meses) y viejas (13 a 15 meses) desarrolladas en las brotaciones de 2 afos

consecutivos, tanto en arboles 07z como en arboles gff. Las medidas se realizaron en 24 dias

despejados, desde el 8 de mayo hasta el 25 de julio de 2011.

Por otra parte, se midieron los parametros relacionados en hojas de brotes vegetativos de
primavera de arboles sin fruto (gf) diferenciando su exposiciéon al sol (con o sin
exposicion directa) y su orientaciéon (noroeste o sudeste). Las medidas se realizaron en

dias despejados, el 29 de junio en el primer caso y el 15 de julio de 2011 en el segundo.

El efecto de la posicién de la hoja a lo largo del brote y de la cercania al fruto se estudié
midiendo los parametros citados en hojas situadas en la 1%, 3-4* y 7% posicién en brotes
con un fruto terminal, situados en arboles o7. Las medidas se realizaron el 16 de mayo de

2011, en ausencia de nubes.

* ffecto de la edad de la hoja

La capacidad fotosintética de la hoja permaneci6 estable a lo largo de su primer afio de
vida. Sin embargo, durante el segundo afio, esta capacidad disminuy6, de forma que las
hojas de la nueva brotacién de primavera tuvieron una tasa fotosintética mayor que

aquella mostrada por las hojas mas viejas (Tabla 12).

No hubo efecto de la edad de la hoja sobre el rendimiento fotoquimico méaximo (Fy/Fu).
Tampoco la edad vari6 las relaciones que se establecieron entre fotosintesis y diferentes
parametros ambientales (PAR, Ty, DPV) u otros parametros relacionados (gs, E, EUA)

descritos para las hojas jovenes.
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* Efecto de la orientacion del brote

Las hojas de ramas situadas con orientacién noroeste recibieron una PAR mas de 20
veces menor y tuvieron una temperatura inferior a 2°C que aquellas situadas hacia el
sudeste (Tabla 13). La irradiancia fue el parametro ambiental con una mayor influencia
sobre la variacion de la fotosintesis neta (68%). El contenido en clorofila fue similar en las
hojas con distinta orientacion (75 unidades SPAD). Las hojas orientadas hacia el noroeste

tuvieron un mayor rendimiento fotosintético maximo del fotosistema II (Fy/Fn).

Las hojas situadas en ramas con orientacién noroeste tuvieron una proporciéon en peso
seco de almidén superior a las situadas con orientaciéon sudeste (Tabla 14). Por el

contrario, el contenido en aztcares solubles no fue diferente entre ambos tipos de hojas.
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Tabla 14. Contenido en carbobidratos metabolizables segiin la orientacidn del brote en hojas de
brotes vegetativos de drboles sin fruto de naranjo ‘Salustiana’. Los valores son la media de 3
réplicas, consistente cada una de ellas en 10 hojas de drboles diferentes. Muestras tomadas el 15
de julio. Letras diferentes indican diferencias significativas para P<0,01. NS: no hay diferencias
significativas.

Contenido en carbohidratos metabolizables

Orientacion (% sobre m.s.)
del brote
Almidon Azuicares solubles Carbohidratos metabolizables
Sudeste 75 b 6,3 ns 13,8 b
Noroeste 8,8 a 6,5 153 a

* Efecto de la de la posicion de la hoja en el brote

La posicién de la hoja a lo largo del brote y la distancia al fruto, influyé sobre la tasa
fotosintética, de forma que las hojas situadas mas cerca del fruto mostraron una mayor
Ax (Tabla 15). Este gradiente decreciente desde el apice del brote también fue observado
en la conductancia estomatica y en la tasa de transpiracion. El resto de parametros
relacionados, como la concentraciéon subestomatica de CO», la eficiencia en el uso del

agua y la eficiencia maxima del fotosistema II, no se vieron afectados.
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* Efecto de la exposicion de la hoja a la radiacion solar

Las hojas internas de la planta, que recibieron una menor irradiancia (PAR media de 173
umol m2s1), mostraron una tasa fotosintética menor que las hojas externas (Tabla 13).
En estas hojas, y dentro del rango de PAR que reciben en condiciones de campo, un
incremento en PAR supuso un aumento en la tasa de fijaciéon de CO», dandose una
relaciéon de tipo logaritmico entre ambos parametros (ran-par=0,44**). Este fue el
parametro ambiental que mas influy6 en la variabilidad observada. La tasa de fotosintesis
mostro, como se ha descrito anteriormente, una elevada correlacion con las variaciones en
conductividad (rang=0,74**), pero un incremento en este parametro no implicé un

aumento de la concentracién de COz subestomatico (ran-ci=-0,63*%).

El contenido en clorofilas, determinado con el SPAD, fue superior en las hojas exteriores
y, asimismo, este tipo de hojas presenté una mayor proporcion en peso seco de azucares
solubles que las hojas interiores. Sin embargo, la proporcioén de almidén fue similar en

ambos tipos de hoja (Tabla 10).

Tabla 16. Contenido de carbohidratos (% sobre materia seca) en funcidn de la exposicion de la
hoja a la radiacin solar en hojas de brotes wvegetativos de drboles sin fruto de naranjo
Salustiana’. Los valores son la media de 3 réplicas, consistente cada una de ellas en 10 hojas
de drboles diferentes. Las medidas fueron realizadas en ansencia de nubes el 29 de junio. Letras
diferentes indican diferencias significativas mayores del 95%. NS: no hay diferencias
significativas.

Carbohidratos

Exposic.ién Almidon Azucares solubles metabolizables Clorofila
de la hoja al sol (Unidades SPAD
(0/0 m.s.) (0/0 rn.s.) (0/0 m.s.) de Minolta)
Exterior 7,8 xs 21,5 a 29,3 a 774 a
Interior 7,1 13,0 b 20,1 b 64,0 b

b
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Cuando las hojas interiores recibieron una PAR similar al de las hojas exteriores (1200
umol m?2 s1), desplazando la cubierta exterior que las sombreaba, respondieron
rapidamente incrementando su tasa fotosintética, siendo el tiempo medio hasta la
estabilizacion de la fijacion de CO2 de 50 a 60 s (Fig. 27). Sin embargo, en ningun caso
llegaron a alcanzarse los valores de fijacion de COz que presentaron las hojas externas
cuando las determinaciones se prolongaron durante 15 min con la mayor exposiciéon a la

luz directa.
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Fig.  27. Respuesta de la tasa fotosintética (Ay) a elevados valores de radiaciin
fotosintéticamente activa en hojas internas a la sombra (barras sombreadas) en drboles de
naranjo ‘Salustiana’. Se aplicé una iluminacién (1200 wmol m’s"') tras el estado estacionario
(t=0). Cada valor es la media de 10 hojas de drboles diferentes. Las barras indican el error
estandar de cada media. La columna blanca muestra la tasa fotosintética de hojas externas
expuestas al sol a 1200 wmol w’s’'. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas al 95% segiin el test de Duncan.
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2.3. Influencia de la presencia del fruto

Se realizaron medidas de intercambio gaseoso y de fluorescencia a lo largo de un afo
(desde mayo de 2011 hasta abril de 2012) para determinar el efecto de la presencia del
fruto sobre la fotosintesis en arboles adultos y en condiciones habituales de cultivo. Se
realiz6 una medida por arbol en una hoja madura de la dltima brotacién y totalmente
expandida, tratindose de la tercera o cuarta hoja del brote, contando desde el 4pice,
situadas sobre brotes vegetativos. Se utilizaron brotes situados en 10 arboles con alta

carga de fruto (o) y 10 arboles con baja carga de fruto (gff).

No se observaron diferencias significativas en la tasa fotosintética entre arboles con alta y
baja carga de fruto cuando se evalud en la totalidad del afio. Tampoco se encontraron
diferencias entre los diferentes meses del afio. Los parametros ambientales fueron los

factores principales en la variaciéon de Ax (Tabla 17).

También se determiné el efecto de la proximidad del fruto en arboles oz, comparando la
Ax de hojas de brotes con fruto (brotes reproductivos uniflorales) con hojas de brotes sin
fruto (brotes vegetativos). Se observaron valores de An, E y g; ligeramente mayores en los
brotes sin fruto (Tabla 18). No hubo efecto de la presencia de frutos cercanos sobre la

relacion Ci/C, ni sobre la eficiencia en el uso de agua (EUA).

Tabla 17. Resumen del andlisis de varianza para efecto de la carga de fruto y época del aiio
sobre la tasa fotosintética (Ay) en hojas de naranjo ‘Salustiana’. Las medidas fueron realizadas
en dias despejados a lo largo de un arno. NS: no hay diferencias significativas al 95%.

Fuente de variacion Suma de Grados de Cuadrado F
cuadrados libertad medio

CARGA DE FRUTO 0,79 1 0,79 0,10 ~s

MES 1232 11 11,2 1,42 ns

CARGA DE FRUTO * MES 36,7 11 3,34 0,42 Ns

Error 806,4 102 7,91
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3. VARIACION ANUAL DEL CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS. INFLUENCIA DE
LA CARGA DEL ARBOL

Se determiné el contenido en carbohidratos en hojas durante un afio completo (de junio
de 1999 a mayo de 2000) en arboles o7 (con fruto) y off (sin fruto) de naranjo ‘Salustiana’,
en intervalos de aproximadamente 30 dias. Para ello, fueron seleccionados brotes
vegetativos de la ultima brotacion de primavera, dispuestos a una altura media de la copa
y distribuidos uniformemente en todo su perimetro, situados en 3 arboles de cada nivel de
carga de fruto, dando lugar a 2 muestras por arbol. Una vez en el laboratorio, se tomaron
las hojas ubicadas en la mitad de la longitud de los brotes para su procesado y posterior
analisis, desechandose el resto de las hojas del brote. Cada muestra estaba constituida por

unas 20 hojas.

También se determinaron las distintas fracciones de carbohidratos en corteza y madera de
los brotes seleccionados, desde octubre hasta febrero. En el laboratorio, en cada brote se

separd la corteza de la madera, para ser convenientemente procesadas y analizadas.

* Peso seco de las hojas

En junio, al iniciar el perfodo de muestreo, las hojas nuevas tenfan entre 3 y 4 meses de
edad. El peso seco de las hojas de arboles gff fue sensiblemente mayor que las de los
arboles on (310 »5s 220 mg por hoja; Fig. 28). El desarrollo posterior en el tamafo de las
hojas dependi6 de la presencia en el arbol de frutos en desarrollo, de forma que ésta
retras6 la adquisicion del peso seco maximo por las hojas, si bien el valor finalmente

alcanzado no se vio afectado significativamente por la carga productiva del arbol.

En los arboles sin fruto, las hojas ya habian alcanzado su tamafio maximo al final de la
caida de junio. El peso seco de las hojas en los arboles ¢ff se mantuvo a un nivel constante
durante todo el perfodo de muestreo en el primer afio de experimentacién (en torno a los

300 mg de peso seco por hoja).

En las hojas de arboles con fruto, que en junio tenfan un menor tamafio que en los
arboles off, las hojas siguieron incorporando un 30% mas de materia seca durante los
meses de verano hasta adquirir un maximo en octubre.
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Entre noviembre y diciembre, coincidiendo con la dltima fase del crecimiento del fruto y
la maduracién del mismo, se observo la pérdida de materia seca en hojas de los arboles oz.
A partir de esta fecha, las hojas acumularon de nuevo materia seca, hasta adquirir los 300

mg de peso al inicio de la siguiente brotacion, al entrar en un afio ogff-

El porcentaje de materia seca en las hojas de brotes vegetativos de la brotaciéon de
primavera se mantuvo en torno al 45% durante todo el periodo de muestreo tanto en los

arboles o7 como en los gff (Fig. 29).

400 |
g 300 |
200 |

My Jn JI Ag Sep Oct Nov Dic En Feb Mz A My

Mes

Fig. 28. Peso seco por hoja en brotes vegetativos de primavera de drboles off (O) y drboles on
(@) de naranjo ‘Salustiana’. Cada valor es la media de 3 drboles diferentes, con dos muestras
por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre drboles con diferente carga de fruto para P=0,05, en esa fecha.
La linea discontinna vertical indica el momento de antesis de las flores; C: cosecha de los frutos.
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Fig. 29. Contenido en materia seca (%) en hojas de brotes vegetativos de primavera de drboles
off (O) y drboles on (@) de naranjo ‘Salustiana’. Cada valor es la media de 3 drboles
diferentes, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media. E/
asterisco (*) indica diferencias significativas entre drboles con diferente carga de fruto para
P=<0,05, en esa fecha. La linea discontinua vertical indica el momento de antesis de las flores;
C: cosecha de los frutos.

* Contenido en carbohidratos de las hojas

a) Carbohidratos metabolizables totales

Hubo una fuerte variacién estacional en la concentracién total de carbohidratos en hojas
de brotes vegetativos de primavera (Fig. 30). Esta pauta de variacion estacional estuvo
marcada por el estado productivo del arbol durante el periodo de muestreo. Los arboles
no productivos (gff) alcanzaron una mayor concentracién de carbohidratos en sus hojas
que los arboles que estaban desarrollando fruto (o7). Las diferencias mas acusadas se
dieron al final de la caida de junio, momento en que los arboles gff presentaron un 23% de

carbohidratos sobre materia seca, y los arboles o7z un 11%.
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Tras este momento, una disminucion gradual de carbohidratos en los arboles ¢ff mantuvo
los niveles a un valor cercano al 11% igualandose a los arboles oz desde final de agosto.
En enero, comenzé un rapido incremento en la concentracién de carbohidratos en ambos

tipos de arboles.

A partir de la antesis de las flores (mediados de marzo) descendié acusadamente el
contenido en carbohidratos en hojas de arboles off Estos arboles, que habian sido
seleccionados por su baja carga de fruto, florecieron intensamente, entrando en un afio de
alta produccion. En los arboles previamente seleccionados como o7, la nueva brotacion
fue menor y mas tardia, consistiendo principalmente en brotes vegetativos, entrando en

un ano off-
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Fig. 30. Contenido en carbobidratos metabolizables en hojas de brotes vegetativos de primavera
de drboles on (@) y off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como % sobre materia seca.
Cada valor es la media de 3 drboles diferentes, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el
error estandar de cada media. El asterisco (%) indica diferencias significativas entre drboles con
diferente carga de fruto para P=0,05, en esa fecha. Sin asterisco, no hay diferencias
significativas. La linea discontinua vertical indica el momento de antesis de las flores; C: cosecha
de los frutos.
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b) Almidén

El patrén de variacion en el contenido en almidén de las hojas fue muy similar al
mostrado para el contenido total de carbohidratos metabolizables. Ambos parametros
estuvieron muy correlacionados (r=0,97**). De entre todas las fracciones de
carbohidratos consideradas, la de almidon fue la que mas variacién presentd en hojas a lo

largo del ano y la que se vio mas influida por la presencia de fruto (Fig. 31).

Al inicio del periodo de muestreo se observé un mayor contenido en almidén en las hojas
de arboles gff (9 s 6 % sobre peso seco). Posteriormente, durante la fase de abscision,
estas diferencias se incrementaron ya que hubo una marcada tendencia a acumular
almidén en las hojas de los arboles gff, mientras que en los arboles oz tuvo lugar incluso
un ligero descenso en el mismo periodo. La acumulacion en arboles gff llegd a su maximo
(16% sobre peso seco) a final de junio, disminuyendo gradualmente hasta final de
noviembre y permaneciendo constante en un 4% hasta diciembre en ambos tipos de
arboles, sin mostrar diferencias por efecto del fruto en desarrollo. A partir de esta fecha,
se observo un rapido aumento en los niveles de almidén en ambos tipos de arboles, que
alcanzaron de nuevo el 16% a mediados de marzo, coincidiendo con la antesis de las
flores. Desde este momento volvieron a aparecer diferencias entre arboles con fruto y sin
fruto, ya que tuvo lugar una disminucion en el contenido en almidén mas acusada en los
arboles que habian sido improductivos durante el afio anterior (arboles gff) y que con la

nueva brotacién florecieron intensamente, entrando en un afio oz.
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Fig. 31. Contenido en almidin en hojas de brotes vegetativos de primavera de drboles on (@) y
off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como % sobre materia seca. Cada valor es la media
de 3 drboles diferentes, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el error estindar de cada
media. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre drboles con diferente carga de fruto
para P=0,05, en esa fecha. Sin asterisco, no hay diferencias significativas. La linea discontinna
vertical indica el momento de antesis de las flores; C: cosecha de los frutos.

c) Azucares solubles

Los cambios anuales en azucares solubles fueron mucho menores que en almidén.
Solamente hubo diferencias importantes debido a la carga de fruto a principios de junio,
cuando este contenido fue mayor en arboles gff (12%) que en arboles oz (8%), arboles
estos ultimos que se encontraban en pleno proceso de abscision de frutitos (Fig. 32A). A
partir de este momento, hubo una reduccién en ambos hasta llegar a un mismo valor
minimo, proximo al 7% en el mes de julio. Este valor se mantuvo hasta inicios de
noviembre. A continuacién, aumentd gradualmente hasta alcanzar un maximo en
diciembre-enero en todos los arboles. Posteriormente, la presencia de azucares solubles

mostré un descenso hasta el momento de la antesis. A partir de este momento, la relacion
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on/ off se invirtié, de modo que los arboles que antes eran oz (y que entraban en un afio off)

se situaron en niveles ligeramente superiores en el contenido en azucares solubles.

El patrén de variaciéon en el contenido porcentual en azicares solubles fue debido
principalmente a la variacién en azicares reductores (Fig. 32B). Estos mostraron valores
maximos al final de la caida de junio. En ese momento también fue cuando se observaron
las mayores diferencias entre arboles oz (5%) y arboles off (8%). Posteriormente, y en
ambos casos, el nivel de azucares reductores adquirié valores cercanos al 4% en los que se
mantuvo el resto del periodo de muestreo, mostrando un ligero descenso a partir del

inicio de la brotacién.

La pauta de variacién estacional en el contenido de azucares no reductores en hojas se
presenta en la Figura 32C. En ambos tipos de arboles el contenido se mantuvo en torno a
un 4-5%, entre junio y octubre, y aumentando hasta un 6-7% hasta febrero, sin mostrar
diferencias entre ellos. Sin embargo, tras la antesis de las flores e inicio del cuajado, en los
arboles off, que entraban en un afio oz, los aztcares no reductores se situaron por debajo

que en los arboles que entraban en un afio de baja produccion.

Fig. 32 (pag. signiente). Contenido en azicares solubles (A), agiicares reductores (B) y azsicares
no reductores (C) en hojas de brotes vegetativos de primavera de drboles on (@) y off (O) de
naranjo ‘Salustiana’, expresado como % sobre materia seca. Cada valor es la media de 3 drboles
diferentes, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media. E/
asterisco (*) indica diferencias significativas entre drboles con diferente carga de fruto para
P=<0,05, en esa fecha. Sin asterisco, no hay diferencias significativas. La linea discontinua
vertical indica el momento de antesis de las flores; C: cosecha de los frutos.
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* Contenido en carbohidratos en corteza y madera

Se observé un patrén similar de variacion de carbohidratos totales tanto en la corteza
como en la madera de los brotes vegetativos de la ultima brotacion, con un descenso en el
contenido en carbohidratos desde el inicio del muestreo (octubre) hasta noviembre en
madera y diciembre en corteza, para luego incrementarse hasta el inicio de la brotacién.
Estas variaciones en el contenido porcentual de carbohidratos totales fueron semejantes
en arboles o7 y off; si bien en éstos dltimos el contenido de carbohidratos sobre materia

seca mostro frecuentemente valores superiores (Fig. 33; Tabla 19).

En arboles gff el patrén de variacion de almidon fue similar al de carbohidratos totales, y
el incremento en carbohidratos metabolizables anterior a la brotacion fue debido, en gran
medida, a la acumulacion de este carbohidrato. La fraccién de azucares solubles, si bien
sufrié un incremento inicial desde final de octubre (madera) o noviembre (corteza), no

tuvo un incremento adicional antes de la brotacion.

En arboles o7 el patrén de variacién de almidén fue también parecido al de carbohidratos
metabolizables totales. Sin embargo, en estos arboles el contenido en azicares solubles
fue siempre mayor que el de almidén, y explica en gran medida el incremento en

carbohidratos totales.

Fig. 33 (pag. siguiente). Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables
en corteza y madera (% sobre materia seca) de brotes vegetativos de primavera de naranjo
Salustiana’, en drboles off (dcha., simbolos wvacios) y on (ixda., simbolos llenos).
Carbohidratos metabolizables totales (O,@), almidin (N, M), azicares solubles (O, @),
agiicares reductores (£,+) y azicares no reductores (L1,M). Cada valor es la media de 3
darboles diferentes, con dos muestras por drbol. Las barras indican el error estindar de cada
media.
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Tabla 19. Nivel de significacion (P) de los andlisis de varianza para el contenido de las
distintas fracciones de carbohidratos (%o sobre materia seca) en corteza y madera de brotes de la
Wltima brotacidn en drboles de naranjo ‘Salustiana’. Influencia de la presencia del fruto y de la
fecha de muestreo.

Corteza
Fuente de variacion Carbohidratos Almidén Aztcares Azucares Aztcares
totales solubles reductores no
reductores
FECHA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FRUTO 0,000 0,000 0,059 0,838 0,035
FECHA * FRUTO 0,001 0,000 0,001 0,159 0,000
Madera
Fuente de variacion Carbohidratos Almidén Aztcares Azucares Aztcares no
totales solubles reductores reductores
FECHA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FRUTO 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FECHA * FRUTO 0,001 0,000 0,000 0,981 0,000
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4. EMPLEO DE TECNICAS DE RAYADO PARA ESTUDIAR LA INFLUENCIA DE LA
CARGA DEL ARBOL SOBRE LA BROTACION, FLORACION Y CUAJADO EN
RELACION A LOS NIVELES DE CARBOHIDRATOS

4.1. Rayado de arboles completos

Se llevaron a cabo diferentes tratamientos de rayado con el objetivo de comprobar si las
variaciones observadas en los niveles de carbohidratos entre arboles con alta y baja carga
de fruto podrian estar relacionadas con las diferencias en floracién que presentan estos
arboles y, asimismo, determinar si la modificaciéon de estos niveles durante la transicion

floral podrian influir en las caracteristicas de la brotacién posterior.

Se realizaron tratamientos de rayado en todas las ramas principales de arboles adultos de
naranjo ‘Salustiana’ seleccionados por su elevada presencia de fruto (arboles o#) o por su
escasa o nula carga de fruto (arboles gff). Lotes de 3 arboles cada uno se rayaron el 2 de
junio de 1999, el 6 de octubre de 2000 y el 17 de noviembre de 2000. Un lote de 6 arboles
se ray6 el 8 de septiembre de 2003. Cada afio, se seleccioné un numero igual de arboles a
los tratados para ser utilizados como control, tanto oz como ¢ff. En la primavera posterior
a cada tratamiento, se caracterizé la brotacion y la floracion de cada arbol en un minimo
de 500 nudos de las dos ultimas brotaciones, por arbol. Posteriormente, se controld la
abscision de flores y frutos en cada arbol y se recolectaron los frutos en el momento de la

cosecha.

Desde la fecha de los diferentes tratamientos de rayado realizados sobre arboles
completos, se tomaron muestras periddicas de brotes vegetativos de primavera para
analizar el contenido en carbohidratos metabolizables en hojas. Para ello, se seleccionaron
brotes vegetativos de primavera distribuidos uniformemente a una altura media de la
copa. Una vez en laboratorio, se obtuvieron dos muestras por arbol, constituidas cada una
de ellas por unas 20 hojas, una por brote, de posiciéon intermedia. El contenido en
carbohidratos de la corteza y la madera de estos brotes se analizaron tras los tratamientos

de rayado del anio 2000.
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* ffecto del rayado de drboles completos sobre la brotacion y la floracion de la
primavera siguiente

El efecto del rayado de arboles de ‘Salustiana’ sobre las caracteristicas de la brotacion y la
floraciéon en la primavera siguiente dependié de la fecha en que se efectud, de la carga

productiva del arbol y de la edad de las yemas (Tablas 20 a 27).

La intensidad de brotacién (porcentaje de nudos brotados) no varié de forma importante
tras los tratamientos de rayado (Tabla 20). En los arboles oz sélo aument6 ligeramente el
porcentaje de nudos brotados tras el rayado de junio (28 us 23%; P=<0,029), mientras que
no vari6 significativamente cuando los tratamientos se realizaron en fechas posteriores

(septiembre, octubre y noviembre).

Por el contrario, el porcentaje de brotacién en arboles gff disminuyé tras el rayado de
junio en las yemas de 2 afios de edad (15 »s 21%; P=0,001), mientras que los rayados
posteriores no resultaron significativos. En estos arboles, la practica del rayado no tuvo

efectos destacables en la madera de 1 ano de edad.
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Tabla 20. Porcentaje de nudos brotados en arboles de naranjo ‘Salustiana’ on y off rayados en
diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera siguiente. Los datos son las medias de 3 a 6
arboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma
columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de drbol y
madera segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas. Los andlisis se
realizaron utilizando la transformaciin arcsen\x, siendo x el porcentaje de nudos brotados.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE 1 afio 2 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles oz Control 274 Ns 11,2 ns 229 b
Rayado 2 jun 32,2 13,0 27,6 a
Control 247 Ns 14,5 Ns 21,7 s
Rayado 8 sept 30,2 9,9 234
Control 30,6 Ns 15,2 Ns 26,7 Ns
Rayado 6 oct 21,7 6,1 18,5
Rayado 17 nov 21,6 6,1 19,8

Arboles off  Control 64,4 Ns 214 a 50,6 Ns
Rayado 2 jun 71,6 153 b 55,6
Control 65,8 Ns 26,8 Ns 55,8 Ns
Rayado 8 sept 71,5 31,5 58,6
Control 73,0 Ns 30,9 s 62,4 Ns
Rayado 6 oct 65,6 43,5 59,7
Rayado 17 nov 72,5 443 65,7
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En cuanto al nimero de brotes obtenidos en 100 nudos, la tendencia fue similar a la
observada para el porcentaje de brotacion (Tabla 21), ya que los tratamientos de rayado
no tuvieron efecto sobre el nimero de brotes por nudo brotado, valor que se mantuvo
cercano a 1,1 en cualquier caso. Sélo difirié de este comportamiento el incremento en el
nimero de brotes en arboles ¢ff tras rayar en junio (77 #s 70 brotes en 100 nudos;
P=0,050) en la madera de 1 afio, y tras rayar en septiembre, en la madera de 2 afos (33 »s
21 brotes en 100 nudos; P=<0,045). No obstante, considerando en conjunto el numero de

brotes en 100 nudos, no se observé efecto del rayado sobre este parametro.

a) Brotacion vegetativa

En arboles on, la brotacién vegetativa aumento ligeramente tras el rayado de junio (27 »s
23 brotes en 100 nudos P=<0,040) y disminuy6 en un 50% tras el rayado de septiembre en
la madera de 1 afno (12 »s 26 brotes en 100 nudos; P<0,029; Tabla 22; Fig. 34). El numero
de hojas formadas en cada brote fue ligeramente mayor en los arboles rayados en esta
techa (7 »s 6 hojas por brote; P<0,039). En la madera de 2 afios, cuya brotacién vegetativa
fue mucho menor, la disminucién que se observé tras rayar en septiembre no fue

significativa.

Hay que destacar que en ambos tipos de madera de los arboles o7 existié una correlacion
lineal entre el porcentaje de brotacion y el nimero de brotes vegetativos en arboles no
rayados (r =0,99**; Fig. 34). Sin embargo, tras el rayado de septiembre se observo una
correlacién negativa entre estos dos parametros, tanto para madera de 1 ano (r=0,85%)

como para madera de 2 afos (+=0,76*).

En arboles ¢ff, con un numero de brotes vegetativos por 100 nudos muy bajo, aument6
este parametro tras el rayado de junio en la madera de 1 afio (13 »s 3 brotes vegetativos en
100 nudos; P<0,001), aunque no en la de 2 afos. Los rayados posteriores a junio no
tuvieron efecto. En ningin caso los rayados variaron el nimero de hojas formadas por

brote vegetativo (6 hojas por brote).

En arboles gff no se observaron correlaciones significativas entre la intensidad de

brotacién y el nimero de brotes vegetativos tras el rayado de septiembre.
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Tabla 21. Niimero de brotes en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y off
rayados en diferentes fechas, en la brotacion de la primavera signiente. Los datos son las medias
de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en
la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de
arbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE 1 afio 2 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles oz Control 28,0 Ns 11,3 ns 234 b
Rayado 2 jun 32,7 13,0 28,0 a
Control 26,4 Ns 6,4 Ns 19,3
Rayado 8 sept 28,5 10,4 22.6
Control 30,9 Ns 15,7 Ns 271 s
Rayado 6 oct 22,0 6,0 18,7
Rayado 17 nov 21,6 6,1 19,8

Arboles off  Control 69,5 b 223 a 54,3 Ns
Rayado 2 jun 774 a 16,2 b 60,0
Control 66,2 NS 210 b 54,0 nNs
Rayado 8 sept 72,8 327 a 59,9
Control 78,7 Ns 324 Ns 66,9 Ns
Rayado 6 oct 69,4 435 62,5
Rayado 17 nov 82,4 45,0 73,2
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Tabla 22. Nimero de brotes vegetativos en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y
off rayados en diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera siguiente. Los datos son las
medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras
diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un
mismo tipo de drbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto Edad de la madera
en la cosecha
anterior TRATAMIENTO DE | aiio 5 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)
Arboles oz Control 27,1 Ns 10,9 ~s 226 b
Rayado 2 jun 31,4 12,8 27,0 a
Control 257 a 7,1 Ns 19,1 a
Rayado 8 sept 11,9 b 4,2 10,6 b
Control 26,4 Ns 15,2 Ns 235 Ns
Rayado 6 oct 21,3 6,1 18,1
Rayado 17 nov 19,5 4.4 17,7
Arboles off  Control 34 b 3,9 Ns 3,6 b
Rayado 2 jun 134 a 4.8 11,0 a
Control 3,2 Ns 1,8 Ns 2,7 Ns
Rayado 8 sept 3,6 1,2 3,0
Control 7,3 Ns 3,5 Ns 6,4 Ns
Rayado 6 oct 5,7 1,2 4.6
Rayado 17 nov 5,3 3,2 4,7
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Fig. 34. Relacion de la brotacidn vegetativa (arriba) y de la floracidn (abajo) con el porcentaje
de nudos brotados en yemas de 1 ano de edad (circulos) y de 2 arios de edad (tridngulos) en
arboles de naranjo ‘Salustiana’ rayados el 8 de septiembre (gris) y control (negro). Datos
individuales de drboles seleccionados por su alta produccidn (on, simbolos llenos, dcha.) y por su
baja produccion (off, simbolos vacios, izda.) en el aiio anterior. Se indica la linea de regresion y
su coeficiente de determinacion (R°) para cada tratamiento en el caso de ser significativa.
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b) Floracion

Los efectos de los tratamientos de rayado sobre la floraciéon fueron marcadamente
diferentes (practicamente inversos) a aquellos observados sobre la brotacion vegetativa. El
rayado en septiembre incrementé el porcentaje de nudos con brotes reproductivos, y de
forma mads acusada en los arboles oz (12,8 »s 0,5%; P=0,010), en los dos tipos de madera
(Tabla 23). Efectuando el rayado en otras fechas, este porcentaje se mantuvo a niveles

muy bajos, entre el 0 y el 2%, en ambos tipos de madera.

En arboles gff hubo un efecto positivo del rayado de septiembre (56 »5s 49% de nudos con
brotes reproductivos; P<0,020), sobretodo en la madera de 2 afios, que increment6 en
mas del 60% el porcentaje de nudos con flores (31 »s 9%; P=0,001). Los rayados

efectuados en octubre y noviembre no tuvieron efecto significativo.

El nimero de flores en 100 nudos se vio afectado exclusivamente por el rayado en el mes
de septiembre (Tabla 24; Fig. 34), que increment6 significativamente este parametro tanto
en arboles o7 (48 vs 1 flores en 100 nudos; P<0,001) como en gff (213 »s 177 flores en 100

nudos; P=<0,010). El efecto, en términos relativos, fue mucho mas acusado en arboles oz.

En arboles on, tras el rayado de septiembre, hubo una correlacién positiva entre el numero
de flores y el porcentaje de brotaciéon que no existié en el control (Fig. 34), mas acusada
en la madera de 1 ano de edad (r=0,99**) que en la de 2 anos (r=0,94**). En los arboles
off rayados en septiembre, la correlacion entre nimero de flores y porcentaje de brotacion

fue algo superior a la mostrada por los arboles control.

En cuanto el tipo de brotes reproductivos formados, en los arboles oz rayados en
septiembre, con muy poca floraciéon, no se pudieron constatar diferencias con los
controles por la baja floracién de los ultimos (Fig. 35). Los brotes generativos
multiflorales fueron los mas abundantes en las yemas de 1 afio, mientras que en la madera
de 2 afos no hubo diferencias entre los distintos tipos de brotes formados. El numero de
flores en los brotes generativos multiflorales formados se mantuvo en 4 flores por brote

independientemente de la edad de las yemas.
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Tabla 23. Porcentaje de nudos con brotes reproductivos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y
off rayados en diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera siguiente. Los datos son las
medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras
diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un
mismo tipo de drbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.
Los analisis se realizaron ntilizando la transformacion arcsen\x, siendo x el porcentaje de

nudos brotados.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE 1 afio 2 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles on Control 0,8 Ns 0,4 Ns 0,7 Ns
Rayado 2 jun 1,3 ns 0,2 1,0
Control 0,7 b 0,0 b 0,5 b
Rayado 8 sept 16,6 a 52 a 12,8 a
Control 4.4 Ns 0,5 Ns 3,5 Ns
Rayado 6 oct 0,7 0,0 0,6
Rayado 17 nov 2,0 1,7 2,1

Arboles off  Control 61,0 Ns 18,9 Ns 474 Ns
Rayado 2 jun 59,8 10,6 45,8
Control 60,2 Ns 89 b 492 b
Rayado 8 sept 67,7 31,0 a 55,8 a
Control 65,9 ns 27,6 Ns 56,2 Ns
Rayado 6 oct 60,7 42.5 55,7
Rayado 17 nov 70,6 41,1 63,6

b

b

b
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Tabla 24. Niimero de flores en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y off rayados
en diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera signiente. Los datos son las medias de 3 a 6
arboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras diferentes en la misma
columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de drbol y
madera segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto Edad de la madera
en la cosecha
anterior TRATAMIENTO DE | aiio 5 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)
Arboles on Control 1,5 ns 0,5 ns 1,2 Ns
Rayado 2 jun 2,5 0,7 2,0
Control 1,7 b 0,0 b 1,2 b
Rayado 8 sept 615 a 18,9 a 477 a
Control 11,6 Ns 2,2 NS 9,5 Ns
Rayado 6 oct 1,0 0,0 0,8
Rayado 17 nov 5,9 39 5,7
Arboles off  Control 211,8 ns 48,6 Ns 159,7 Ns
Rayado 2 jun 189,7 37,9 1406,6
Control 2180 b 62,4 b 177,1 b
Rayado 8 sept 260,2 a 1132 a 2128 a
Control 2112 Ns 78,3 Ns 176,8 Ns
Rayado 6 oct 209,3 1440 191,8
Rayado 17 nov 273,1 142,4 240,5
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Fig. 35. Distribucidn de los tipos de brotes reproductivos formados en la brotacidn de primavera
tras el rayado de septiembre de drboles on (en la cosecha anterior) de naranjo ‘Salustiana’, en
funcion de la edad de las yemas. GU=Brotes generativos uniflorales; GM=Brotes generativos
multiflorales; MU=Brotes mixtos uniflorales; MM=Brotes mixtos multiflorales. Los valores
son la media de la brotacidn de primavera de 6 drboles. Para cada aio, se observd la brotaciin
de unos 500 nudos por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media. Letras
diferentes entre tipos de brotes indican diferencias estadisticas con un nivel de significacidn del
95% segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

En los arboles gff, el aumento de la floracién tras el rayado de septiembre se debid
unicamente al incremento en un tipo de brotes reproductivos, los brotes generativos (sin
hojas; Tablas 26 y 27) y concretamente los brotes generativos multiflorales (Fig. 36) en
ambos tipos de madera. El incremento en el nimero de brotes generativos multiflorales
vino acompafiado por un ligero aumento, aunque significativo, en el nimero de flores por
brote en las yemas de 1 ano de edad (4,4 »s 3,7 flores por brote multifloral; P<0,032),

aunque no en las yemas de 2 afios (4 flores por brote generativo multifloral).
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Tabla 25. Niimero de brotes reproductivos en 100 nudos en drboles de naranjo ‘Salustiana’ on
y off rayados en diferentes fechas, en la brotacion de la primavera siguiente. Los datos son las
medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500 nudos. Letras
diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un
mismo tipo de drbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE | aiio 5 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles on Control 0,9 ns 0,4 Ns 0,7 Ns
Rayado 2 jun 13 0,2 1,0
Control 0,7 b 0,0 b 0,5 b
Rayado 8 sept 17,8 a 73 a 142 a
Control 4.5 Ns 0,5 Ns 3,6 Ns
Rayado 6 oct 0,8 0,0 0,6
Rayado 17 nov 2,0 1,7 2,1

Arboles off  Control 66,1 Ns 18,4 Ns 50,7 Ns
Rayado 2 jun 64,0 11,4 49,1
Control 63,0 Ns 19,0 b 51,3 b
Rayado 8 sept 69,1 315 a 56,9 a
Control 71,4 Ns 28,9 Ns 60,4 ns
Rayado 6 oct 56,8 35,9 51,2
Rayado 17 nov 77,1 41,8 68,5
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Tabla 26. Nimero de brotes mixtos (con flores y hojas) en 100 nudos en drboles de naranjo
Salustiana’ on y off rayados en diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera siguiente.
Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500
nudos. Letras diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al
95% para un mismo tipo de drbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias
significativas.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE 1 afio 2 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles on Control 0,5 Ns 0,3 Ns 0,4 ~s
Rayado 2 jun 1,0 0,2 0,8
Control 0,4 b 0,0 b 0,3 b
Rayado 8 sept 44 a 2,6 a 37 a
Control 2,3 Ns 0,5 Ns 1,9 nNs
Rayado 6 oct 0,2 0,0 0,2
Rayado 17 nov 0,5 0,0 0,4

Arboles off  Control 29,8 Ns 7.4 Ns 22,7 Ns
Rayado 2 jun 29,9 53 23,0
Control 13,4 Ns 2,9 Ns 10,5 Ns
Rayado 8 sept 13,9 3,5 10,8
Control 214 a 4.4 Ns 17,2 a
Rayado 6 oct 11,2 b 5,8 9,7 b
Rayado 17 nov 19,2 ab 5,0 15,6 ab
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Tabla 27. Nimero de brotes gemerativos (sin hojas) en 100 nudos en drboles de naranjo
Salustiana’ on y off rayados en diferentes fechas, en la brotacidn de la primavera siguiente.
Los datos son las medias de 3 a 6 drboles. En cada drbol se observd la brotacidn de unos 500
nudos. Letras diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al
95% para un mismo tipo de drbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias
significativas.

Carga de fruto Edad de la madera

en la cosecha

anterior TRATAMIENTO DE | aiio 5 afios TOTAL
RAYADO (Media ponderada)

Arboles on Control 0,4 ~s 0,1 s 0,3 Ns
Rayado 2 jun 0,3 0,0 0,2
Control 0,3 b 0,0 b 0,2 b
Rayado 8 sept 13,4 a 4,7 a 10,5 a
Control 2,2 Ns 0,0 Ns 1,7 Ns
Rayado 6 oct 0,5 0,0 0,4
Rayado 17 nov 1,5 1,7 1,6

Arboles off  Control 36,4 Ns 11,0 ~s 28,1 s
Rayado 2 jun 34,1 6,0 26,1
Control 49,6 ~s 16,2 b 40,9 ~s
Rayado 8 sept 55,2 280 a 46,2
Control 499 ns 245 Ns 432 Ns
Rayado 6 oct 45,6 30,0 41,5
Rayado 17 nov 57,9 36,8 52,9
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Fig. 36. Distribucidn de los tipos de brotes reproductivos formados en la brotacidn de primavera
tras el rayado de septiembre de drboles off (en la cosecha anterior) de naranjo ‘Salustiana’, en
funcion de la edad de las yemas. Columnas blancas, drboles control y columnas con trama,
arboles rayados. GU=Brotes generativos uniflorales; GM=Brotes generativos multiflorales;
MU=Brotes mixtos uniflorales; MM=Brotes mixtos multiflorales. Medias de 6 drboles. Los
valores son la media de la brotacidn de primavera de 6 drboles. Para cada aiio, se observd la
brotacion de unos 500 nudos por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media.
Letras diferentes entre tipos de brotes indican diferencias estadisticas con un nivel de
significacion del 95% segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas.
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* [Efecto del rayado de drboles completos sobre el desarrollo del fruto en la misma
campaia de produccion

El rayado no influy6 positivamente ni en el numero de frutos cosechados (Tabla 28) ni en
el peso total recolectado por arbol (Tabla 29) en la misma campafia de produccion en que

se efectud el tratamiento (Fig. 37).

El rayado realizado en junio, tras la caida fisiolégica de flores y frutitos, tampoco afecté al
tamano del fruto (Tabla 30), el cual estuvo principalmente relacionado con el nimero de
frutos cosechados por arbol independientemente de la fecha en que se efectué el rayado

(r=0,87*; Fig. 37).

Tabla 28. Niimero de frutos por drbol cosechados en la misma campaiia de produccidn de los
tratamientos de rayado de drboles completos de naranjo ‘Salustiana’ on y otf. Los valores son
las medias de 3 a G drboles. Letras diferentes en la misma columna y experimento indican
diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de darbol y madera segin el test de Duncan.
NS: no hay diferencias significativas.

TRATAMIENTO DE RAYADO Arboles o Arboles off
(n° frutos /arbol) (n® frutos /arbol)
Control 760 Ns 43 a
Rayado 2 jun 943 0 b
Control 444 Ns 157 Ns
Rayado 8 sept 781 218
Control 2124 ~s 336 s
Rayado 6 oct 1966 207
Rayado 17 nov 1679 97
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Tabla 29. Peso de los frutos cosechados por drbol en de la misma campaina de produccion de los
tratamientos de rayado de drboles completos de naranjo ‘Salustiana’ on y otf. Los valores son
las medias de 3 a G drboles. Letras diferentes en la misma columna y experimento indican
diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de drbol y madera segin el test de Duncan.
NS: no hay diferencias significativas.

TRATAMIENTO DE RAYADO Arboles o7 Arboles off
(kg /arbol) (kg /arbol)
Control 105,7 ~s 12,8 a
Rayado 2 jun 139,7 0 b
Control 96,4 Ns 432 Ns
Rayado 8 sept 93,8 57,5
Control 1993 Ns 43,0 ns
Rayado 6 oct 258,3 46,8
Rayado 17 nov 170,8 26,8

Tabla 30. Resumen de los andlisis de varianzga para el efecto del rayado de drboles completos de
naranjo ‘Salustiana’ on y off sobre el peso medio de fruto cosechado en la misma campaiia de
produccion. Tratamiento de rayado en diferentes fechas (junio, septiembre, octubre y noviembre).

Suma de Grados de F P
Fuente de variacién cuadrados libertad
Arboles on RAYADO 10752 1 0,902 0,358
Error 166874 14
Arboles off RAYADO 53 1 0,011 0,920
Error 44978 9
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Fig. 37. Relacion entre niimero de frutos por drbol con el peso de la cosecha por drbol (A) y con
el peso fresco medio del fruto (B) de 4 aiios de produccion diferentes en drboles control (@) y
rayados (X )en todas las ramas principales del drbol, en diferentes fechas (junio, septiembre,
octubre y noviembre). Se muestran las lineas de regresion en el caso de ser significativas, y sus
coeficiente de determinacién (R°).
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* [Efecto del rayado de drboles completos sobre la abscision de estructuras
reproductivas y el cuajado de fruto en la primavera siguiente

El tratamiento de rayado, cuando se realizé en los meses de junio, octubre y noviembre,
que no provocd el aumento de la floracién, tampoco influyé sobre la abscision de las
flores formadas ni sobre el porcentaje de frutos cuajados (Tablas 31 y 32) en naranjo
‘Salustiana’. Tampoco tuvo efecto en el patrén de abscision de las estructuras
reproductivas a lo largo del periodo de caida de junio (Fig. 38) ni en el peso medio de los

ovarios caidos (Fig. 39).

Sin embargo, cuando el rayado se realiz6 en septiembre, el incremento de la floracion
observado vino acompafiado de cambios en la abscisiéon y cuajado de estas flores. Estos

cambios dependieron de la carga del fruto.

Cuando se rayaron en septiembre arboles o7, la caida acumulada al final de junio siguiente
fue de unos 13000 ovarios por arbol, mientras que en los arboles control esta caida fue
indetectable. En los arboles rayados se recolectaron alrededor de 980 frutos por arbol, lo
que supuso un cuajado medio del 7% (Tabla 32). En los arboles control se recolectaron
alrededor de 230 frutos por arbol y el cuajado observado se acercé al 100%. La pauta de
abscision en los arboles rayados mostr6 los dos maximos caracteristicos de la caida de
junio. Los dos maximos alcanzaron el mismo valor, cayendo 400 ovarios y frutitos por

arbol en un dfa (Fig. 38).

Cuando los rayados en septiembre fueron los arboles gff, no se observé un aumento en el
numero de 6rganos caidos en la primavera siguiente con respecto a los arboles control,

dando valores similares en el porcentaje de cuajado.
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Tabla 31. Efecto de los tratamientos de rayado sobre la abscision acumulada por drbol (n° de
ovarios y frutitos) al final de la caida del junio siguiente a los tratamientos de rayado de drboles
completos de naranjo ‘Salustiana’ on y off. Los valores son las medias de 3 a 6 drboles segin
experimentos. Letras diferentes en la misma columna y experimento indican diferencias
estadisticas al 95% para un mismo tipo de darbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay
diferencias significativas.

TRATAMIENTO DE RAYADO Arboles o Arboles ff
(miles de frutos caidos)  (miles de frutos caidos)

Control 0,8 Ns 72,8 Ns
Rayado 2 jun 3,0 54,4

Control 0,0 b 62,3 Ns
Rayado 8 sept 16,7 a 66,2

Control 1,4 xs 85,2 NS
Rayado 6 oct 0,0 61,9

Rayado 17 nov 4.3 89,6
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Tabla 32. Efecto de los tratamientos de rayado sobre el porcentaje de flores cunajadas en la
signiente campana a los tratamientos de rayado de drboles completos de naranjo ‘Salustiana’ on
y off. Los valores son las medias de 3 a 6 drboles segiin experimentos. Letras diferentes en la
misma columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95% para un mismo tipo de
arbol y madera segiin el test de Duncan. NS: no hay diferencias significativas. Los andlisis se
realizaron utilizando la transformaciin arcsen\x, siendo x el porcentaje de flores cuajadas.

Arboles oz Arboles off

TRATAMIENTO DE RAYADO

(% flores cuajadas) (% flores cuajadas)

Control 66,7 Ns 3,0 Ns
Rayado 2 jun 67,4 3,7
Control 100,0 a 3,5 Ns
Rayado 8 sept 7,0 b 2,6
Control 47 4 Ns 2,2 Ns
Rayado 6 oct 100,0 2,8
Rayado 17 nov 37,6 1,5

Fig. 38 (pag. siguiente). Niimero de ovarios caidos por dia y drbol en drboles off (O) y on (@)
de naranjo ‘Salustiana’, rayados en diferentes fechas en todas sus ramas principales. Arboles
control con linea continua y darboles rayados con linea discontinua. Rayado realizado en la fecha
indicada. Se considerd el 1 de marzo como dia de inicio de antesis. Los datos son medias de 3 a
6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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Fig. 39 (pag. siguiente). Peso seco medio de ovarios y frutos caidos en drboles off (O) y on (@)
de naranjo ‘Salustiana’, rayados en diferentes fechas en todas sus ramas principales. Arboles
control con linea continua y darboles rayados con linea discontinua. Rayado realizado en la fecha
indicada. Se considerd el 1 de marzo como dia de inicio de antesis. Los datos son medias de 3 a
6 drboles. Las barras indican el error estindar de cada media.
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* Efecto del rayado de drboles completos sobre el contenido en carbohidratos

La influencia del rayado sobre el contenido de carbohidratos en hojas de naranjo
‘Salustiana’ dependi6 de la fecha en que se efectud el tratamiento y de la carga de fruto en

el arbol. La acumulacién de carbohidratos fue mayor en arboles gff que en arboles o (Fig.

40).

Cuando tuvo lugar, la acumulacién ya fue observable tras 15 dias de realizar el rayado. La
fraccion de carbohidratos afectada, la cantidad acumulada y la transitoriedad del efecto
variaron en funcién de la fecha en que se efectud el tratamiento y de la carga del arbol
(Figs. 41 a 44). La acumulacién de carbohidratos en hojas fue maxima de 6 a 9 semanas
después de realizar el rayado, con la excepcion de un gran incremento puntual en azicares
no reductores en febrero en arboles oz que se rayaron en octubre y en noviembre. Las
diferencias con el control se mantuvieron generalmente hasta inmediatamente antes del

inicio de la brotacién.

El rayado en junio (Fig. 41) sélo tuvo efecto en el aumento de carbohidratos de arboles

off, que increment6 los aztcares solubles, sobretodo los no reductores.

El rayado en septiembre en arboles gff (Fig. 42) no vari6 significativamente el nivel de
carbohidratos en los dos meses siguientes, con la excepcion del efecto observado en los
azucares reductores, que incrementaron un 17% sobre el control. En arboles o7, hubo un
ligero, aunque significativo, aumento en todas las fracciones de carbohidratos, si bien el

efecto mas marcado se produjo de nuevo en los azucares reductores.

El rayado en octubre (Fig. 43) aumenté todos los tipos de carbohidratos metabolizables
en arboles off, sobretodo el almidén, que llegé a duplicarse. En arboles oz el unico

aumento apreciable se produjo en el almidén, y de forma mucho mas discreta.

El rayado en noviembre (Fig. 44) aument6 los carbohidratos sélo en los arboles of,

principalmente el almidén y, en menor medida, los aztcares reductores.
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Fig. 40 (pag siguiente). Acumulacion en las distintas fracciones de carbobhidratos metabolizables
en hojas de brotes vegetativos en drboles on (columnas en gris) y drboles off (columnas en
blanco) de naranjo ‘Salustiana’ rayados en diferentes fechas. Los resultados se expresan como
incrementos porcentuales sobre el contenido en carbohidratos de los drboles control, a las 6 a 9
semanas tras el rayado. Los valores son las medias de 3 a 6 drboles, con 2 muestras por drbol.
Las barras indican el error estandar de cada media. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas con los drboles control para P=0,05. Sin asterisco, no hay
significacion estadistica.
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Fig. 41. Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables en hojas de brotes
vegetativos de primavera de darboles on (@) y off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como
% sobre materia seca. Linea continua, drboles control; linea discontinua, arboles rayados el 2 de
Junio. Los datos son medias de 3 drboles, con 2 muestras por darbol. Las barras indican el error
estandar de cada media. Se indica el momento de rayado (flecha) y la significacion del efecto del
rayado durante el periodo de muestreo para P<0,05 (*); NS: no hay diferencias significativas.
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Almidon Carbohidratos totales

Azticares reductores

Azticares no reductores

Fig. 42. Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables en hojas de brotes
vegetativos de primavera de darboles on (@) y off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como
% sobre materia seca. Linea continuna, darboles control; linea discontinua, drboles rayados el 8 de
septiembre. Los datos son medias de 6 drboles, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el
error estindar de cada media. Se indica el momento de rayado (flecha) y la significacion del
efecto del rayado durante el periodo de muestreo para P<0,05 (*); NS: no hay diferencias

significativas.
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Fig. 43. Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables en hojas de brotes
vegetativos de primavera de darboles on (@) y off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como
% sobre materia seca. Linea continuna, darboles control; linea discontinua, drboles rayados el 6 de
octubre. Los datos son medias de 3 drboles, con 2 muestras por drbol. Las barras indican el
error estindar de cada media. Se indica el momento de rayado (flecha) y la significacion del
efecto del rayado durante el periodo de muestreo para P<0,05 (*); NS: no hay diferencias
significativas.
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Fig. 44. Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables en hojas de brotes
vegetativos de primavera de darboles on (@) y off (O) de naranjo ‘Salustiana’, expresado como
% sobre materia seca. Linea continua, drboles controly linea discontinua, arboles rayados el 17
de noviembre. Los datos son medias de 3 drboles, con 2 muestras por drbol. Las barras indican
el error estandar de cada media. Se indica el momento de rayado (flecha) y la significaciin del
efecto del rayado durante el periodo de muestreo para P<0,05 (*); NS: no hay diferencias
significativas.
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Sélo hubo efecto del rayado sobre la evoluciéon en el peso seco de las hojas de brotes
vegetativos de primavera cuando el tratamiento se realizé en octubre o en noviembre, y

dependi6 de la carga productiva del arbol (Fig. 45).

En arboles gff el rayado de los arboles completos incremento el peso de la hoja cuando se
realiz6 en octubre o en noviembre, aumentando hasta el 30% del peso seco de la hoja.

Las diferencias desaparecieron en febrero, justo antes del inicio de la brotacion.

En arboles oz el rayado sélo produjo un aumento importante del peso de la hoja cuando
se realiz6 en noviembre, y supuso un incremento maximo de un 20% sobre el control,

que se mantuvo durante los 3 meses siguientes al rayado.
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Fig. 45. Peso seco por hoja en brotes vegetativos de primavera de drboles on (@) y off (O) de
naranjo ‘Salustiana’. Linea continuna, drboles controly linea discontinua, drboles rayados el 6 de
octubre o el 17 de noviembre, segiin se indica. Los datos son medias de 3 drboles, con 2 muestras
por drbol. Las barras indican el error estindar de cada media. Se indica el momento de rayado
(flecha) y la significacidn del efecto del rayado durante el periodo de muestreo para P=0,05 (*);
NS: no hay diferencias significativas.
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El contenido en carbohidratos en la corteza de brotes vegetativos sélo se vio afectado por
los rayados de octubre y noviembre (Tabla 33). En arboles gff el rayado en estas fechas
aumento el contenido de almidén en esta parte del brote. En arboles o7 sélo se modific
el contenido en carbohidratos en la corteza tras el rayado de noviembre, incrementando
los azucares no reductores. Hay que sefialar el descenso en azicares reductores tanto en
arboles o7 como en gff que tuvo lugar antes de la brotaciéon en arboles rayados en

noviembre.

Tabla 33. Contenido en carbobidratos metabolizables, expresado como % sobre materia seca, en
cortega de brotes vegetativos de primavera de drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y off a las 6 a
9 semanas del rayado en drboles completos efectuado el 6 de octubre o el 17 de noviembre. Los
valores son las medias de 3 drboles, con 2 muestras por drbol. Letras diferentes en la misma
columna y experimento indican diferencias estadisticas al 95 segiin el test de Duncan. NS: no
hay diferencias significativas.

Total Almidén Aztcares no Azucares
carbohidratos reductores reductores
TRATAMIENTO y Y Y Y
DE RAYADO (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.)
Atboles oz Control 12,5 s 4,0 s 4.8 s 3,8 s
Rayado 6 oct 11,6 4.3 34 4.0
Control 154 b 6,8 \s 31 b 506 a
Rayado 17 nov 16,5 a 6,8 52 a 46 b
Arboles off Control 16,3 b 74 b 5,1 ns 3,9 «s
Rayado 6 oct 219 a 13,0 a 5,0 3,8
Control 243 b 14,7 b 45 s 50 a
Rayado 17 nov 30,0 a 20,6 a 5,5 39 b
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El contenido de carbohidratos en la madera de brotes vegetativos de primavera sélo se
vio afectado por el rayado realizado en noviembre (Tabla 34), que disminuy6 el contenido

en azucares no reductores en arboles oz e incrementd el contenido en almidén en arboles

off

Tabla 34. Contenido en carbobidratos metabolizables, expresado como % sobre materia seca, en
madera de brotes vegetativos de primavera de drboles de naranjo ‘Salustiana’ on y off a las 6 a 9
semanas del rayado en drboles completos efectuado el 17 de noviembre. Los valores son las
medias de 3 drboles, con 2 muestras por arbol. Letras diferentes en la misma columna y tipo de
arbol indican diferencias estadisticas al 95 segin el test de Duncan. NS: no hay diferencias
significativas.

Total Almidén Azucares no Azuicares
carbohidratos reductores reductores
TRATAMIENTO Y y Y y
DE RAYADO (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.)
Arboles oz Control 16,3 a 7,6 xs 73 a 1,4 s
Rayado 17 nov 122 b 7,7 32 b 1,3
Arboles off Control 19,0 b 14,7 b 3.3 s 1,4
Rayado 17 nov 26,7 a 18,9 a 71 1,1
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4.2. Rayado de ramas individuales

Se realizaron tratamientos de rayado en ramas individuales de naranjo ‘Salustiana’ en
diferentes fechas de 2003. Para ello, se seleccionaron 4 ramas de 11 a 12 mm de diametro,
con origen en la misma rama principal en 6 arboles distintos con carga de fruto escasa o

nula (arboles off). Las ramas escogidas, sin presencia de fruto, tenfan de 150 a 200 hojas.
Los tratamientos efectuados fueron los siguientes:
-1 rama de cada arbol se ray6 el 8 de septiembre.
-1 rama de cada arbol se ray6 el 24 de noviembre.

-1 rama de cada arbol se rayé en 4 fechas consecutivas (8 de septiembre, 18 de
septiembre, 20 de octubre y 24 de noviembre), rayando exactamente sobre la herida

anteriof.
-1 rama de cada arbol se mantuvo intacta para ser utilizada como control.
Se caracteriz6 la brotacién y la floracién de cada rama en la primavera siguiente.

Desde la fecha de los diferentes tratamientos de rayado hasta mediados del mes de enero
siguiente, se tomaron muestras periddicas de hojas de brotes vegetativos de primavera
para analizar el contenido en carbohidratos (2 muestras por rama, de unas 5 hojas de
brotes diferentes cada una). El contenido en carbohidratos de la corteza y la madera de
estos brotes se analizo tras el tratamiento de rayado realizado el 24 de noviembre. Para
ello, se obtuvieron 2 muestras por rama, cada una de ellas con la madera y la corteza de 5

brotes de la misma rama.

* [Efecto del rayado de ramas individuales sobre la brotacion y la floracion de la
primavera siguiente

El porcentaje de brotaciéon en ramas naranjo ‘Salustiana’ y el numero de brotes en 100
nudos aument6 significativamente tras el rayado de septiembre (Tablas 35 y 36). Si bien el
nimero de brotes vegetativos permanecié invariable (Tabla 37), aument6 tanto el
porcentaje de nudos con brotes reproductivos (Tabla 38) como el numero de brotes

reproductivos formados (Tabla 39), y, concretamente, de brotes generativos (sin hojas),
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que fueron un 33% superior al control (Tabla 40). El nimero de brotes mixtos (con flores
y hojas) no se vio afectado (Tabla 41). El numero total de flores formadas aument6 de
forma muy destacable tras el rayado de septiembre (284 »s 161 flores en 100 nudos; Tabla
42), sobretodo en la madera de 1 afio, que llegd a incrementar un 78% el nimero de

flores obtenidas en 100 nudos.

Tras el rayado de noviembre, aunque se observaron mayores valores de las variables
relacionadas con la brotacion y la floracion, las diferencias con el control no fueron
significativas. El rayado repetido de ramas anulé parcialmente el efecto promotor del

rayado.

Tabla 35. Porcentaje de nudos brotados en ramas de darboles sin fruto de naranjo ‘Salustiana’ en
la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las medias de 6
ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). Los andlisis se realizaron wutilizando
la transformaciin arcsen\x, siendo x el porcentaje de nudos brotados. NS: no hay diferencias
significativas.

Edad de la madera

TOTAL
N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 55,5 b 541 s 53,3 b
Rayado 8 sept 850 a 454 742 a
Rayado 24 nov 70,1 ab 38,2 60,6 ab
Rayados repetidos 65,7 b 50,3 61,0 ab
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Tabla 36. Niimero de brotes en 100 nudos en ramas de drboles sin fruto de naranjo
Salustiana’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son
las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias
significativas.

Edad de la madera

TOTAL
N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 65,8 b 48,5 \s 58,6 b
Rayado 8 sept 89,7 a 473 78,0 a
Rayado 24 nov 70,6 b 393 60,8 ab
Rayados repetidos 68,1 b 47,6 61,5 ab

Tabla 37. Nimero de brotes vegetativos en 100 nudos en ramas de drboles sin fruto de naranjo
Salustiana’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son
las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias
significativas.

Edad de la madera TOTAL

N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 afio 2 afios
Control 44 3,9 s 41 s
Rayado 8 sept 2,8 1,2 2.4
Rayado 24 nov 1,1 0,2 0,8
Rayados repetidos 0,7 0,0 0,5
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Tabla 38. Porcentaje de nudos con brotes reproductivos en ramas de drboles sin fruto de naranjo
Salustiana’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son
las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias
significativas. Los andlisis se realizaron wtilizando la transformacion arcsen\x, siendo x el
porcentaje de nudos brotados.

Edad de la madera TOTAL

N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 453 b 37,8 xs 429 b
Rayado 8 sept 82,2 a 45,3 72,1 a
Rayado 24 nov 65,9 ab 38,0 57,1 ab
Rayados repetidos 772 a 40,2 66,6 ab

Tabla 39. Niimero de brotes reproductivos en 100 nudos en ramas de drboles sin fruto de
naranjo ‘Salustiana’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los
valores son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay
diferencias significativas.

Edad de la madera TOTAL
N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 614 b 44.6 «s 545 b
Rayado 8 sept 86,9 a 46,2 75,6 a
Rayado 24 nov 69,5 b 39,1 60,0 ab
Rayados repetidos 674 b 47,6 61,1 ab
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Tabla 40. Nimero de brotes generativos (sin hojas) en 100 nudos en ramas de arboles sin fruto
de naranjo ‘Salustiana’ en la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los
valores son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay

diferencias significativas.

Edad de la madera TOTAL

N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 48,8 \s 28,8 \s 419 b
Rayado 8 sept 65,3 394 58,1 a
Rayado 24 nov 48,2 334 427 ab
Rayados repetidos 48,7 37,0 443 ab

Tabla 41. Niimero de brotes mixtos (con flores y con hojas) en 100 nudos en ramas de drboles
sin fruto de naranjo ‘Salustiana’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de
rayado. Los valores son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la
misma columna indican diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan).

NS: no hay diferencias significativas.

Edad de la madera TOTAL
N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 afio 2 afios
Control 12,6 «s 15,9 «s 12,5 «s
Rayado 8 sept 21,6 6,7 17,5
Rayado 24 nov 213 5,7 17,3
Rayados repetidos 18,7 10,7 16,8
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Tabla 42. Niimero de flores en 100 nudos en ramas de drboles sin fruto de naranjo ‘Salustiana’
en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las medias
de G ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias significativas.

Edad de la madera TOTAL
N N (Media ponderada)
TRATAMIENTO DE RAYADO 1 ano 2 afos
Control 1822 b 1242 s 160,6 b
Rayado 8 sept 3246 a 181,7 2840 a
Rayado 24 nov 2596 ab 1233 220,6 ab
Rayados repetidos 2134 b 163,6 197,7 ab

* Efecto del rayado de ramas individuales sobre el contenido en carbohidratos

a) Carbohidratos en hojas

El rayado de ramas individuales de ‘Salustiana’ tuvo un efecto mas marcado sobre el

contenido en carbohidratos que cuando el rayado se efectud sobre el total de las ramas

principales del arbol. Cuando se ray6 en septiembre o en noviembre, la concentraciéon de

carbohidratos en las hojas aumenté de forma importante (Fig. 46). Este aumento fue mads

acusado en la concentracion de almidén y en la de azucares no reductores. Se

mantuvieron valores mayores que los controles hasta el inicio de la brotacién. La fraccion

de azucares reductores no se vio afectada por los tratamientos de rayado.

Fig. 46 (pdg. siguiente). Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables,
expresado como % sobre materia seca, en hojas de brotes vegetativos de primavera de ramas
darboles sin fruto de naranjo ‘Salustiana’ con diferentes tratamientos de rayado. Los datos son
medias de 6 ramas de drboles diferentes, con 2 muestras por rama. Las barras indican el error
estandar de cada media. Se indica el momento de los tratamientos de rayado (flechas). E/
asterisco (*) indica diferencias significativas entre drboles rayados el 8 de septiembre o el 24 de
noviembre para P<0,05 durante el periodo de muestreo. NS: sin diferencias significativas.
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Cuando el rayado se realizé sobre la misma herida de forma repetida, se observd un
aumento de carbohidratos que triplicé el valor inicial tras el segundo rayado. Cuando se
volvié a rayar el 20 de octubre ya no tuvo efecto positivo, y en el cuarto rayado el efecto
fue nulo. La respuesta descrita fue debida, principalmente, a la acumulacién en almidon y
en azucares no reductores. Visualmente, se observaron sintomas tipicos de la acumulacion
de almidon en hojas, que acompafié a los rayados, observandose clorosis y posterior

senescencia en gran parte de las hojas de las ramas rayadas (Fig. 47).

Fig. 47. Hojas de naranjo ‘Salustiana’ de ramas con rayado repetido sobre la misma herida en
4 fechas diferentes (8 y 18 de septiembre, 20 de octubre y 24 de noviembre), mostrando sintomas
de clorosis.

b) Carbohidratos en corteza y madera

Se estudio el efecto del rayado de ramas individuales de naranjo ‘Salustiana’ efectuado el
24 de noviembre sobre la variacion en el contenido en carbohidratos en la corteza y la
madera de brotes vegetativos de primavera (Tabla 43). En la corteza se acumularon mas
carbohidratos a las 6 semanas del rayado, debido fundamentalmente a la mayor presencia
de almidén. En la madera, el rayado del 24 de noviembre tuvo un ligero efecto sobre la

concentracion de carbohidratos.
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Tabla 43. Contenido en carbobidratos metabolizables, expresado como % sobre materia seca, en
corteza y madera de brotes vegetativos de primavera de ramas de drboles sin fruto de naranjo
Salustiana’ a las 6 semanas del tratamiento de rayado en ramas individuales realizado el 24 de
noviembre. Los valores son las medias de 3 drboles, con 2 muestras por drbol. Letras diferentes
en la misma columna y parte del brote indican diferencias estadisticas al 95 segin el test de
Duncan. NS: no hay diferencias significativas.

Total Azucares no Azucares
TRATAMIENTO carbohidratos Almidoén reductores reductores
DE RAYADO
(% m.s.) (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.)
Corteza Control 18,8 b 113 b 53 \s 2,2 s
Rayado 24 nov 28,6 a 19,0 a 6,9 2.8
Madera Control 13,5 s 10,8 s 1,6 s 1,1 b
Rayado 24 nov 15,8 12,4 1,5 14 a

166



RESULTADOS

4.3. Comparacion con la variedad de mandarino temprano satsuma ‘Owari’

El propésito de este experimento fue el de comparar el comportamiento de la variedad de
naranjo dulce ‘Salustiana’ con una variedad como mandarino satsuma ‘Owari’, con
diferente época de induccion floral y diferente respuesta estacional a la fecha en que se
efectta el rayado, segin estudios previos, y relacionar estas diferencias con el contenido
en carbohidratos. Para ello, se realizaron los mismos tratamientos de rayado descritos
para ‘Salustiana’ sobre ramas individuales en diferentes fechas de 2003, en ramas de
caracteristicas equivalentes de mandarino satsuma ‘Owari’. Es decir, en este caso, también
se seleccionaron 4 ramas de 11 a 12 mm de diametro, con origen en la misma rama
principal, en 6 arboles distintos de satsuma con carga de fruto escasa o nula. Las ramas

escogidas, sin presencia de fruto, tenfan de 100 a 150 hojas.
Los tratamientos efectuados fueron los siguientes:
-1 rama de cada arbol se ray6 el 8 de septiembre.
-1 rama de cada arbol se ray6 el 24 de noviembre.

-1 rama de cada arbol se rayé6 en 4 fechas consecutivas (8 de septiembre, 18 de
septiembre, 20 de octubre y 24 de noviembre) rayando exactamente sobre la herida

antetiof.
-1 rama de cada arbol se mantuvo intacta para ser utilizada como control.

Se caracteriz6 la brotacion y la floracién de cada rama en la primavera siguiente. Ademds
de la brotaciéon de primavera, en la que se concentra la floracién, el mandarino satsuma
Owar’ . . . o

wari’ presenta una apreciable brotacién en verano, constituida principalmente por
brotes vegetativos con hojas de mayor tamafio. En la primavera siguiente a los

tratamientos, se caracterizo la brotacién y la floracién de cada rama, distinguiendo entre:
-yemas situadas en la madera de la brotacién de primavera anterior

-yemas situadas en la madera de la brotacién de verano anterior

-yemas situadas en la madera de la brotacién del afio anterior (madera de 2 afios).

Tras cada tratamiento de rayado se tomaron muestras periddicas de hojas de brotes de

primavera para analizar el contenido en carbohidratos (2 muestras por rama, de unas 5
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hojas cada una de brotes diferentes cada una). Asimismo, tras el rayado del 24 de
noviembre se tomaron muestras de la corteza y la madera de estos brotes para el posterior
analisis del contenido en carbohidratos, consistiendo cada una de las muestras en la

madera y la corteza de 5 brotes de la misma rama.

* [Efecto del rayado de ramas individuales sobre la brotacion y la floracion de la
primavera siguiente

En los arboles de mandarino satsuma ‘Owari’ la brotaciéon de primavera tuvo lugar
principalmente en las yemas del dltimo afio (62 »s 11% de nudos brotados en madera de 1
afio y de 2 afos, respectivamente; Tabla 44). Como el nimero de brotes por nudo
brotado formados fue también mayor en la madera de 1 afo que en la de 2 afios (1,3 »s 1
brote por nudo; P<0,031), hubo una gran diferencia entre la cantidad de brotes totales en
100 nudos entre la madera de 1 y la de 2 afios (82 »s 12 brotes en 100 nudos; Tabla 45)
siendo en cualquiera de los casos casi todos los brotes de tipo reproductivo (Tablas 46 y
47). Los brotes vegetativos fueron pues, practicamente inexistentes (Tabla 48). De entre
los brotes reproductivos, los de tipo generativo (sin hojas) fueron mucho mas
abundantes: 7 de cada 10 brotes reproductivos formados en la madera de 1 afo, y 9 de
cada 10 en la madera de 2 afios fueron brotes generativos (Tablas 48 a 51) y
practicamente la totalidad de ellos fueron del tipo generativo unifloral (flor solitaria). Se
observaron 82 flores por 100 nudos en madera de 1 afio y 11 en la madera de 2 afios
(Tabla 51). No se apreciaron diferencias en las caracteristicas de la brotaciéon ni de la
floracién entre las yemas situadas sobre brotes de primavera o en aquellas situadas sobre

brotes de verano.

En esta variedad de mandarino satsuma, el rayado de noviembre fue el dnico que provocod
efectos significativos sobre la brotacién y la floracion. El porcentaje de brotacion no varié
con los tratamientos de rayado en los nudos situados en las brotaciones de verano y
primavera del ultimo afio, pero si en los nudos del afio anterior. En estos nudos, el rayado
en noviembre aument6 drasticamente el nivel de brotacion (45 »s 11% de nudos
brotados). Este efecto no desaparecié cuando el rayado se realizé repetidamente. El

nimero de brotes obtenidos en 100 nudos sélo se vio afectado por el rayado en
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noviembre, incrementando tanto en la brotacién de 1 afio como en la de 2 afios (Tabla

45).

El nimero de brotes vegetativos formados, que fue muy bajo en la brotacién de
primavera en las ramas utilizadas como control, fue practicamente nulo y la totalidad de
los brotes formados fueron reproductivos. Asi, el incremento en la brotacion tras el
rayado de noviembre se tradujo en un aumento significativo de la floraciéon. El nimero de
flores en 100 nudos fue muy superior tras el rayado en esta fecha tanto en la madera de 1
afio (135 »s 82 flores en 100 nudos) como en la de 2 afios (66 »s 11 flores en 100 nudos;
Tabla 51). Las flores se formaron en brotes generativos sin hojas (Tabla 50), ya que el
rayado, en cualquiera de las fechas que se realizara, tuvo un efecto inhibidor de la

formacion de brotes generativos con hojas (Tabla 49).

Tabla 44. Porcentaje de nudos brotados en ramas sin fruto de mandarino satsuma ‘Owari’ en la
brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las medias de 6
ramas. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas al 95% entre
tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias significativas. Los andlisis se realizaron
utilizando la transformacion arcsenNx, siendo x el porcentaje de nudos brotados.

Edad de la madera
1 afio 2 afios

—_— T TOTAL
TRATAMIENTO DE
RAYADO Primavera Verano Media Media ponderada

ponderada

Control 62,9 \s 61,9 «s 62,2 s 112 b 55,9 «s
Rayado 8 sept 67,2 61,8 66,5 23,6 ab 61,2
Rayado 24 nov 72,5 60,0 722 448 a 66,5
Rayados repetidos 65,3 53,3 59,4 40,7 a 56,9
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Tabla 45. Niimero de brotes en 100 nudos en ramas sin fruto de mandarino satsuma ‘Owari’ en
la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las medias de 6
ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias significativas.

Edad de la madera
1 afio 2 afios

_— T TOTAL
TRATAMIENTO DE
RAYADO Primavera Verano Media Media ponderada

ponderada

Control 822 b 81,8 \s 82,0 b 119 b 73,3 b
Rayado 8 sept 104,6 ab 1014 106,0 ab 271 b 95,7 ab
Rayado 24 nov 132,8 a 113,0 134,1 a 659 a 119,0 a
Rayados repetidos 111,0 ab 69,2 96,9 ab 457 ab 90,1 ab

Tabla 46. Porcentaje de nudos con brotes reproductivos en ramas sin fruto de mandarino
satsuma ‘Owari’ en la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores
son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias
significativas. Los andlisis se realizaron wtilizando la transformacion arcsen\x, siendo x el
porcentaje de nudos brotados.

Edad de la madera
1 afio 2 afios

—_ T TOTAL
TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada
Control 62,3 s 61,6 s 01,7 «s 10,5 b 554 «s
Rayado 8 sept 67,2 61,8 66,5 23,6 ab 61,2
Rayado 24 nov 72,5 60,0 72,2 448 a 66,5
Rayados repetidos 65,3 53,3 59,4 40,7 a 56,9
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Tabla 47. Nimero de brotes reproductivos en 100 nudos en ramas sin fruto de mandarino
satsuma ‘Owari’ en la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores
son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias

significativas.
Edad de la madera
1 afio 2 afios

—_— T TOTAL
TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada
Control 81,6 b 81,5 xs 81,5 b 11,2 b 72,8 b
Rayado 8 sept 104,6 ab 101,4 106,8 ab 271 b 95,7 ab
Rayado 24 nov 132,8 a 113,0 1341 a 65,9 a 119,0 a
Rayados repetidos 111,0 ab 69,2 96,9 ab 457 ab 90,1 ab

Tabla 48. Niimero de brotes vegetativos en 100 nudos en ramas sin fruto de mandarino satsuma
‘Owari’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las
medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias

significativas.
Edad de la madera
1 afio 2 afios
— T TOTAL
TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada
Control 0,6 \s 0,3 \s 0,5 «s 0,7 xs 0,5 \s
Rayado 8 sept 0 0 0 0 0
Rayado 24 nov 0 0 0 0 0
Rayados repetidos 0 0 0 0 0
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Tabla 49. Niimero de brotes mixtos (reproductivos con hojas) en 100 nudos en ramas sin fruto
de mandarino satsuma ‘Owari’ en la brotacidn de primavera con diferentes tratamientos de
rayado de drboles. Los valores son las medias de 6 ramas de drboles diferentes. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de
Duncan). NS: no hay diferencias significativas.

Edad de la madera
1 afio 2 afios
—_— T TOTAL

TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada

Control 26,2 a 26,8 a 262 a 14 b 22,8 a
Rayado 8 sept 59 b 82 b 6,2 b 35 b 59 b
Rayado 24 nov 26 b 45 b 35 b 9,5 a 50 b
Rayados repetidos 27 b 0,2 b 1,1 b 2,5 ab 13 b

Tabla 50. Niimero de brotes generativos (reproductivos sin hojas) en 100 nudos en ramas sin
fruto de mandarino satsuma ‘Owari’ en la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de
rayado. Los valores son las medias de 6 ramas. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas al 95% entre tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias
significativas.

Edad de la madera
1 afio 2 afios

—_ T TOTAL
TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada
Control 554 b 54,7 s 554 b 98 b 50,0 b
Rayado 8 sept 98,6 a 933 99,8 ab 23,6 ab 89,8 ab
Rayado 24 nov 130,2 a 108,4 130,5 a 56,3 a 113,9 a
Rayados repetidos 108,2 a 69,0 95,8 ab 432 ab 88,8 ab
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Tabla 51. Nimero de flores en 100 nudos en ramas sin fruto de mandarino satsuma ‘Owari’ en
la brotacion de primavera con diferentes tratamientos de rayado. Los valores son las medias de 6
ramas. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas al 95% entre
tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias significativas.

Edad de la madera
1 afio 2 afios

—_— T TOTAL
TRATAMIENTO DE Primavera Verano Media Media ponderada
RAYADO ponderada
Control 82,7 b 82,1 «s 82,4 b 11,2 b 73,6 b
Rayado 8 sept 105,6 ab 102,0 106,8 ab 271 b 96,4 ab
Rayado 24 nov 1341 a 1141 1354 a 659 a 120,0 a
Rayados repetidos 112,6 ab 88,5 98,7 ab 457 ab 91,7 ab

* Efecto del rayado de ramas sobre el contenido en carbohidratos metabolizables

El rayado de ramas individuales realizado el 8 de septiembre no tuvo efecto significativo
sobre la concentracion en carbohidratos metabolizables presentes en hojas de brotes
vegetativos de primavera de arboles de mandarino satsuma ‘Owari’ (Fig. 48). Sin embargo,
el rayado efectuado el 24 de noviembre si provocéd un importante aumento de los
mismos, debido al incremento en el almidén y en los azucares no reductores. El

contenido en azucares reductores no varidé con I‘CSpCCtO a los controles.

Cuando el rayado del 8 de septiembre se repiti6 a los 10 dias sobre la misma rama (18 de
septiembre) s{ hubo un aumento muy marcado de carbohidratos, que no prosiguié con

los rayados posteriores.

Se estudi6 el efecto del rayado del 24 de noviembre sobre el contenido en carbohidratos
en la corteza y la madera de brotes vegetativos de primavera (Tabla 52). El rayado en esta

fecha incrementé el contenido en carbohidratos metabolizables en la corteza 6 semanas
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después, efecto debido exclusivamente a la acumulacion de almidén, ya que el resto de las
fracciones de carbohidratos no se vieron afectadas. En la madera de estos brotes los
azucares solubles disminuyeron en arboles rayados a las 6 semanas del tratamiento de

anillado.

Tabla 52. Contenido en carbobidratos metabolizables, expresado como % sobre materia seca, en
cortegza y madera de brotes vegetativos de primavera de ramas sin fruto de mandarino satsuma
‘Owari’ a las 6 semanas del tratamiento de rayado en ramas individuales realizado el 24 de
noviembre. Los valores son las medias de 6 ramas de drboles diferentes, con 2 muestras por
rama. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas al 95% entre
tratamientos (test de Duncan). NS: no hay diferencias significativas.

Total Azucares no Azucares
TRATAMIENTO carbohidratos Almidoén reductores reductores
DE RAYADO (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.) (% m.s.)
Corteza Control 17,3 b 11,1 b 4,1 «s 2,1 s
Rayado 24 nov 292 a 233 a 37 2,2
Madera Control 14,0 s 8,6 xs 40 a 14 a
Rayado 24 nov 12,7 10,1 15 b 11 b

Fig. 48 (pdg. siguiente). Contenido en las distintas fracciones de carbobidratos metabolizables,
expresado como % sobre materia seca, en hojas de brotes vegetativos de primavera de ramas sin
fruto de mandarino satsuma ‘Owari’ con diferentes tratamientos de rayado. Los datos son
medias de 6 ramas de drboles diferentes, con 2 muestras por rama. Las barras indican el error
estandar de cada media. Se indica el momento de los tratamientos de rayado (flechas). E/
asterisco (*) indica diferencias significativas entre drboles rayados el 8 de septiembre y el 24 de
noviembre para P<0,05 durante el periodo de muestreo. NS: sin diferencias significativas.
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4.4. Estudio histologico de la regeneracion de tejidos tras el rayado

Con el objetivo de estudiar la regeneracion de tejidos tras los tratamientos de rayado, se
realizaron observaciones microscépicas tras rayar ramas sin fruto, de 10 a 11 mm de
didmetro, de arboles de naranjo ‘Salustiana’ y de mandarino satsuma ‘Owari’. Los
tratamientos de rayado se efectuaron el 8 de septiembre y el 23 de noviembre de 2003.
Las muestras se tomaron periédicamente desde el mismo dia de efectuado el rayado hasta
77 dias después de la primera fecha (mitad de diciembre) y 55 dias de la segunda (mitad de

enero).

* Rayado realizado el 8 de septiembre

El rayado de ramas seccioné los tejidos externos al xilema, es decir, el tejido protector, el

cortex, el floema primario y secundario y el cambium vascular.

A los 10 dfas de efectuado el rayado (Fig. 49) las células del cértex y del floema mas
externo (mas proximas al cortex) se observo regeneracion de tejidos tanto en naranjo
‘Salustiana’ como en mandarino satsuma ‘Owati’, alcanzandose un estado de desarrollo
similar en ambas variedades, que consistié en una respuesta cicatricial, con hipertrofia y
necrosamiento en las células mas cercanas al corte y engrosamiento de pared y
suberificacién en las células situadas a continuacion (Fig. 49A,B). Por el contrario, en el
floema mas interno (mas proximo al cambium vascular), se observé una masa de células
con un tamafio menor, y un nacleo y un citoplasma mas denso que el resto de las células
parenquimaticas del floema, mostrando caracteristicas propias de células meristematicas.
La respuesta de los tejidos a ambos lados del corte fue, en apariencia, la misma (Fig. 49C,

D,E).

A los 42 dfas tras el rayado (Figs. 50 y 51) la zona cicatricial (situada en la parte mas
cercana al cortex) se habia extendido, de forma que la hipertrofia y suberificaciéon habia
afectado a un mayor nimero de células (Figs. 50A,B y 51AB). De esta forma las
porciones vivas de cortex y floema mas externo a ambos lados del corte estaban mas
distantes entre si. En la regiéon de floema mas interno se observé un tejido

parenquimatico de células de pequefio tamafio y paredes delgadas que conectaban ambos
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lados del rayado (Fig. 50C,D). En el caso de mandarino satsuma, en el seno de este tejido
parenquimatico se observaron células alargadas con aspecto de elementos conductores
(Fig. 51B,C,D). En ambas variedades, el tejido de conexion parecié haber tenido lugar por
la proliferacion de células del floema situado a ambos lados del corte. En el interior del
tejido de conexion se apreciaron pequefos grupos aislados de células lignificadas, tipicas

del floema.

A los 77 dias del rayado (Fig. 52), no se observaron cambios en la zona cicatricial del
cortex. En el tejido de conexion, hubo una mayor presencia de células lignificadas en

ambas variedades.

Al finalizar las observaciones, paralelamente a la cicatrizaciéon de los tejidos expuestos
hacia el exterior, se observo la proliferacion del parénquima floematico, dando como
resultado la conexién del floema a ambos lados del rayado. Este tejido de conexion

pareci6 contener elementos conductores en satsuma que no se observaron en ‘Salustiana’.

Este patron de regeneracién no se produjo siempre en todo el perimetro de rayado (Fig.
53). En ocasiones pudo apreciarse la formaciéon de una capa de células suberificadas que
impidi6 una conexion funcional entre ambos lados del rayado. En estos casos, ya a los 42
dias del rayado pudo observarse una peridermis en la superficie de los callos formados a
cada lado del corte, con formacién de células suberificadas hacia el exterior. Como

resultado, hubo un distanciamiento cada vez mayor de las zonas separadas por el corte.
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* Naranjo ‘Salustiana’
* Rayado: 8 septiembre
* Observaciones 10 dias tras el rayado

Fig. 49. Secciones longitudinales de ramas de naranjo ‘Salustiana’ rayadas el 8 de septiembre.
Muestras de tejidos tomadas 10 dias después del tratamiento de rayado. A: Aspecto general de
los tejidos afectados por el rayado. B: Detalle de las células hipertrofiadas y suberificadas de la
region del cirtex. C, D y E: Detalles de la proliferacion de células en la regidn del floema.

Co: cortex; F: floema; Fe: feldgeno; Fi: fibras de floema; Hi: células hipertrofiadas; Me: células
meristemadticas; Sb: siber; X: xilema.
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* Naranjo ‘Salustiana’
* Rayado: 8 septiembre
Observaciones 42 dias tras el rayado

Fig. 50. Secciones longitudinales de ramas de naranjo ‘Salustiana’ rayadas el 8 de septiembre.
Muestras de tejidos tomadas 42 dias después del tratamiento de rayado. A y B: Aspecto general
de los tejidos afectados por el rayado de dos muestras diferentes. C y D: Detalles del tejido de
conexion formado en cada una de las anteriores.

Co: cirtex; F: floema; Fe: feldgeno; Fi: fibras de floema; 1i: células lignificadas; Me: células
meristemiticas; Sb: siber; TC: tejido de conexiiny X: xilema.
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* Mandarino satsuma ‘Owari’
* Rayado: 8 septiembre
* Observaciones 42 dias tras el rayado

Fig. 51. Secciones longitudinales de ramas de mandarino satsuma ‘Owari’ rayadas el 8 de
septiembre. Muestras de tejidos tomadas 42 dias después del tratamiento de rayado. A: Aspecto
general de los tejidos afectados por el rayado. B, C y D: Detalles del tejido de conexion, con
células alargadas, y la gona cicatricial.

Co: cortex; F: floema; Fe: feligeno; Sb: siber; TC: tejido de conexiin; X: xilema.

180



RESULTADOS

* Naranjo ‘Salustiana’
¢ Rayado: 8 septiembre
Observaciones 77 dias tras el rayado

Fig. 52. Secciones longitudinales de ramas de naranjo ‘Salustiana’ rayadas el 8 de septiembre.
Muestras de tejidos tomadas tras 77 dias después del tratamiento de rayado. A: Aspecto general
de los tejidos afectados por el rayado. B y C: Detalles del tejido de conexiin.

Co: cortex; F: floema; Li: células lignificadas; Sb: siber; TC: tejido de conexiiny X: xilema.
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* Mandarino satsuma ‘Owari’
Rayado: 8 septiembre
Observaciones 77 dias tras el rayado

Fig. 53. Secciones longitudinales de ramas de mandarino satsuma ‘Owari’ rayadas el 8 de
septiembre. Muestras de tejidos tomadas 77 dias después del tratamiento de rayado. A: Aspecto
general de los tejidos afectados por el rayado, observindose ausencia de conexidn entre los tejidos
escindidos. B y C: Detalles de la respuesta cicatricial observada a ambos lados del rayado.

Co: cortex; F: floema; Fe: feldgeno; Li: células lignificadas; Sb: siber; X: xilema.
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* Rayado realizado el 24 de noviembre

Tras el rayado realizado en noviembre, el Gnico cambio observado en los tejidos de los
dos cultivares estudiados fue una ligera hipertrofia, necrosamiento, y, en ocasiones,
suberificacién de las células expuestas por el corte, sobretodo en la regiéon del cortex y
floema mas externo. No se observaron divisiones celulares en todo el perfodo de

muestreo, que se extendié hasta 55 dias después del rayado, es decir, hasta mitad del mes

de enero (Fig. 54).

* Naranjo ‘Salustiana’ * Mandarino satsuma ‘Owari’
* Rayado: 23 noviembre * Rayado: 23 noviembre
* Observaciones 55 dias tras el rayado * Observaciones 55 dias tras el rayado

Fig. 54. Secciones longitudinales de ramas de naranjo ‘Salustiana’ (A) y mandarino satsuma
‘Owari’ (B) rayadas el 23 de noviembre. Muestras tomadas 55 dias después del tratamiento de
rayado. rayado efectuado el 23 de noviembre en ramas de 10-12 mm de didametro. No se observa
regeneracion de tejidos.

Co: cortex; F: floema; X: xilema.
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5. INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE FRUTO SOBRE EL NIVEL DE GIBERELINAS
EN YEMAS Y SU RELACION CON LA BROTACION Y LA FLORACION

El contenido en giberelinas presentes en meristemos apicales de yemas de brotes de
naranjo dulce ‘Salustiana’ se midi6 entre los meses de julio de 2011 y febrero de 2012 con
el fin de disponer de los contenidos endégenos de este grupo de hormonas vegetales

durante la época de adquisicion de la competencia e induccién floral.

Para ello, se seleccionaron 15 arboles de naranjo ‘Salustiana’ con alta carga de fruto (o7) y
15 arboles con baja carga de fruto (g¢ffj. Cada 5 arboles constituyé una réplica
independiente de la cual se tomaron alrededor de 250 yemas (750 mg de peso fresco,
aproximadamente) distribuidas en 50 brotes, y 5 hojas. En los arboles oz los brotes
seleccionados fueron los generativos uniflorales. En los arboles ¢ff se tomaron las
muestras de brotes vegetativos. En ambos casos se seleccionaron las 5 yemas del brote
mas cercanas al apice y una hoja en posicion intermedia. Las muestras se congelaron

rapidamente en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta su analisis.
Las muestras se tomaron en 5 fechas diferentes, desde el 26 de julio al 16 de febrero.

En relacién a la ruta de biosintesis sin hidroxilacién temprana en el carbono 13 del
aldehido de GAu1z, (secuencia GA122GA15 2GA22GA9 »GAy) sélo se encontraron GAis
y GAoy, mientras que GA12, GA2 y GA4 fueron indetectables (Fig. 59A). Tampoco se
detecté GAs1, producto final fisiolégicamente inactivo obtenido por hidroxilaciéon en 23

de GAo.

Por el contrario, se detecto la totalidad de los componentes de la ruta de biosintesis de las
giberelinas de hidroxilacién temprana (GAs; 2 GA4>GA19 2 GAz »GA1) que dan lugar a
la. GAi, con actividad fisiologica (Fig. 59B). Asimismo, se detectaron GAz y GAs,
productos finales fisiol6gicamente inactivos, obtenidos respectivamente a partir de GAxy

GA1 por hidroxilacién en 2.

El contenido en giberelinas de la ruta de la no hidroxilaciéon temprana (GA1s y GAo) fue
superior en arboles o7 desde julio hasta finales de octubre, si bien existi6 mucha

variabilidad entre arboles y las diferencias solo resultaron significativas a final de octubre.
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A partir de esta fecha, se observé un contenido mayor de GA1s en los arboles off (4,1 vs

1,5 ng g1 de tejido; P=0,029).

El contenido en giberelinas de la ruta de la hidroxilacién temprana dependié tanto de la

fecha de muestreo como de la presencia de fruto.

GAs3 fue detectada a partir de octubre en brotes sin fruto, y a partir de diciembre en
brotes con fruto. En cualquier caso, el contenido de GAs3 siempre se mantuvo muy bajo,

nunca superior a 0,2 ng g'! de tejido.

GA44 se mantuvo en concentraciones cercanas a 0,4 ng ¢! de tejido durante todo el
periodo de muestreo, sin verse afectada de forma destacable por la presencia de fruto,

salvo en octubre, donde se aprecié una ligera mayor concentracién en arboles oz que en

arboles gff.

GAu, al inicio del muestreo, fue ligeramente menor en yemas de brotes sin fruto (0,1 s
0,3 ng g'!; P<0,041). Desde julio hasta febrero este contenido aument6 gradualmente en
ambos tipos de arboles, y, a partir de diciembre se produjo un notable ascenso en yemas
de brotes sin fruto, que llegaron a triplicar su contenido en esta giberelina con respecto a

los brotes con fruto (2,7 »5 0,9 ng g''; P<0,005).

GAz también fue mayor en yemas de brotes con fruto en julio. Desde este momento el
contenido en GAz decrecié ligeramente y las diferencias por efecto del fruto

desaparecieron.

La concentraciéon de GAz9 fue relativamente alta al inicio del muestreo, alrededor de 2,2
ng g, en ambos tipos de brotes. Este contenido fue disminuyendo progresivamente hasta
llegar en diciembre a niveles muy bajos o indetectables en yemas de brotes con y sin fruto
respectivamente. En febrero, mientras en brotes con fruto no se detect6 su presencia, en

brotes sin fruto aumenté bruscamente hasta 2,9 ng g-1.

GA1 no vari6 su contenido entre los meses de julio y febrero en los arboles gf
manteniéndose por debajo de 0,1 ng ¢gl. Sin embargo, en los arboles o7 se observé un

mayor contenido de esta hormona en el mes de julio, que fue 13 veces superior a aquél de

los arboles off-
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Por dltimo, GAs tuvo un comportamiento similar a GAj. En este caso, al inicio del
muestreo, las yemas de arboles con fruto tuvieron un contenido mayor que los sin fruto
(1,7 »5 0,9 ng g1, respectivamente; P<0,007). Posteriormente, las diferencias no fueron
significativas y el contenido fue practicamente constante (alrededor de 1,8 ng ¢!) hasta el

inicio de la brotacién.

Fig. 55 (pdg. siguiente). Contenido en giberelinas en yemas de brotes de primavera de naranjo
Salustiana’. Arboles sin fruto (off ,Q) y drboles con fruto (on, @). Los valores, expresados
como ng por g de peso fresco, son medias de 3 muestras. Las barras indican el error estindar de
cada media. Se indican las diferencias estadisticamente significativas para P=0,05 (*) para
cada fecha de muestreo. Sin asterisco, no hay diferencias significativas.
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DISCUSION

1. COMPORTAMIENTO ALTERNANTE DE LA VARIEDAD DE NARANJO DULCE
‘SALUSTIANA'’

La alternancia de cosechas se ha estudiado ampliamente en numerosas especies frutales
tanto de hoja caduca como perenne (Baktir e# al., 2004; Reig ¢ al., 2006; Smith ez al., 2007,
Krishnamurty ef al, 2013; Smith y Samach, 2013; Samach y Smith, 2013). En citricos,
también se han observado variedades que alternan afios de elevada floracién y
fructificacién (0#7) con afios con predominio de crecimiento vegetativo y escasa o nula
cosecha (gff) (Monselise y Goldschmidt, 1982; Becerra y Guardiola, 1984; Verreynne y
Lovatt, 2009; Martinez-Fuentes ez al., 2010).

En el naranjo dulce ‘Salustiana’, objeto de este estudio, la recolecciéon comercial de los
frutos se realiza una vez que la maduracién se ha completado, a final de enero o
principios de febrero, cuando ya ha tenido lugar la induccion floral y estd a punto de tener
lugar la brotacién de las yemas. En esta variedad, se ha descrito un comportamiento
alternante a nivel de arbol individual, de parte de un arbol o incluso se ha descrito la
alternancia en ramas individuales (Gravina ez @/, 2000; Martinez-Fuentes, 2010). En el
trabajo de Gravina ez a/. (2000), se observa un comportamiento tipicamente alternante de
esta variedad cuando se cultiva en el este de Espafa, pero no en Uruguay, donde la
intensidad de floracién no desciende a valores que comprometen la producciéon. En el
trabajo de Martinez-Fuentes (2010), llevado a cabo en Espana, se trabaja con 10 arboles
de intensidad creciente de floracién y un arbol por clase, y se encuentra alternancia en
aquellos arboles con mas de 30 flores por 100 nudos o con menos de 5 flores por 100

nudos.

En el presente trabajo, con objeto de estudiar la regulacion del metabolismo de
carbohidratos por la presencia del fruto y su relacion con el comportamiento
reproductivo, se utilizaron dos tipos de arboles de variedad ‘Salustiana’ con diferencia de
carga extrema (0-340 frente a 1700-3100 frutos por arbol) y se consider6 la posible
variacion entre arboles con el mismo tipo de carga para evaluar los efectos de la misma.
La caracterizacion previa del comportamiento reproductivo alternante permitié relacionar
las variaciones en carbohidratos con el suministro y la demanda de fotoasimilados a lo
largo del afio, asi como la relacion entre las reservas de carbohidratos y la formacién de

flores y frutos.
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La alternancia fue un comportamiento individual de los arboles estudiados (I'=92%) y no
una respuesta simultanea de los arboles de la parcela (I=12%). El comportamiento vecero
se observé tanto en el peso total recolectado en cada arbol, como en el nimero de frutos
cosechados. Los arboles con baja carga triplicaron el peso individual del fruto en relacion
a los arboles con fructificacion elevada, mientras que el peso de los frutos disminuyé al
aumentar su numero. Otros trabajos desarrollados con esta variedad (Gravina ez a/., 2000)
muestran también una correlacién negativa del peso del fruto con el nimero de los
mismos hasta el valor de 450 frutos por arbol, encontrando que por encima de este valor

el peso se estabiliza.

* Efecto del fruto sobre la brotacion y la floracion

En condiciones subtropicales, algunos citricos, como el mandarino satsuma, presentan
una importante brotacién de primavera que coincide también con la floracién, y una
brotacion de verano en la que principalmente se forman brotes vegetativos (Goldsmichdt
y Golomb, 1982; Garcia-Luis ez al., 1986a). El naranjo ‘Salustiana’ tuvo un tnico periodo
importante de brotacién de yemas, coincidente con la floracion, que comenzoé a principio
de la primavera, al igual que el comportamiento observado en Pakistin o Uruguay

(Gravina ef al., 2000; Ibrahim ef al., 2011).

La brotacién se produjo, casi exclusivamente, en los nudos situados en la madera de los 2
ultimos afios, y de ellos, los del primer afio de edad brotaron entre 2 y 3 veces mas que los
de 2 afios, similarmente a lo descrito en otros citricos (Monselise, 1985; Davenport,

1990a; Krajewski y Rabe, 1995b; Valiente y Albrigo 2004).

En algunos genotipos de citricos, se ha comprobado la acciéon directa del fruto en la
reduccion de la brotacién, asi como también una inhibicién especifica de la floracion
(Monselise y Goldschmidt, 1982; Becerra y Guardiola, 1984; Verreynne y Lovatt, 2009)
de manera que la intensidad de la brotacién y la floracion es inversamente proporcional al

numero de frutos producidos en el afio precedente. En el cultivar ‘Salustiana’ la brotacion

'T = indice de alternancia (Verreynne y Lovatt, 2009) expresado en porcentaje.

190



DISCUSION

se vio afectada por la carga de fruto, que influy6 tanto en la intensidad que se produjo
como en las caracteristicas que mostrd, en diferentes aspectos: la presencia del fruto
disminuyo la disponibilidad de nudos en la primavera siguiente, el porcentaje de brotacion
y el porcentaje de brotes florales. La floracién en ‘Salustiana’ tuvo lugar, principalmente,
en las yemas axilares de los brotes vegetativos, que en variedades alternantes se forman

mayoritariamente en los afios gff.

Se ha propuesto que la presencia de fruto puede afectar a diferentes procesos. En
determinados cultivares, con varias brotaciones al afio, el fruto puede afectar
disminuyendo el nimero de brotes vegetativos obtenidos en la brotaciéon de verano o de
otofio y, disminuir, de este modo, el nimero de nudos que pueden llevar inflorescencias
(Verreynne y Lovatt, 2000). La carga de fruto también puede influir en la brotacién de las
yemas (Becerra y Guardiola, 1984; Garcia-Luis ¢ al., 1995a). Por ultimo, también se ha
sefialado un efecto directo sobre el proceso de induccion floral o en una etapa previa de

adquisicion de la competencia de las yemas (Shalom ez a/., 2012).

Los resultados obtenidos indican que el hecho de que los arboles con elevada carga de
fruto disminuyan su capacidad de florecer en la siguiente primavera se debe parcialmente
a que reducen a la mitad sus nudos disponibles para brotar. Esta disminucion se produce
por una parte porque durante un aflo oz se forman pocos brotes vegetativos, lo que
supone una merma de los nudos de 1 afo de edad en la primavera siguiente. Por otra
parte, en un afo oz, los nudos formados el afio anterior brotan intensamente y, en
consecuencia, hay una menor disponibilidad de nudos de 2 afos de edad en la primavera
siguiente. Ademas de encontrarse en un nimero situado por debajo de la mitad, los nudos
de 1 y 2 afios en un arbol ¢ff brotan menos que en un arbol oz (22 »s 56% de nudos
brotados). Aun asi, estos factores no explican por si solos la disminucién en 25 o 30 veces
del nimero de brotes florales y en mas de 40 veces del nimero de flores por 100 nudos
en los arboles con baja floracién y que tiene como consecuencia que un arbol oz forme
mas de 80000 flores, mientras que uno gff produzca, de media, alrededor del millar. Hay
por tanto una inhibicién muy concreta del fruto en la formacién de flores. El efecto de la
disminucién de flores tras un afio o7 no es proporcional a la disminucién de la brotacion,
sino que los brotes reproductivos disminuyen su nimero hasta casi anularse, mientras que
la brotacién vegetativa si se encuentra determinada positivamente por la cantidad de

nudos brotados.
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En otros genotipos de citricos en los que se ha estudiado la reduccién de la floraciéon por
la presencia del fruto, también se ha observado que es en parte debida a un menor
numero de ramas portadoras de inflorescencias (El-Otmani ez al, 2004; Verreynne y
Lowvatt, 2009; Martinez-Fuentes ¢# a/., 2010), a un menor numero de nudos en estos brotes
(Verreynne y Lovatt, 2009; Martinez-Fuentes ez /., 2010) y a una disminucién del nimero
de nudos brotados (Becerra y Guardiola, 1984; Garcia-Luis ¢/ al., 1986; Martinez-Fuentes
et al., 2010). Asimismo, trabajos con mandarino satsuma y con naranjo dulce ‘Valencia’
indican que las yemas que producen brotes generativos son las mas sensibles al efecto
inhibitorio del fruto, mientras que aquellas con brotes vegetativos incrementan su nimero
(Garcfa-Luis e# al., 1986a, 1995b; Okuda ez al., 2002; Martinez-Fuentes ef al., 2010). Sin
embargo, no hay evidencias claras de las diferencias en la tasa de ruptura de latencia de

yemas en funcién de su naturaleza vegetativa o reproductiva (Smith y Samach, 2013).

En relacién al tipo de brotes formados, hay que sefalar que en arboles gff que entraban en
afio on, los brotes reproductivos en ‘Salustiana’ fueron mayoritariamente generativos (sin
hojas) y, dentro de éstos, los mas abundantes fueron los multiflorales. Otros autores
también encuentran mas abundantes los brotes generativos que los mixtos (Agusti ef 4/,
1992; Gravina e al, 2000; Martinez-Fuentes, 2010) en otras variedades citricas con
clevada intensidad de floraciéon. Gravina ez a/. (2000) no aprecian diferencias entre la
presencia de brotes generativos uniflorales o multiflorales en Espafa, tendiendo a ser mas

abundantes las flores solitarias en Uruguay.

En arboles on, la elevada presencia del fruto disminuyé drasticamente la apariciéon de
brotes florales en la primavera siguiente, y no se encontraron diferencias significativas
entre los tipos de brotes reproductivos, dada su baja cuantia. Puede afirmarse que la
mayor disminucién frente a arboles con alta floracion, se dio en el nimero de brotes
generativos. Trabajos realizados con naranjo ‘Salustiana’ (Martinez-Fuentes, 2010), y con
mandarino ‘Pixie’ (Verreynne y Lovatt, 2009) sefalan que éstos son los brotes mas
afectados por el fruto, ya que son los que, en proporciébn, mas aumentan con la
eliminacién temprana del mismo. Asi, trabajos anteriores también muestran que, en
general, las condiciones que incrementan el numero de flores implican sobretodo un
aumento de brotes multiflorales sin hojas (Moss, 1969 en naranjo ‘Washington Navel’;
Guardiola e al., 1977 en ‘Navelate’; Becerra y Guardiola, 1984 en ‘Navelina’; Agusti ez 4/,

1985 en ‘Salustiana’y Almela, 1990 en mandarino satsuma). Los resultados aqui
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presentados en relacién al tipo de brotes formados coinciden, pues, con los de otros
autores. Sin embargo, se encontraron diferencias en la influencia del fruto en el numero
de flores y hojas de las inflorescencias, mientras Martinez-Fuentes (2010) indica que el
numero de flores por inflorescencia o el nimero de hojas por brote, no se ve afectado por
la presencia del fruto en el arbol. El hecho de que el trabajo aqui presentado se haya
llevado a cabo con arboles con diferencias muy marcadas en produccion, permitid
detectar un mayor nimero de flores y hojas en las inflorescencias de arboles con elevada

floracion.

* Efecto del nivel de floracion sobre la abscision y el cuajado

Los citricos producen una elevada cantidad de flores que, en su mayoria, se desprenden
tras la antesis en diferentes estados de desarrollo (yemas, flores, frutitos y frutos). Se ha
descrito un patrén de abscision para arboles con alta carga de floracién, con dos maximos
de abscision, en diferentes cultivares de naranjo, como en ‘Navelina’ (Guardiola, 1977),
‘Navelate’ (Primo-Millo ez a/., 1977), “Washington Navel’ (Ruiz ef al, 2001) y ‘Salustiana’
(Rebolledo, 20006), y en los mandarinos ‘Fina’ (Van-Rensburg ez al, 1996), ‘Fortune’
(Duarte y Guardiola, 1996) y ‘Marisol’ (Garcia-Luis ez al, 2002). El hecho de que la
importancia de la abscision temprana, tanto relativa como absoluta, dependa de la
intensidad de floracién ha sido descrito previamente en otros citricos (Agusti ez al., 1982;
Garcia-Luis ef al., 1988). No obstante, hay que indicar que en la variedad ‘Salustiana’ no
habia sido estudiada, hasta la fecha, la influencia del nivel de floracién sobre el patrén de

abscision.

En arboles con elevada floracién de ‘Salustiana’, coincidiendo con otros autores como
Rebolledo (2006), se observo un primer maximo de abscision (entre los 15 y los 30 DDA)
debido a flores u ovarios desprendidos por la base del pedicelo. El segundo maximo,
menos importante que el primero, se alcanzo entre los 40 y los 65 DDA, y principalmente
consistié en el inicio de la caida de ovarios y frutitos por la base del ovario, cuyo propio
maximo se alcanzé pocos dias después. Estos dos picos de abscision se corresponden con
la fase I de crecimiento del fruto (division celular) y su transicion a la fase II (elongacién

celular), considerando 3 fases de desarrollo en el fruto de los citricos. La abscision
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posterior que tiene lugar en otros citricos, cuando los frutos estan maduros (Iglesias ez al.,

2007), no se detectd en naranjo ‘Salustiana’.

Sin embargo, en los arboles con baja intensidad de floracién, se observé un patrén de
caida distinto. En estos arboles, al contrario que en aquellos con elevada intensidad de
floracion, el segundo pico fue mas importante que el primero, y predominé la abscision

por la base del ovario, mientras que la abscisién en la zona del pedinculo fue menor.

Por una parte, el cambio caracteristico de zona de abscision de la base del pedunculo a la
base del ovario, puede estar relacionado con el inicio del crecimiento secundario de los
tejidos vasculares del pedunculo, asociado con un incremento de los tejidos de sostén, que
dificultarfa la caida del fruto por esta zona. Este crecimiento estd determinado por
factores nutricionales u hormonales debidos tanto a la presencia de fruto como al tipo de
inflorescencia (Laskowski, 2005). La mayor disponibilidad de fotoasimilados observados
en los presentes resultados durante este periodo en arboles gff podria dar lugar a un mayor

desarrollo de tejidos vasculares, dificultando la abscision en la base del pedianculo.

Por otra parte, en la primera fase de abscision, caen los 6rganos que supuestamente tienen
una tasa de crecimiento menor (Zucconi ¢ al, 1978), lo que no llega a suceder
necesariamente si la disponibilidad de metabolitos es la adecuada (Ruiz y Guardiola,
1994), como es el caso de los arboles con baja floracion. En el presente estudio, la materia
seca caida debida a ovarios se situd entre los 2 y los 4 kg en arboles de alta floracion, y fue

menor de 0,4 kg en arboles de baja floracion.

También hay que sefialar que en estudios previos se ha observado una variacion en el
patrén de abscision en funcion del tipo de brote. Laskowski (2005) indica que la abscision
de frutos en brotes mixtos uniflorales de ‘Salustiana’ presenta s6lo un maximo que tiene

lugar de 45 a 75 DDA.

Coincidiendo con lo observado por algunos autores en otras variedades citricas, los
resultados aqui expuestos indican que la baja produccién en un afio gff es debida al efecto
inhibidor del fruto sobre la formacién de flores en la brotacion principal de primavera,
pero no a un efecto negativo sobre el cuajado (Monselise y Goldschmidt, 1982; Becerra y
Guardiola, 1984; Agusti ez al., 1985). Aunque se observé una baja intensidad de floracion
en la primavera siguiente tras un afio de elevada cosecha, no hubo una disminucién del
porcentaje de cuajado ni un incremento de la abscisiéon de los frutos. En arboles con alta
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intensidad de floracion, el cuajado se situd entre el 2 y el 3%, coincidiendo con Rebolledo
(2000) y Martinez-Fuentes (2010). En los arboles con bajos niveles de floracion el cuajado
tomé valores muy superiores (47-67%). En los primeros, el nimero de frutos que
cuajaron y finalmente llegaron a ser cosechados, no dependié de la intensidad de
floracién, mientras que en arboles poco productivos se establecié una relacién
exponencial entre ambos parametros. Estos resultados estan de acuerdo con lo sefalado
por Martinez-Fuentes (2010) en la misma variedad y para muy diversos niveles de
floracién y con trabajos en otras variedades (Becerra y Guardiola, 1984; Agusti ez al,
1985). No obstante, los presentes resultados muestran un porcentaje de cuajado para
arboles con baja floracién algo superior a los sefialados por Martinez-Fuentes (2010), lo
que podria estar relacionado con una variacién en el tipo de inflorescencias formadas.
Hay que sefalar que en ‘Salustiana’ el tipo de brotes reproductivos formados determina el
nivel de cosecha, ya que el cuajado de fruto por inflorescencia es mayor en brotes
multiflorales que en uniflorales (Rebolledo, 2006). Esto también se ha descrito en otras
variedades de naranjo (Primo-Millo e7 al,, 1977; Erner y Shomer, 1990), si bien sigue sin

conocerse cual es el factor que determina un mayor cuajado en brotes multiflorales.

Teniendo en cuenta las diferencias en requerimientos de fotoasimilados entre arboles con
diferentes niveles de fructificacion y en las diferentes etapas de crecimiento, a
continuacién se analizan las variaciones en la tasa fotosintética y la importancia de la carga

del arbol en esta variacion, en relacién con los factores ambientales.

2. VARIACION ESTACIONAL DE LA FOTOSINTESIS E INFLUENCIA DE LA CARGA
DEL ARBOL

El cuajado del fruto en citricos, y en las plantas en general, depende criticamente de la
acumulacién de carbono y nutrientes en los frutos en desarrollo. Esta acumulacion esta
determinada por un equilibrio hormonal favorable, resultado bien de la polinizacion
efectiva, o bien de la capacidad partenocarpica de los frutos para desencadenar la sintesis

de hormonas sin que medie la fecundacién.

Los citricos producen normalmente un nimero elevado de flores por arbol, hasta mas de
100 millares, de los que solamente un pequefio porcentaje formara fruto (Monselise, 1986;
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Agusti et al., 1992). En su mayor parte, se desprenden del arbol en el plazo de unas 12
semanas después de la antesis, en muchos casos cuando el ovario ha iniciado el
crecimiento y ha aumentado de peso hasta 50 veces. Este proceso de abscisiéon se ha
interpretado como un mecanismo de autorregulacion, que ajusta continuamente el
numero de frutos supervivientes a la capacidad de suministro de metabolitos por el arbol
(Guardiola, 1988). Este hecho implica que el cuajado del fruto es resultado de una
combinacién favorable de niveles de hormonas y de un suministro suficiente de
carbohidratos (Ortola ez al., 1997; Talon et al., 1997, Gémez-Cadenas ¢ al., 2000). La
funciéon reguladora de los carbohidratos en el cuajado, y el caricter limitante del
suministro de éstos en dicho proceso, se confirma por el aumento del cuajado que
producen las técnicas que incrementan su disponibilidad para los frutos en desarrollo,
como el anillado (Guardiola, 1988; Duarte y Guardiola, 1996) y el enriquecimiento de la
atmosfera con CO; (Downton ef al., 1987). El analisis detallado del proceso ha permitido
establecer que la abscision que tiene lugar en las primeras semanas tras la antesis no esta
determinada unicamente por los niveles de carbohidratos de la planta (Ruiz y Guardiola,
1994; Iglesias ez al., 2007). La existencia de una sefial hormonal (Bangerth, 1989, 2009) o la
actuacién de un proceso estocastico (Ganeshaia y Uma-Shaanker, 1994), se han sefialado
como causantes de la abscisién en esta fase del desarrollo. En etapas mas tardfas, la
abscision parece estar determinada por la disponibilidad en carbohidratos (Ruiz ez 4/,
2001). Durante este periodo la tasa de acumulacion de materia seca en el frutito excede la
capacidad fotosintética de las hojas de la inflorescencia, y los frutos en desarrollo captan
carbohidratos de otras partes de arbol, estableciéndose una competencia por los

fotoasimilados disponibles. Esta abscision tardia determina el cuajado del fruto.

La disponibilidad en carbohidratos durante el cuajado depende de las reservas acumuladas
con anterioridad, y de la fijacion fotosintética en ese momento. Se acumulan
carbohidratos en diversos 6rganos de la planta (raiz, tallo y hojas) durante el reposo
invernal y al principio de la brotacién de primavera (Sanz et al., 1987; Garcia-Luis e al.,
1995a; Monerti ef al., 2011). Estas reservas se utilizan durante la fructificacion, si bien a un
ritmo variable. En ocasiones las reservas se agotan pocas semanas después de la floracion,
de tal modo que durante las ultimas fases de la abscision, la nutricion depende de la
fotosintesis, mientras que en otros casos las reservas se utilizan gradualmente y

contribuyen a la nutriciéon de los frutitos en desarrollo en ese momento (Gonzalez-Ferrer
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et al., 1984). Estudios ulteriores han demostrado que las diferencias en la movilizacion de
las reservas mas que una caracteristica varietal, estain causadas por diferencias en el nivel
de floraciéon. Una floracién abundante, por otro lado frecuente, provoca un agotamiento
precoz de las reservas y tiene como resultado la dependencia del cuajado frente a la

fotosintesis (Fortunato-Almeida, 2003).

Esta dependencia justifica el estudio en profundidad de los factores que limitan al proceso
fotosintético durante el afio. En este sentido se ha analizado la influencia de factores
internos de la planta, como capacidad fotosintética de las hojas o la fuerza de los

sumideros, y la importancia relativa de las principales limitaciones medioambientales.

Los principales aspectos de la regulacion de la fotosintesis de los citricos se han revisado
de manera critica por Syvertsen y Lloyd (1994) y Goldschmidt y Koch (1996). La tasa de
fijacion de CO: en estas especies es del orden de 2 a 10 wmoles m? s, en el limite
inferior del rango que se encuentra en las plantas lefiosas, factor que se ha relacionado
con la estructura anatomica de sus hojas (Syvertsen y Lloyd, 1994). Ademas de las
limitaciones impuestas por las caracteristicas de las hojas (edad, posicién, orientacion,
etc.), otros procesos, tanto internos (como las relaciones fuente-sumidero), como

externos (luz, temperatura, etc.) limitan la tasa fotosintética en citricos.

* Influencia de las condiciones ambientales en la tasa fotosintética

Los citricos son arboles perennifolios sujetos a las variaciones estacionales de las
condiciones ambientales propias del ciclo anual. Se han realizado importantes esfuerzos
con el objetivo de conocer la influencia de diferentes factores ambientales tales como el
déficit de agua, altas temperaturas y altas irradiancias, sobre la fotosintesis de las hojas de
citricos (Vu y Yelenosky, 1988; Brakke y Allen, 1995; Jifon y Syvertsen, 2003; Guo ¢t 4l
20006; Santos et al., 2011; Ribeiro ef al., 2012). Sin embargo, la mayoria de los resultados se
han obtenido estudiando la respuesta fisiologica a un determinado factor con arboles
cultivados bajo condiciones controladas y durante un corto periodo de tiempo. Son
escasos los experimentos a lo largo de un afio y con plantas adultas cultivadas en campo,

en condiciones naturales, como los presentados aqui. El trabajo de Ribeiro y Machado
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(2007) desarrollado en Brasil sobre la variacion estacional de la asimilacion de COz en

hojas, es una excepcion.

El clima tipicamente mediterraneo de la Comunitat Valenciana se caracteriza por veranos
secos y calurosos. Las precipitaciones se acumulan en primavera y, mayormente, en
otofio, y éstas son frecuentemente en forma de tormentas. Las temperaturas invernales
son moderadas. Estas condiciones climaticas son muy diferentes a las de las zonas donde
se han realizado los estudios previos, y por lo tanto, son de gran interés las contribuciones
que puedan realizarse sobre el conocimiento en las variaciones de la fotosintesis en
citricos cultivados en condiciones de campo en una zona tan importante para la

produccion citricola.

Los resultados expuestos indican que las hojas de naranjo ‘Salustiana’ expuestas al sol,
bajo las condiciones climaticas de Valencia, muestran ligeras variaciones entre los
diferentes meses del afio en la tasa fotosintética (An), con valores medios mensuales
maximos de 8,3 umol m2s'! en noviembre, y minimos de 3,4 umol m?2s! en febrero. Los
valores medios diarios pueden alcanzar valores maximos de 13,7 umol m?2s?' en un dia
nuboso de junio y valores cercanos a 1 umol m2 s en un dia caluroso o en invierno.
Estos wvalores coinciden con los descritos por Spiegel-Roy y Goldschmidt (1996),
Syvertsen y Lloyd (1994) y Ribeiro y Machado (2007). Sin embargo, del presente trabajo
se deriva una observacion interesante: la variacion entre meses es mucho menos
importante que la existente entre los dias de un mismo mes. Mas del 90% de la variacién
puede ser explicada por los cambios en las condiciones ambientales que se dan entre los
diferentes dias de un mes. Por lo tanto, los cambios estacionales de las condiciones

ambientales son menos importantes que lo cambios diarios en relacion a la fotosintesis.

Los principales factores ambientales que influyen sobre la tasa fotosintética son la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la temperatura y la diferencia de presién de
vapor entre la hoja y la atmésfera (DPV; Vu y Yelenosky, 1988; Brakke y Allen, 1995;
Jifon y Syvertsen, 2003; Guo e al, 2006), que estan, ademas, correlacionados entre ellos.
La respuesta de Ax en las hojas expuestas al sol a estas variables siguié un patrén de una
curva de optimizacion. Las condiciones 6ptimas de PAR (550-600 umol m-2s1), Ty (25-
30 °C) y DPV (20-25 mbar) son similares a las indicadas por otros trabajos con citricos

(Brakke y Allen, 1995; Jifon y Syvertsen, 2003).
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La disminucién de An a elevados valores de PAR pueden ser debidos a un exceso en la
energia de excitacion, lo que puede provocar la fotoinhibicién del fotosistema II (Ort,
2001; Jifon y Syvertsen, 2003). En este trabajo, se observo la existencia de fotoinhibicion
dindmica en hojas expuestas al sol directo. A altos niveles de PAR se produjo un descenso
de la eficiencia maxima del PSII (F,/Fn) a lo largo del dia, si bien, estos cambios diatios
fueron reversibles, y ésta se recuperé durante el perfodo nocturno. Otros autores
(Syvertsen, 1984; Jifon y Syvertsen, 2003) han indicado que las hojas de citricos pueden
aclimatarse a las condiciones de radiacion elevadas y sufren un dafo permanente menor.
Aunque otros mecanismos pueden estar funcionando, se ha sugerido que en citricos el
ciclo de las xantofilas tenga un papel relevante en la proteccién frente la fotoinhibicion
(Gilmore y Ball, 2000). Valores de PAR por debajo de 500 wmol m=2 s! también
disminuyeron la tasa fotosintética. Este efecto pudo ser parcialmente mediado por la

temperatura.

Pocos trabajos han estudiado la influencia de las bajas temperaturas en la fisiologia de los
citricos (Syvertsen ef al., 1983; Vu y Yelenosky, 1987; Ribeiro y Machado, 2007; Santos ez
al., 2011; Ribeiro et al., 2012). Vu (1999) y Ribeiro y Machado (2007) han descrito una
reduccién de la tasa maxima de carboxilacion de RuBisCO (Vemax) v de la capacidad de
transporte electrénico que conduce a la regeneraciéon de RuBP (Jmax) en invierno. En el
presente estudio, se pudo observar una correlacion positiva entre la temperatura de la
hoja y la fotosintesis para temperaturas por debajo de 25°C. La conductividad estomatica
(gs) también tuvo una correlacién positiva con la temperatura para este rango de valores.
Estas observaciones concuerdan con las de Ribeiro y Machado (2007), que sugieren una
baja sensibilidad de los estomas a la temperatura en un rango entre 25 y 40°C. Fuera de
este intervalo (tal y como ocurre en Brasil en durante el invierno), la apertura estomatica si
resulté afectada por la temperatura. Sin embargo, hay que matizar que esto es lo que

sucedi6 con valores de presion de vapor de agua menores de 20 mbar.

Temperaturas superiores a 30°C, frecuentes desde mayo a septiembre en la Comunitat
Valenciana, afectaron negativamente a la tasa fotosintética. La media mensual maxima de
la temperatura de la hoja se registr6 en julio (40°C) y la media diaria maxima se observé a
mitad de este mismo mes (46,6°C), con valores de Ax cercanos a cero (0,68 umol m2s1).

La disminuciéon de Ax observada con altas temperaturas pudo ser debida tanto a factores
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directamente relacionados con los estomas como a factores no estomaticos. Se observé
una fuerte correlacion entre Th y DPV, siendo DPV un factor ambiental importante que
regula la apertura estomatica. Una elevada DPV disminuy6 directamente la conductividad
estomatica, pudiendo limitar de esta manera la difusiéon de COsz al interior de la hoja. Si la
disminucién de An hubiera estado causada principalmente por la reducciéon de gs, hubiera
cabido esperar una disminucién de la presion parcial de COzen los espacios intercelulares
de la hoja (C)) al bajar An. Sin embargo, en el presente trabajo, se observé una correlacion
negativa entre ANy Ci cuando la temperatura de la hoja fue mayor de 30°C. Estos datos
sugieren que, a altas temperaturas, la reduccién de Ax parece estar mas relacionada con
factores no estomaticos que con la conductancia estomatica (gs). Se han obtenido
resultados similares en los trabajos de Jifon y Syvertsen (2003) y Hu ez a/ (2007) al
estudiar la disminucién de Ax en el estrés por radiacion solar y altas temperaturas. Estos
autores indican que la estimulacién de la fotorrespiracion y la respiracién diurna a altas
temperaturas pueden incrementar Ci, y por lo tanto provocar el cierre estomatico y la

disminucion de la carboxilacidon en el ciclo de Calvin.

Una cuestion importante es que la variacion estacional de la tasa fotosintética se midié en
hojas expuestas al sol, al igual que la mayorfa de los estudios. Sin embargo, las hojas
expuestas directamente al sol representan alrededor del 20% del total de la superficie
foliar en una seccién transversal de una copa de un arbol de naranjo (Cohen y Fuchs,
1987). Los resultados del presente trabajo muestran que la media en PAR en la copa
interna durante la estacion con mayor irradiancia fue de alrededor de 170 wmol m=2s1, lo
que representa el 13% de la irradiancia externa. La PAR en capas profundas es mayor que
el punto de compensacion de la luz y promueve por lo tanto la fijaciéon neta de COz. Sin
embargo, la tasa fotosintética fue menor del 50% de la que tiene lugar en la copa externa.
Nuestros resultados pueden explicar que en algunos experimentos con sombreado
(Syvertsen ez al, 2003) la cosecha no se incremente. Ribeiro y Machado (2007) indican que
hojas sombreadas de citricos tienen potencial para aclimatarse a una baja PAR, mostrando
un aumento en el contenido en clorofila y, consecuentemente, incrementando la eficiencia
en absorcién de luz. Sin embargo, los resultados aqui presentados difieren de lo anterior,
porque el contenido en clorofila fue menor en la parte interna de la copa, y cuando las

hojas internas fueron expuestas a una elevada PAR, similar a la que estuvieron expuestas
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las hojas externas (1200 umol m2 s1), respondieron incrementando rapidamente la tasa

fotosintética, pero no alcanzaron el nivel de las hojas externas.

Adicionalmente, otra importante cuestion relacionada con la variaciéon de la tasa
fotosintética en citricos es la orientaciéon de la copa. En el presente estudio, la copa
orientada hacia el sudeste recibi6 radiacion solar directa durante la mafiana. Inversamente,
la orientacién noroeste recibié radiacion solar directa al atardecer. Al igual que ocurrié en
las hojas internas, en las hojas orientadas al noroeste, una menor PAR (s6lo un 4% de la
radiacion recibida en las hojas orientadas hacia el sudeste) dio lugar a un descenso en la
tasa fotosintética (so6lo un 13% de la que presentaron las hojas de la copa orientada al
sudeste). Sin embargo, no hubo diferencias en el contenido de clorofila debido al hecho

de que todas las hojas recibieron radiacion solar directa.

* fEfecto de la carga del drbol sobre la fotosintesis

La regulacién de la fotosintesis (An) por la fuerza sumidero ha sido demostrada en
citricos, tanto en arboles cultivados en maceta (Syvertsen y Lloyd, 1994; Goldschmidt y
Koch, 1996; Iglesias ¢ al., 2002) como alterando el balance fuente-sumidero en el arbol,
bien a través de experimentos de anillado (Li ef 4/, 2003a), eliminando el fruto (Syvertsen
et al., 2003) o en discos de hojas en oscuridad (Ribeiro ez 4/, 2012). Sin embargo, hasta qué
punto la demanda de fotoasimilados regula la tasa fotosintética en citricos en condiciones

normales de campo, o el mecanismo de regulacioén implicado, ha recibido menor atencion

(Goldschmidt y Koch, 19906).

En el presente trabajo, se midi6 An en arboles de mas de 30 anos de edad, bajo
condiciones de cultivo en campo y a través de diversos estados de desarrollo a lo largo del
ciclo anual. Los datos aqui presentados apoyan la hipétesis de que la fotosintesis en
arboles de citricos no manipulados esta limitada por las fuentes mas que por los
sumideros a lo largo del afo. No se observaron diferencias significativas en la tasa
fotosintética entre arboles con y sin carga de frutos, independientemente de su estado de
desarrollo. Tal y como se ha demostrado en especies lefiosas de hoja caduca, como en
manzano (Lakso e al, 1989) y en cerezo (Flore y Layne, 1999), la carga de fruto no tiene

efecto sobre la fotosintesis ya que los carbohidratos pueden ser transportados a
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sumideros alternativos. Las presentes observaciones estan de acuerdo con Goldschmidt y
Koch (1996) y con Monerti ez al. (2011), quienes indican que el sistema radicular puede ser
un sumidero no saturable en condiciones de cultivo de campo y en arboles adultos, y que
la tasa de asimilaciéon de CO: de arboles sin fruto es similar a la de arboles con alta carga
de fruto. Ademis, considerando los cambios estacionales en el contenido en
carbohidratos en las hojas de citricos, la fotosintesis no estuvo regulada por los niveles

absolutos de carbohidratos solubles.

Sin embargo, Syvertsen e# al. (2003) describen que durante el invierno (final de junio en el
hemisferio sur, equivalente a final de diciembre en el hemisferio norte), arboles de naranjo
‘Navel Spring’ en los que se elimina el fruto presentan una tasa fotosintética un 40%
menor que los arboles con fruto (incluso arboles con el fruto ya cosechado). La
eliminacién del fruto puede provocar un cambio temporal en Ax (Gucci et al, 1991) y
ademas, los arboles utilizados por Syvertsen ez al., (2003) fueron de menor tamafio (5 afios
de edad) que los utilizados en el presente estudio, por lo que la fuerza sumidero de la raiz
en estos arboles jovenes puede ser mucho menor. La manipulacion artificial de la relacion
fuente-sumidero puede alterar el estado del carbono del arbol y, a su vez, alterar la
relacién entre carbohidratos y fotosintesis, de forma que los resultados pueden no ser

comparables a las condiciones de cultivo habituales.

Aunque no se observaron diferencias en la tasa fotosintética de las hojas de ramas
vegetativas entre arboles 07 y off; es de interés remarcar que en el mismo arbol con carga
clevada de fruto, las hojas de brotes con un fruto presentaron una tasa fotosintética
ligeramente menor (10%) que aquellas de brotes sin fruto. Esto se observé durante todos
los estados de desarrollo del fruto. Resultados similares han sido descritos por Syvertsen ez
al. (2003), quienes proponen que un menor contenido en nitrégeno en hojas de brotes
con fruto podria justificar estos resultados (Sanz e al, 1987). El trabajo de Fortunato-
Almeida (2003), apoya esta afirmacion y, ademads, también observa la disminucién en el
contenido de otros elementos que influyen en la tasa fotosintética, como en potasio y en
tosforo. El fésforo juega un papel fundamental en el almacenamiento y uso de la energfa
de la fotosintesis, mientras que el potasio es crucial en la regulacién osmética de la
apertura estomatica (Epstein y Bloom, 2005). Una deficiencia en cualquiera de estos dos
clementos puede causar la baja tasa fotosintética. Monerri ef al. (2011) indican que, tras el

periodo de abscisioén del fruto en junio, el 13% de los brotes con hojas en arboles oz de
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‘Salustiana’ presenta un fruto, mientras que s6lo un 1% tienen fruto en los arboles gff.
Teniendo en cuenta estos datos, la disminuciéon de la tasa fotosintética en las hojas de
brotes con fruto se ha de tener en cuenta cuando se estima la fijaciéon de COz diaria en

arboles con diferente carga.

En ramas con fruto, la tasa fotosintética, la conductividad estomatica y la tasa de
transpiracion también dependieron de la posiciéon de la hoja a lo largo del brote. La
redistribucién de los elementos minerales de hojas al fruto, estimuladas en condiciones de
limitacién en el aporte, puede iniciarse en las hojas mas viejas de la rama (Nebauer 7 al.,
2013), explicando la disminuciéon de los parametros fotosintéticos en las hojas a medida

que aumenta la distancia al fruto en el brote.

* fEfecto de la edad de la hoja sobre la fotosintesis

La variacion de las tasas de asimilaciéon de COz en relacién con la edad de la hoja sélo ha
sido estudiada hasta ahora en arboles de mandarino satsuma (Iglesias ez @/, 2002). Segun
estos autores, la exportacion de fotoasimilados y la actividad de las fuentes es maxima a lo
largo del primer afio, mientras que durante el segundo afio, la tasa fotosintética de las
hojas se recupera, tras el invierno, a valores del 60-70% de los observados en el afio
anterior. Los presentes datos confirman que en naranjo dulce ‘Salustiana’ la capacidad
fotosintética de la hoja permanece estable durante el primer afio de su vida, y decrece
durante el segundo afio un 20%, tanto en arboles o7 como en arboles gf. Teniendo en
cuenta la diferencia en el nimero de hojas jovenes y viejas entre arboles oz y off; v las
diferencias en la tasa de fijaciéon neta de las mismas, puede estimarse que la fijacion neta
de CO: por unidad de tiempo y arbol es similar entre arboles con diferente carga. Las
diferencias en el contenido en carbohidratos metabolizables en las hojas analizadas

sugieren por lo tanto diferencias en la particion de fotoasimilados en el arbol.

203



DisScuUsION

3. VARIACION ESTACIONAL EN EL CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS: EFECTO
DEL FRUTO Y SU RELACION CON LA FLORACION Y EL CUAJADO

El fruto es el principal sumidero en los citricos, de forma que en arboles con elevada
carga, su presencia inhibe el transporte de carbohidratos a la raiz (Garcia-Luis e al,
1995a) y la acumulacién de reservas (Goldschmidt y Koch, 1996). Se ha estimado en unos
24 kg la cantidad de reservas invernales durante un afilo gff en arboles adultos de
mandarino ‘Wilking’ (Goldschmidt y Golomb, 1982). Estas reservas son movilizadas
durante el siguiente afio (v7), y se ha especulado que podrian cubrir buena parte de los
requerimientos de materia seca de la siguiente cosecha. Sin embargo, la contribucion de
las reservas al cuajado del fruto varfa entre cultivares, y los niveles de carbohidratos no
son el unico factor que regula la formacién de flores. En este trabajo se ha estudiado la
variacion anual en el contenido en carbohidratos en funcién de la carga de fruto del arbol
y su posible papel en la regulacion de la transicion e iniciacion floral en el naranjo dulce

‘Salustiana’.

e Cambios estacionales en las reservas de carbohidratos

Los estudios sobre la variacion anual de las reservas de carbohidratos en citricos han sido
escasos hasta ahora, ya que la mayoria de los experimentos publicados en esta materia se
limitan a sélo unos meses. Muchos de ellos, ademas, se han centrado fundamentalmente
en las hojas (Borras ez al., 1984; Garcia-Luis 7 al,, 1995a; Ruiz et al., 2001). No obstante,
también se han publicado estudios sobre variaciones estacionales en carbohidratos no
estructurales en rafces y tejidos del brote (Goldschmidt y Golomb, 1982; Garcia-Luis e#
al., 1995a; Laskowski, 2014; Dovis ez al., 2014). Sélo recientemente se han llevado a cabo
estudios mds completos en mandarino ‘Dancy’ (Citrus reticulata) y naranjo ‘Valencia’
(Laskowski, 2014), en mandarino ‘Moncada’ (Martinez-Alcantara, 2015) y en naranjo
‘Salustiana” (Monerti ez al, 2011) donde se han incorporado parte de los resultados de este

trabajo.

En el presente estudio, que se extendié durante un aflo completo, se comprob6 que la
presencia de fruto determind la particiéon de fotoasimilados en los arboles de ‘Salustiana’.

En las hojas, los aztcares solubles tendieron a mantener un nivel constante, mientras que
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el exceso de carbono fijado se canalizé6 a la producciéon de almidén, que fue el
carbohidrato que presenté mayores variaciones. Destaco, no obstante, un incremento en
azucares solubles durante la época invernal, que se produjo con independencia de la
presencia de fruto. Este comportamiento se ha descrito similarmente en otros cultivares
(Garcia-Luis ef al, 1995a) y se ha relacionado el papel de estos azucares solubles con la

proteccion frente a bajas temperaturas invernales (Goldschmidt y Koch, 1996).

Los cambios en las reservas de carbohidratos durante el afio reflejaron las variaciones
entre la oferta y la demanda de los mismos. El requerimiento de carbohidratos durante las
primeras etapas de crecimiento vegetativo y reproductivo en los arboles que entraron en
un afio oz produjo una caida de reservas en la hoja, que alcanzaron su minimo en junio,
tras la abscision de fruto. En los arboles que entraron en un afio ¢ff; la baja demanda en
carbohidratos provocéd que la acumulaciéon de los mismos se mantuviera alta durante la
primavera, llegando a su concentracién maxima en junio, siendo en este momento mas

del doble que en los arboles o7.

Tras el periodo de abscision del fruto, los niveles de carbohidratos en las hojas se
mantuvieron bajos hasta el invierno en los arboles oz En arboles off, éstos descendieron
en junio hasta alcanzar en septiembre un nivel similar al de los arboles con alta carga de
fruto. Durante los meses de invierno y hasta la brotacién se produjo un incremento en
ambos tipos de arboles. Asi, la concentracion de carbohidratos en las hojas de los arboles
on fue menor que en los gff desde marzo hasta agosto, pero se igualé desde septiembre
hasta febrero. En el mandarino alternante ‘Moncada’ (Martinez-Alcantara ez al., 2015), se
ha descrito recientemente un patrén diferente en la variacion anual de carbohidratos, en el
que se acumulan carbohidratos en otofio en arboles oz y of;, y s6lo se acumulan en
invierno en arboles gff. Estas diferencias en la variacién de reservas podrian ser debidas a

las caracteristicas varietales en cuanto a habitos de brotacion y desarrollo del fruto.

Como no se encontraron efectos del fruto sobre la fotosintesis ni sobre los carbohidratos
acumulados en las hojas durante los meses de septiembre a febrero, la mayor parte del
carbono fijado por los arboles gff se debi6 transportar al sistema radical. Esta conclusion
esta apoyada por los experimentos de rayado aqui presentados (Fig. 40), en los cuales se
observ6 una acumulacién de carbohidratos en hojas por encima del rayado en los arboles

sin fruto. Se ha publicado que el mayor transporte a las raices de los hidratos de carbono
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detectado en naranjo ‘Salustiana’ en arboles ¢ff, no aumentan las reservas en las mismas
hasta final de otofio ni afectan a su crecimiento (Monerti e al., 2011), lo cual sugiere que
podrian ser utilizadas en el engrosamiento de las raices principales. A este respecto,
Goldschmidt y Golomb (1982) indican el doble de peso de las principales raices después
de un afio ¢ff en mandarino ‘Wilking’. A partir de noviembre-diciembre si que existe la
acumulacién de carbohidratos en raices de arboles gff, mientras que en arboles oz, a pesar
de la baja fuerza sumidero del fruto a partir de diciembre, éste impide la acumulacién de
reservas de carbohidratos en las raices (Monerri ez al, 2011). Estas aumentan sélo después
de la cosecha, un efecto también observado en arboles de mandarino satsuma ‘Owati’
cultivados en maceta (Garcia-Luis e a/, 1995b). Este efecto del fruto, cuya regulacion se
desconoce, no afecta a la acumulacién de carbohidratos en hojas desde septiembre hasta
tebrero. Como sefialan Goldschmidt y Golomb (1982), las hojas no son siempre los

6rganos indicadores mas sensibles.

* Papel de las reservas de hidratos de carbono en la floracion

En el presente trabajo y, como se ha sefialado anteriormente, se ha constatado un efecto
inhibidor del fruto sobre la floracién en el cultivar ‘Salustiana’, que no puede explicarse
exclusivamente por una disminucién del numero de nudos disponibles, o por la
disminucién de la brotaciéon de los mismos, sino que afecta directamente a la obtencion
de un porcentaje de brotes florales mucho menor. Esta inhibiciéon de la formacién de la
flor, tras un periodo de una carga elevada de fruto, se ha intentado relacionar, por
diversos autores, con los niveles de carbohidratos (Goldschmidt e /., 1985; Garcia-Luis ez
al., 1988). Sin embargo, en muchas publicaciones se concluye que el efecto inhibitorio del
fruto sobre la floracion no puede ser explicado unicamente por la merma en la
disponibilidad de carbohidratos que se deriva de su presencia (Garcfa-Luis ez al, 1995a;

Guardiola y Garcfa-Luis, 2000; Yahata e al.,, 2004; Dovis ¢# al., 2014).

En algunos cultivares de citricos alternantes de maduracion tardia, el fruto en desarrollo
impide la acumulacién de hidratos de carbono en todos los érganos de arboles durante un
ciclo on (Syvertsen y Lloyd, 1994). El naranjo ‘Salustiana’ utilizado en este estudio es de
maduracién relativamente temprana, y la baja fuerza sumidero de frutos después de

noviembre permiti6 la acumulacion de reservas durante el invierno en hojas y brotes.
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Durante el periodo de inducciéon de la floraciéon y hasta la iniciacion de la brotacion (desde
principios de noviembre hasta febrero), los niveles de carbohidratos en estos 6rganos
fueron similares en arboles o7 y off. Por lo tanto, puede concluirse que las reservas de
carbohidratos en hojas no tuvieron un papel regulador durante la induccién y el desarrollo
de las flores, si bien este papel ha sido propuesto por Goldschmidt (1999), Garcia-Luis y
Guardiola (2000) o Martinez-Fuentes e al (2010). Nuestros resultados acerca de la
variacion anual en el contenido en carbohidratos en hojas, difieren de aquellos observados
en otras variedades alternantes. Asi, en el trabajo reciente de Martinez-Alcantara ez al.
(2015) en mandarino ‘Moncada’, que presenta tres periodos anuales de brotacion,
aparecen importantes diferencias en el contenido en carbohidratos entre los arboles o7 y
off durante el otofio y principios del invierno, cuando tiene lugar la induccién floral y el
desarrollo de las flores, lo que no se observa en este trabajo. En el cultivar ‘Salustiana’
aparecen diferencias muy acusadas de almidén entre los arboles o7 y off, desde mayo hasta
agosto, perfodo anterior a aquél considerado de induccién floral, de forma que no se
puede descartar el hecho de que en las yemas tenga lugar un proceso de adquisicion de
competencia, previo a la induccidn, que estuviera influido por la disponibilidad de
carbohidratos en hojas, y que pudiera explicar parcialmente las diferencias observadas en

floracion.

En los arboles ¢ff también se observa una menor capacidad de brotacién, que afecta,
aunque en menor medida que la inhibicién de la formacién de flores, a la disminucién de
la floracién. Las diferencias en las reservas de carbohidratos en hojas entre arboles con
diferente carga de fruto, en el periodo inmediatamente anterior al de la brotacién, no
pueden ser causa de las diferencias observadas en la misma, aunque el mayor contenido
en almidén en corteza, observado en este trabajo, y en raices (Monerti ez al, 2011) en los
arboles off, si podria influir en el proceso. Monerti ef al. (2011) indican una utilizaciéon de
éstas reservas acumuladas en la corteza de los brotes y en las raices en el proceso de
brotacion. No obstante, dado que las yemas brotadas de arboles tras un afio oz son
mayormente vegetativas, el factor mas importante en la disminucién de la floracién no es
el nimero de yemas brotadas, sino la determinacién de las mismas, que podria estar
mediada por el contenido en carbohidratos en una época previa a la induccién floral en
que tendrfa lugar un proceso de adquisicion de competencia, pero no puede descartarse

un efecto del fruto mediado por hormonas.
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Hay autores que mantienen la hipétesis de que la mayoria de yemas de arboles adultos
sufren induccion floral pero su desarrollo posterior esta bajo el control de un inhibidor
que, cuando actda, o bien la yema no brota o revierte su capacidad de florecer y brota

como vegetativa (Martinez-Fuentes ¢ al, 2004; Goldschmidt y Samach, 2004).

e Utilizacion de las reservas durante el cuajado del fruto

Las reservas de carbohidratos en hojas al inicio de la brotacién, que fue similar en arboles
on'y off, y de parecido orden de magnitud que las sefialadas en otros agrios (Goldschmidt y
Koch, 1996), fueron utilizadas durante la brotacion y la floracion. Durante el periodo de
abscision del fruto (mayo y junio), en el que la competencia por los hidratos de carbono
se considera que es un factor limitante para la retencion de la fruta en el arbol
(Goldschmidt, 1999), el nivel de carbohidratos cay6 a un nivel minimo y el suministro al
fruto fue mantenido por la fotosintesis. El contenido de carbohidratos relativamente alto
en las hojas (Goldschmidt y Koch, 1996; Ruiz 7 a/, 2001; Martinez-Alcantara et al., 2015)
y en la corteza (Monerti ef al., 2011; Martinez-Alcantara ef al, 2015) durante la abscisién
(en torno al 10% de materia seca) podria constituir una fraccién no aprovechable

metabdlicamente.

En los trabajos llevados a cabo en distintas especies lefiosas (Loescher ez al, 1990) el
sistema radical es el principal 6rgano de reserva de carbohidratos. En ‘Salustiana’ también
se ha observado un empleo de las reservas en raices al inicio de la brotacion, en particular
en las raices fibrosas, coincidiendo con el reinicio del crecimiento de las mismas (Monerri
et al., 2011). Este hecho no sugiere un papel relevante de las reservas en las raices en el
cuajado del fruto. Los experimentos de anillado aqui expuestos muestran que en estas

fechas el sistema radical compite con el fruto por los carbohidratos disponibles.

Loescher ez al. (1990) proponen una conclusiéon similar en su revisiéon acerca de las
reservas en raices en darboles de hoja caduca. Una parte importante de las reservas
almacenadas durante el afo ¢f habrian sido destinadas a la formaciéon de flores
excedentes, cuyo coste, en nuestro estudio, fue de unos 6 kg de materia seca. Esta

formacion de flor excedente tiene poco o ningun efecto sobre el cuajado de los frutos
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(Becerra y Guardiola, 1984), aunque en algunas condiciones, puede limitarlo (Becerra y

Guardiola, 1984; Guardiola e# al., 1984).

4. EFECTO DEL INCREMENTO EN EL CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS
MEDIANTE TECNICAS DE RAYADO DURANTE EL PERIODO DE ADQUISICION DE
COMPETENCIA E INDUCCION FLORAL

Estudios previos han detectado efectos del rayado de ramas sobre la floracién de naranjo
‘Salustiana’ entre agosto y noviembre (Agusti e al., 1992). En este contexto, se realizaron
tratamientos de rayado desde junio, cuando las diferencias en carbohidratos entre arboles
on'y off fueron maximas y podrian explicar las diferencias en floracién, suponiendo que

fuera ésta la época en que las yemas adquieren competencia, hasta noviembre.

Es bien conocido que las técnicas de rayado permiten modificar el nivel de azucares en
los citricos, si bien otros cambios bioquimicos que se desencadenan tras el rayado han
sido poco estudiados, y todavia no se dispone de una interpretacion detallada de los
efectos fisiologicos de esta practica. Se ha comprobado que, ademas de aumentar el
contenido de carbohidratos en la parte aérea (Li ef al., 2003a), el rayado ejerce un efecto
hormonal (Goren ¢# al., 1971; Wallerstein e al, 1973; Talon et al., 2000; Mehouachi ez al,
2009) sobretodo en relacion al cuajado y desarrollo del fruto. También se ha descrito un
aumento de la actividad fotosintética tras el anillado en las hojas proximas al fruto (Rivas
et al, 2007), aunque estos resultados no son consistentes con los de otros autores
(Nebauer ez al, 2011). Asimismo, existen evidencias de que el anillado produce un cambio
oxidativo durante la acumulacién de carbohidratos activando mecanismos de defensa
tanto enzimaticos como no enzimaticos (Rivas ez a/, 2008). Se ha apuntado hacia un
posible papel senalizador de las especies reactivas de oxigeno y de los metabolitos
antioxidantes que, al igual que a consecuencia del estrés hidrico o del frio, podrian

modificar procesos fisiologicos como la latencia o la floracion en Citrus.

Los azucares tienen una funcién reguladora que va mas alla de la funcién nutricional y
energética, y se ha comprobado su relacion con la regulacion de la expresion de genes
(Koch, 1986; Jang y Sheen, 1997; Smeekens, 2000; Koch y Zeng, 2002). Uno de los

objetivos del presente trabajo ha sido comprobar si la modificacién de los niveles de
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carbohidratos en la parte aérea provocados por el rayado en arboles con diferente carga
de fruto, podrian estar relacionados con las caracteristicas de la brotacion y de la floracion

de la siguiente primavera.

Los resultados de los tratamientos de rayado aqui expuestos no permiten descartar que el
menor contenido en carbohidratos que se observé entre mayo y agosto en los arboles o7

debido a la presencia de fruto, estuviera mediando la menor floracién de éstos arboles.

El tratamiento de rayado de todas las ramas principales del arbol realizado en junio, que
provoco un incremento en carbohidratos en arboles of, fundamentalmente en azuicares
solubles, y cercano al 20%, no se tradujo en un mayor porcentaje de brotes reproductivos.
Teniendo en cuenta que los arboles off sin rayar ya disponian de un nivel de carbohidratos
muy elevado, la falta de efecto sobre la floracién podria ser debida a que a estos niveles la
respuesta ya estuviera saturada. En los arboles oz, con un bajo nivel de carbohidratos en
este periodo, no se consiguié un aumento en la acumulacién de carbohidratos como
consecuencia del rayado, debido a la presencia de fruto. Este efecto de la presencia de
sumideros sobre la acumulacion de carbohidratos tras un tratamiento de rayado ha sido
observado también en otras variedades citricas (Garcia-Luis ef al., 1995a; Li ¢f al., 2003a).
Asi pues, a partir de los experimentos del rayado en junio, no se puede concluir la
ausencia total de relacion entre las diferencias de carbohidratos observadas entre arboles
on'y off y la adquisicion de la competencia de las yemas, dada la falta de efecto el rayado

sobre el contenido de carbohidratos en las hojas de los arboles con fruto.

Sin embargo, cuando el tratamiento se realiz6 en septiembre, si se observaron efectos del
rayado sobre la floracién, que podrian estar relacionados con el contenido en
carbohidratos. En esta fecha, no habfa diferencias significativas en la concentraciéon de
carbohidratos entre los arboles o7 y off, ya que en los arboles gff ésta habia sufrido un
importante descenso, llegando a igualarse con los arboles oz El rayado a primeros de
septiembre incremento la floracion en unas 40 flores por 100 nudos, tanto en arboles sin
fruto como con fruto. Este incremento podria estar relacionado con un aumento en
azucares reductores del 7% en arboles ¢ff 'y del 22% en arboles o7 observado a los 10 dias
del tratamiento. En arboles o7, este aumento en la floracion no esta relacionado con un
incremento en la brotacién, dado que no se observaron diferencias en el total de brotes

entre arboles tratados y no tratados. En arboles gff; si bien aumenté el nimero de brotes,
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lo hicieron en mayor medida los reproductivos. Asi pues, el rayado en este periodo
provoco una alteracion en la calidad de las yemas, que pasaron de vegetativas a
reproductivas. Otros autores (Agusti ¢z al., 1992) han encontrado resultados similares en
cuanto al incremento de la floracién en naranjo ‘Salustiana’, anillando arboles oz a ultimos
de agosto. Segun Agusti ¢z al. (1992), el aumento es debido al mayor nimero de brotes
uniflorales, con o sin hojas, mientras en el presente estudio, fue causado principalmente

por el aumento en brotes multiflorales sin hojas.

La respuesta al anillado en septiembre es un efecto general independiente de la presencia
de fruto, y que indica que en este periodo las yemas son capaces de responder a un
incremento de azucares, aumentando asi el numero de yemas competentes para florecer.
Ahora bien, en condiciones de cultivo habitual en esta variedad, las diferencias de
carbohidratos en septiembre entre arboles oz y off no pueden ser responsables de las
diferencias en floracion, dado que en este época, el nivel de azucares reductores es similar

en arboles on'y off.

Cuando el rayado se realizo en los meses de octubre y noviembre, unicamente se dio un
incremento significativo en la acumulacién de almidén y un ligero ascenso de aztcares
reductores en arboles gff; que no se tradujo en un aumento significativo de la floracién en
estos arboles. En el trabajo de Agusti ¢z a/. (1992) también se observa un menor efecto del
rayado practicado en esta época en relacion al que se hace a finales de verano. El rayado
en ‘Salustiana’ realizado en otofilo provocod una acumulacién de almidén en corteza y
madera que no se observo en los rayados realizados en verano. Tal y como se discute
posteriormente, este efecto puede estar relacionado con los procesos de regeneracion de

los tejidos conductores tras el tratamiento.

El rayado en otofio no tuvo ningun efecto sobre los arboles con fruto. En condiciones
normales de cultivo y en arboles sin anillar, los niveles de carbohidratos en este periodo
son similares en arboles con y sin fruto, con lo que éstos tampoco pueden ocasionar las

diferencias en el porcentaje de yemas competentes para la floracién.

En conclusién, en los citricos, los presentes resultados y los de otros autores muestran
una estacionalidad en la efectividad del incremento en carbohidratos mediante técnicas de
rayado sobre la floracién, que sélo se produce en algunas épocas del afio, lo que podria

estar relacionado con la estacionalidad en la adquisicién del estado de competencia en las
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yemas para responder a los factores inductivos de la floracion. En verano y otofio, tanto
las aplicaciones de giberelinas (El-Otmani e# a/,, 2000) como el rayado (Guardiola, 1981;
Garcfa-Luis ¢f al., 1986a; Iwahoti et al., 1990) y la eliminacion del fruto (Martinez-Fuentes
et al, 2010) afectan a la floracién de la primavera siguiente, lo que indica que algun
proceso de adquisicion de la competencia para florecer tiene lugar antes del reposo

invernal.

El trabajo de Shalom ez a/ (2012), en el que se estudia la alternancia de mandarino
‘Murcott’ a nivel molecular, pone de manifiesto que existe un periodo anterior al de
induccién floral en el que las yemas adquieren competencia para florecer, ya que se
observa una expresion diferencial de genes relacionados con la floracion entre arboles oz y
off antes del otono. Asi, un gen homoélogo a SPL que controla la transicion de la fase
juvenil a la adulta en Arabidopsis, alcanza mayor expresion desde mayo hasta septiembre
en arboles off Por otra parte, los genes CZI'T7 y CiF13 que los autores relacionan con la
determinacién vegetativa de las yemas, tienen una expresion superior en arboles o7 en

junio y septiembre.

La época en la que se produce la induccion floral en los citricos no esta bien determinada,
ya que los primeros signos de la morfogénesis floral no se detectan hasta inmediatamente
antes de la brotacién (Iwahori y Oohata, 1981; Davenport, 1990a) si bien, la mayoria de
los autores admiten que se produce desde mitad de noviembre hasta mitad de diciembre o
enero en el hemisferio norte (Davenport, 1990a; El-Otmani ef 4/, 2000). Para naranjo
dulce y algunos mandarinos, la inducciéon tendria lugar a principios de este periodo
(Guardiola ez al, 1982) mientras que para mandarino satsuma tendria lugar mas hacia el

final (Iwahori y Oohata, 1981; Guardiola ez al.,, 1982).

Se ha demostrado que durante la época de induccién floral (entre noviembre y enero), los
niveles de ARNm del gen FI2 (relacionado en citricos con la induccién floral) son
mayores en yemas que en hojas, y que estos niveles son mayores en hojas y/o yemas de
arboles off. La expresion de CiF12, APT y LFY es mayor en arboles off que en arboles oz
en mandarino ‘Murcott’ (Shalom e a/, 2012) y en mandarino ‘Moncada’ (Mufioz-
Fambuena ez al., 2011). En otras especies alternantes, como en mango, se ha comprobado

lo mismo durante la época de induccion floral para F1'y AP7 (Nakawaga et al., 2012).
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Asi, una sefial negativa reduce la floracién en arboles con elevada carga de fruto, que
afecta tanto a genes relacionados con la adquisicién de la competencia como a genes
relacionados con el proceso de induccion de la floracion. Los resultados aqui presentados
seflalan que esta sefal endogena, que afecta a genes relacionados con la adquisicion de
competencia para florecer de las yemas, podria estar relacionada con el nivel de

carbohidratos en hojas.

* Rayado de ramas individuales. Comparacion con mandarino satsuma ‘Owari’

Con objeto de confirmar la existencia de un periodo de adquisicién de competencia en las
yemas, previo a la inducciéon floral, en el cual éstas fueran sensibles al contenido de
carbohidratos en hojas, se realizaron experimentos de rayado en naranjo ‘Salustiana’ y en
mandarino satsuma ‘Owari’, variedades que difieren tanto en el ciclo de crecimiento y
maduracion del fruto como en la época en que sus yemas son sensibles a la induccion
floral. Segun algunos autores, el periodo en que se produce la induccién floral de
mandarino satsuma es posterior al de naranjo ‘Salustiana’ (El-Otmani ez al, 2000),
mientras que la maduracién y recoleccion del fruto es anterior. Otra diferencia entre
ambas variedades es que el mandarino presenta una importante brotacion durante los

meses de verano.

Para conseguir un mayor incremento en el contenido en carbohidratos mediante el

rayado, éste se llevo a cabo en ambas variedades sobre ramas sin fruto.

En naranjo ‘Salustiana’ el rayado tuvo efecto sobre el incremento de la floracion sélo
cuando se realiz6 en septiembre, confirmando lo observado en el experimento anterior,
en el que se rayaron todas las ramas principales del arbol. Ahora bien, en este caso el
rayado individual de ramas menores increment6 no sélo los azicares reductores, como
ocurri6 en el rayado de ramas principales, sino también el almidén y los azucares no
reductores. Paralelamente a este incremento de carbohidratos, se observé un mayor
incremento de la brotacién, y también un mayor incremento en el porcentaje de nudos
con brotes reproductivos. De nuevo, se observé que el aumento en el contenido en
carbohidratos anterior al periodo de inducciéon floral no afecté sélo al proceso de

brotacién, sino a la calidad de las yemas formadas, que pasaron de vegetativas a
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reproductivas. El rayado en noviembre de ramas individuales provocé un aumento muy
elevado en el contenido en almidén, pero no tuvo efecto sobre la brotaciéon ni tampoco

sobre la floracion.

En mandarino satsuma ‘Owari’ el rayado fue mas efectivo cuando se realizé en noviembre

que en septiembre, aumentando drasticamente el nimero de brotes florales por nudo

brotado. No obstante, el porcentaje de brotes florales no se vio modificado frente al
bl

control, cuyos brotes fueron también, casi en su totalidad, florales.

Hay que sefalar que existen discrepancias entre diferentes autores en relaciéon con el
momento en que el rayado tiene una respuesta maxima sobre la floracién en mandarino
satsuma, ya que se han encontrado maximos de respuesta a estos tratamientos realizados
en agosto (Agusti et al, 1992), en septiembre-octubre (Cohen, 1981; Garcia Luis e7 al,
1985, 1989, 1995a; Iwahorti ef al., 1990), y en noviembre (Garcia-Luis ef a/, 1995a). Estos
trabajos difieren en la edad de los nudos considerados, la intensidad de la brotacién, la
presencia de fruto, la edad del arbol y las condiciones ambientales, lo que podtia justificar
las diferencias observadas. No obstante, en la mayoria de los estudios no se determina el
contenido en carbohidratos, por lo que no permiten relacionar el efecto del anillado con

este factor.

Los resultados aqui expuestos sefialan que el incremento en el numero de brotes
desarrollados tras el rayado de noviembre en satsuma ‘Owari’ podria estar relacionado
con el incremento en carbohidratos provocado por el tratamiento. El rayado de
septiembre, tras el cual no se acumularon carbohidratos, no tuvo efectos significativos

sobre la floracion.

En trabajos que estudian el efecto inhibidor del acido giberélico en la floracién de los
citricos, se seflala que existe un periodo de competencia, previo a la induccién floral,
durante el cual la yema es sensible a esta hormona y que concluye un mes antes en
naranjo dulce que en mandarino satsuma (Guardiola ez al, 1982). De igual forma, los
resultados aqui expuestos indican que la competencia para responder a un incremento de
carbohidratos, dando lugar a una mayor floracién, concluye antes en ‘Salustiana’ que en
satsuma ‘Owari’. Pero cabe sefalar las diferencias observadas en dicha respuesta entre
ambos cultivares. Mientras en ‘Salustiana’ el incremento de azucares tras el rayado de

septiembre vino acompafiado por un aumento tanto de nudos brotados como de numero
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de brotes por cien nudos y hubo un cambio de yemas vegetativas a reproductivas (los
brotes reproductivos pasaron de ser el 93% al 97% de los brotes totales), en satsuma el
incremento de carbohidratos observado tras el rayado de noviembre aument6 el numero
de brotes florales, a través, no de un cambio en la determinacién de las yemas, sino en la
brotaciéon, ya que practicamente todas los brotes que se obtuvieron tras el rayado
siguieron siendo reproductivos, como en los arboles control. Esto difiere de lo observado
en otros trabajos, en los que se indica una mayor presencia de brotes vegetativos en la
brotacion de primavera en esta variedad de mandarino, y en los que se constata que
disminuyen su numero (Garcia-Luis e a/, 1995a) o no resultan afectados (Agusti ez al,

1992) tras rayar en noviembre.

Es necesario destacar que los resultados de los experimentos de histologia y de rayado
multiple muestran que la falta de respuesta al rayado en septiembre de satsuma puede no
ser debido a la falta de competencia de las yemas para responder a un incremento en

carbohidratos durante este periodo.

El andlisis histologico indica que, en satsuma, el hecho de que no se acumulen azucares
tras el rayado de septiembre podria deberse al restablecimiento de las conexiones
vasculares interrumpidas por el tratamiento, de forma mas rapida y efectiva que en
‘Salustiana’. Comparando la respuesta de ambas variedades al rayado maltiple de ramas, se
deduce que, a partir de los 10 difas, hubo un restablecimiento de los tejidos vasculares en
satsuma que impidi6 la acumulacién de carbohidratos y de otras sustancias. Esta
regeneracion no se dio cuando el rayado se efectué en noviembre. De esta forma, la
diferente respuesta en la floracion al rayado entre los meses de septiembre y noviembre en
satsuma, podria deberse a la imposibilidad de acumulacién de azdcares por la rapida
regeneracion de los tejidos en septiembre, pero no a un estado fisiologico relacionado con
la particién de fotoasimilados en esa variedad, ni a una falta de competencia de las yemas

para responder al nivel de carbohidratos.

Los resultados presentados en este trabajo sélo apoyan parcialmente conclusiones de
otros estudios anteriores (Guardiola ez al, 1982; Agusti ez al., 1992) y sugieren la existencia
de un periodo de adquisiciéon de competencia para la floracioén, durante el cual las yemas
son sensibles a la concentracién de carbohidratos, y que es anterior en naranjo ‘Salustiana’

que en mandarino satsuma, con independencia de la fecha concreta en que éste fenémeno
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tiene lugar. Si bien se confirma que dicho periodo concluye antes en ‘Salustiana’, no esta

claro que se inicie antes en esta variedad.

El rayado repetido de ramas dio lugar a unos niveles muy elevados de carbohidratos, muy
por encima del control en almidén y en azicares reductores, durante todo el periodo de
induccién floral, pero la acumulacién de almidén vino acompafiada por sintomas de
clorosis y posterior senescencia de gran parte de las hojas de las ramas rayadas,
anulandose el efecto promotor de la floracion tanto del rayado de septiembre en naranjo

‘Salustiana’ como el de noviembre en mandarino satsuma ‘Owari’.

* fEfecto del rayado sobre la abscision, cuajado y desarrollo del fruto

En general, el rayado incrementa el cuajado y el tamafo del fruto en citricos cuando el
tratamiento se lleva a cabo a los pocos dias de la antesis de las flores o al final de la caida
de junio (Garcia-Luis e al, 1988; Mataa ¢t al,, 1998; Goldschmidt, 1999; Goren ef al., 2003;
Rivas ez al.,, 2004, 2006). Cuando se efectia inmediatamente después de la antesis, mejora
el cuajado en cultivares poco productivos, mientras que si se realiza hacia el final del
periodo de caida de junio, el anillado tiene un efecto positivo sobre el cuajado tanto en

cultivares de alta como de baja produccion (Rivas ez al., 2000).

En el presente trabajo, ni el rayado que se realiz6 tras la caida de junio ni en ninguna de
las otras fechas, tuvieron efecto sobre el numero o tamafio de frutos cosechados en esa
misma campafia de produccion. Las caracteristicas de los frutos cosechados estuvieron

fundamentalmente determinadas por la intensidad de la floracién.

En la campafia del afio siguiente, s se observé efecto del rayado sobre la abscision de los
ovarios cuando éste se llevo a cabo en septiembre. Hubo una mayor abscisiéon en los
arboles gff anillados debido al incremento de su tasa de floracion. El rayado de arboles oz
condujo a la presencia de flores en arboles que no hubieran florecido sin anillar y, por
tanto, incremento el nimero de frutos cuajados, mientras que, dada la baja carga de flor,
la abscision fue practicamente nula. Asi, el efecto del anillado sobre las caracteristicas de

los frutos cosechados estuvo mediado por su efecto sobre la intensidad de la floracion.
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* Regeneracion de tejido vascular tras el rayado y su relacion con la acumulacion de
carbohidratos

Tras el rayado realizado a principios de septiembre, hubo una regeneracién de tejidos que
se produjo entre 2 y 6 semanas después y que volvié a conectar las dos partes de floema
separadas por el tratamiento. En naranjo ‘Salustiana’, la restauraciéon vascular observada
en el seno del tejido de conexion formado de novo parecié posterior y mas incompleta que
en mandarino satsuma ‘Owari’. Sin embargo, cuando el rayado se realizé a final de
noviembre, en ninguno de los dos cultivares tuvo lugar ningun tipo de regeneracion.
Schneider (1954) indica que en citricos anillados a comienzo de la temporada de
crecimiento, el restablecimiento se efectia mucho mas rapido (de 1 a 2 semanas segin
Furr ez al. (1947)) que si se hace al final de ella. En las presentes observaciones, al final del

periodo vegetativo (noviembre) el restablecimiento no llegd a producirse.

El proceso observado tras el rayado en verano pudo dividirse en dos etapas: en primer
lugar se formaron células indiferenciadas del callo, presumiblemente a partir de la divisién
de células del floema, como indica Noel (1970) y, a continuacién, se diferencié el tejido
vascular a partir del nuevo cambium formado dentro del callo. Esta segunda etapa se
produjo con mayor claridad en mandarino satsuma que en ‘Salustiana’ durante el periodo

observado, hasta 77 dfas tras el rayado.

La regeneracién, tanto en naranjo ‘Salustiana’ como en mandarino satsuma, cuando se
produjo, tuvo lugar de forma simétrica a ambos lados del rayado. Sin embargo, en casi
todas las especies estudiadas en la revisiéon de Noel (1970), la cicatriz formada en el
margen inferior del corte es mucho mas pequefia, y se desarrolla mas lentamente que la
del margen superior, reflejando las diferentes condiciones fisiolégicas de los dos

margenes.

En naranjo ‘Salustiana’ la rapida proliferaciéon de un tejido de conexién tras el rayado de
septiembre no fue 6bice para que se acumularan carbohidratos en las hojas de ramas
rayadas sin fruto. Las diferencias con respecto a las ramas sin rayar se mantuvieron hasta
5 meses después, a pesar de que el tejido de conexion ya estaba restituido. Sin embargo,
en mandarino satsuma, tras el rayado de septiembre, no se produjo acumulacion
destacable de carbohidratos de reserva. Al volver a realizar el rayado encima de la misma
herida a los 10 dfas, la acumulacién si tuvo lugar en ambos cultivares, indicando que el
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transporte entre ambas partes del rayado en satsuma ya estaba restaurado en ese

momento, frente a la ausencia del mismo en ‘Salustiana’.

Por lo tanto, las diferencias de acumulaciéon de carbohidratos observadas entre ambos
cultivares podrian ser debidas a que los tejidos formados de novo en naranjo ‘Salustiana’
tuvieran una mayor limitacién en el transporte. De hecho, en el callo formado en esta
variedad no se observaron células longitudinales con aspecto de elementos conductores
que si se observaron en el tejido de conexién formado en satsuma ‘Owari’. También es
posible que los fallos en la restauracion de tejidos vasculares que tuvieron lugar en algunas
zonas del perimetro de rayado, fueran mas frecuentes en naranjo ‘Salustiana’. No
obstante, no se pueden descartar otras causas relacionadas con la influencia del rayado
sobre el efecto oxidativo o el metabolismo del carbono o del nitrégeno, indicados por

Rivas et al. (2008) y otros autores.

5. INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE FRUTO SOBRE EL NIVEL DE GIBERELINAS
EN YEMAS Y SU RELACION CON LA BROTACION Y LA FLORACION

Los trabajos llevados a cabo en citricos sobre la relacion entre giberelinas y floraciéon han
puesto de manifiesto la inhibiciéon del proceso mediante la aplicaciéon exdgena de estas
hormonas durante el periodo de induccion floral (Garcia-Luis ez al., 1986a; Goldschmidt ez
al., 1997; Goldberg-Moeller ez al, 2013), y su efecto inhibidor sobre los genes que regulan
la induccién y diferenciacion floral en hojas y yemas (Mufioz-Fambuena ez a/, 2012a,b;
Goldberg-Moeller ef al., 2013). Tratamientos que inhiben la accién de las giberelinas,
revierten estos efectos (Mufioz-Fambuena ez a/, 2012a). Asimismo, los niveles endbgenos
de giberelinas se ven incrementados en las hojas de arboles con elevada carga de fruto que
presentan una menor floraciéon en la primavera siguiente (Koshita e a/, 1999), y las hojas
y yemas de estos arboles muestran también menor expresion de los genes relacionados

con la induccion floral.

Estas observaciones previas apuntan a que las giberelinas endégenas, procedentes del
fruto, podrian ser responsables de la inhibicion de la floracién en arboles que presentan
vecerfa. Sin embargo, el hecho de que el acido giberélico actie endégenamente para
inhibir la floracién permanece sin ser demostrado (Goldberg-Moeller ¢ al., 2013; Shalom
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et al., 2014). Asimismo, el transporte de estas hormonas desde el fruto hasta las yemas
tampoco ha podido ser comprobado hasta el momento, ya que cuando se intenta
interrumpir el transporte basipeto del fluido floematico desde el fruto mediante el anillado
del pedicelo, se acumulan giberelinas tanto por encima como por debajo del anillado

(Martinez-Fuentes, 2010).

El presente trabajo aporta los contenidos de giberelinas endégenas en yemas de brotes
con fruto y sin fruto de la variedad de naranjo dulce ‘Salustiana’ entre los meses de julio y
tebrero, giberelinas pertenecientes tanto a la ruta de biosintesis de la hidroxilacién
temprana como de la ruta de la no hidroxilaciéon temprana. Algunas de las primeras (GA;,
GA2 vy GA) se han detectado previamente en yemas reproductivas de naranjo
‘Salustiana’ (y su antecesor, el naranjo blanca ‘Comuna’) 21 dias antes de la antesis, por
Talon et al. (1990). Los mismos autores, detectaron GA1, GA19, GA20 y GAz y trazas de
GAs y GA17 en brotes vegetativos de ‘Salustiana’. La ruta de la hidroxilacion temprana
esta considerada como la mds importante ruta de biosintesis en tejidos vegetativos (Talon

et al., 1990).

Los datos aqui presentados muestran que la concentraciéon de giberelinas durante el
periodo de induccién floral (considerando que éste tiene lugar entre noviembre y
diciembre) no explicé los efectos observados de la inhibicién por parte del fruto sobre la
floracién, ya que las giberelinas consideradas metabdlicamente activas permanecieron a
niveles menores de 0,1 ng g' (GAi) o fueron indetectables (GAj4), sin apreciarse

diferencias entre arboles con o sin carga de fruto, durante este periodo.

Las giberelinas de la ruta de no hidroxilacién temprana (GA1s y GAv) fueron superiores
en arboles oz de julio a final de octubre, es decir, antes del periodo de induccion floral.
Por el contrario, después, durante los meses de induccién floral por frio y hasta la
brotacion, el contenido en GA1s fue casi tres veces superior en yemas de arboles que iban
a dar fundamentalmente brotes reproductivos, mientras que en GAy no difirié entre
arboles con o sin fruto, lo que podria deberse a la inactivacion de la misma a través de la
sintesis de GA29 (Hedden y Kamiya, 1997) en arboles con fruto. En cualquier caso, GA4,

metabolicamente activa, permaneci6 indetectable durante todo el periodo de muestreo.

En el mes de julio fueron observados valores elevados de GA1 en arboles con fruto (del

orden de 1 ngg), superiores en mas de 10 veces a los arboles sin fruto. En este momento
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también se detectaron mayores concentraciones en yemas de brotes con fruto que en las
de brotes sin fruto en GAi, GAx y GAs, pertenecientes todas ellas a la ruta de la

hidroxilacién temprana.

Estos resultados sefialan hacia la presencia de un proceso anterior a la induccién floral en
el cual las giberelinas endégenas tendrian un papel inhibidor sobre las yemas de arboles
con eclevada carga de fruto (ox). Podria asi sugerirse la existencia de un periodo de
adquisicion de la competencia de yemas en citricos para ser inducidas posteriormente, que
tendrfa lugar entre julio y septiembre, lo que vendria apoyado por los estudios sobre la
expresion de los genes CZEFT7T y CiFT3, relacionados con la determinacién vegetativa de
las yemas, y cuya expresion durante este perfodo es superior en arboles con fruto de

mandarino ‘Murcott’ (Shalom ez al,, 2012).

Por otra parte, los periodos de sensibilidad a los tratamientos con giberelinas (entre
septiembre y enero), difieren de la época de accion de las giberelinas endégenas sobre la
inhibicién de la floracién. Esto podria indicar que las giberelinas aplicadas exdgenamente
actian sobre diferentes dianas que las giberelinas enddégenas, activando diferentes
respuestas. De hecho, el efecto de la presencia de fruto sobre las caracteristicas de la
brotacion y la floracién, que es maximo cuando el fruto alcanza su tamafio definitivo
(Martinez-Fuentes ez al,, 2010), es diferente del efecto de la aplicacién de acido giberélico,
ya que éste adelanta la brotacion, mientras que la presencia de fruto la retrasa (Garcfa-Luis

¢t al., 1986a).

En febrero, al aproximarse la época de brotacion, hubo un fuerte aumento de GAigen las
yemas de brotes sin fruto, yemas que en este momento estaban diferenciandose en un alto
porcentaje para dar brotes reproductivos. Sin embargo, no hubo un reflejo de este
aumento en la concentracion de GAz ni de GA1, aunque si de GAz, metabdlicamente
inactiva. El aumento de GA19 podria ser la etapa anterior para el incremento de GAy, la
cual parece tener un papel fundamental en la fase de cuajado y desarrollo del fruto (Talon

et al., 1990).
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De los resultados observados en esta tesis, pueden obtenerse las siguientes conclusiones:

1. Comportamiento alternante del naranjo dulce ‘Salustiana’

En la variedad de naranjo dulce ‘Salustiana’ la presencia de una carga elevada de
fruto reduce su capacidad de florecer en la primavera siguiente, debido al menor
numero de nudos disponibles de 1 y 2 afios de edad, a la menor brotacién de los
mismos y a la inhibicién de la formacién de flores, siendo este tltimo factor el mas

determinante.

La disminucién de la produccién en afios gff no esta relacionada con un efecto de
reduccion del cuajado, sino con la reduccién de la floracién, mientras que la
formacion de flor excedente en arboles oz tiene poco o ningun efecto sobre la

produccion.

2. Variacion de la tasa fotosintética e influencia del fruto

En las hojas expuestas al sol de naranjo dulce ‘Salustiana’ la mayor parte de la
variabilidad de la tasa fotosintética es debida a cambios diarios en las condiciones

ambientales, mostrando una baja variabilidad estacional.

La capacidad fotosintética permanece estable a lo largo del primer afio de vida de

la hoja, y disminuye un 20% durante el segundo.

La carga del fruto no tiene un efecto significativo en la fijacion de CO», siendo que
los carbohidratos pueden ser transportados a sumideros alternativos, como el

sistema radical.

La PAR en capas profundas de la copa es mayor que el punto de compensacion de
la luz y promueve por lo tanto la fijacion neta de COz. Sin embargo, la tasa
fotosintética es menor del 50% de la que tiene lugar en la copa externa, lo que
podria justificar que en algunos experimentos con sombreado la cosecha no se
incremente. Asimismo, la orientacion de la hoja es un factor muy importante en la
variacion de la tasa fotosintética, pudiendo llegar a descender en la orientacién

noroeste hasta un 13% de aquella observada en la orientacién sudeste.
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3. Influencia del fruto sobre la particion de fotoasimilados

Las variaciones observadas en el contenido en carbohidratos en brotes reflejan los
cambios que se producen a lo largo del afio en el suministro y la demanda. En
naranjo ‘Salustiana’ la formacién de flores excedentes en un aflo oz tiene un coste
para el arbol de unos 6 kg de materia seca, lo que provoca la movilizacioén de los
carbohidratos de reserva acumulados en hojas maduras durante el invierno e
impide la acumulacién de los mismos en hojas nuevas durante la primavera. En los
arboles que entran en un aflo ¢ff, la reserva de carbohidratos en hojas nuevas es
maxima en junio, llegando en este momento a ser mas del doble que en los arboles

on, principalmente por la acumulaciéon de almidén.

4. Carbohidratos y floracion

222

En naranjo ‘Salustiana’, las reservas de carbohidratos en hojas durante el periodo
de induccién floral (que tiene lugar entre noviembre y febrero), no explican las
diferencias de floracién observadas entre arboles oz y off, ya que durante estos
meses los niveles de carbohidratos en las hojas son casi idénticos en arboles o7 y
off. Asimismo, dado que el incremento en los niveles de azicares durante esta
etapa, obtenido mediante técnicas de rayado, no favorecen significativamente la
floracién, las reservas de carbohidratos no parecen tener un papel regulador

durante la induccion floral.

Los resultados sugieren que en naranjo ‘Salustiana’ existe un periodo de
adquisicion de competencia para florecer, anterior a la induccién floral, durante el
cual las yemas son sensibles al contenido en azucares, y que concluiria en octubre.
Asi, el rayado en septiembre, cuando existe un bajo nivel de carbohidratos en
arboles o y off, incrementa el nivel de los mismos y estimula, asimismo, la
formaciéon de yemas reproductivas frente a las vegetativas, siendo el estimulo

mayor cuando el incremento de azicares también es mayor.

No puede descartarse un papel de los carbohidratos en un proceso de adquisicion

de competencia de las yemas, durante los meses comprendidos entre junio y
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agosto, y que explicaria las diferencias de floracién observadas entre los arboles oz
y off-

En mandarino satsuma ‘Owari’, con un periodo de induccion floral posterior al de
naranjo ‘Salustiana’, el efecto sobre la floraciéon del incremento en el nivel de
carbohidratos obtenido mediante el rayado, concluye con posterioridad que en
‘Salustiana’. No puede descartarse un efecto del nivel de carbohidratos sobre la
floracion en meses anteriores, ya que el rapido restablecimiento de conexiones
vasculares tras el rayado en verano, impide aumentar el nivel de carbohidratos y

observar su efecto.

5. Carbohidratos y fructificacion

Las reservas del vastago son empleadas durante la brotacién y la floracion, siendo
que en el momento de maxima floracion las reservas de carbohidratos disminuyen
drasticamente. No se han encontrado evidencias de la contribuciéon de estas
reservas al cuajado del fruto. Por lo tanto, desde el momento de la abscision, la
fotosintesis es el proveedor de carbohidratos al mismo. El incremento de
carbohidratos debido a los rayados realizados entre junio y noviembre en naranjo
‘Salustiana’ no tiene efecto sobre el nimero o tamano de frutos cosechados en la
misma campafia de produccién. Sin embargo, en la campafa del ano siguiente, si
que existe un efecto cuando el rayado se lleva a cabo en septiembre sobre arboles
on, debido al incremento de la tasa de floracién que conduce a una mayor
produccién, pero también a un aumento en la abscisién de ovarios y a una

disminucién del porcentaje de flores finalmente cuajadas.

6. Contenido en giberelinas en relacién con la presencia de fruto y la floracién

Entre noviembre y febrero, las giberelinas consideradas metabdlicamente activas
permanecen a niveles muy bajos (GAi) o indetectables (GA4), sin apreciarse
diferencias entre arboles con o sin carga de fruto. Sin embargo en el mes de julio
se observan valores elevados de GA1 en arboles con fruto, superiores en mas de

10 veces a los arboles sin fruto, junto a GA19, GA2 y GAs. Esto también sugiere la
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existencia de un proceso anterior a la inducciéon floral, en el cual las yemas
adquieren capacidad o competencia para ser inducidas posteriormente, y que
comprenderia julio y agosto, en el cual las giberelinas endégenas tendrian un papel

inhibidor sobre las yemas de arboles con elevada carga de fruto.
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ANEXO |
DATOS CLIMATICOS

Tabla 1. Temperaturas medias mensuales y anunales de las medias diarias (°C) para cada aiio de
experimentacion. Datos de la estacion meteoroldgica del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (Moncada, VValencia), sitnada a 6 km de la parcela de experimentaciin.

Afo

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2011 2012

Mes

E 11,11 7,13 11,75 9,45 9,68 11,47 7,23 9,24 8,26
F 10,67 12,23 10,57 11,31 9,24 9,22 7,58 10,54 7,44
Mz 12,47 12,84 16,73 12,91 11,77 11,05 11,24 11,61 11,89
Ab 15,94 15,53 15,51 14,55 14,7 13,7 14,62 16,15 15,22
My 19,93 19,38 18,36 16,96 18,23 16,56 18,41 18,94 19,66
Jn 22,12 22,47 22,64 22,43 2473 22,75 23,39 21,33 23,64
n 25,18 24,63 24,44 24,11 26,19 24,29 249 23,96 25,03
Ag 26,27 24.8 25,63 23,17 26,34 26,04 24,02 23,97 26,27
S 22,75 21,98 21,76 21,83 21,71 22,64 21,58 22,13 22,27
O 17,84 17,4 19,17 17,92 17,3 18,7 19,05 18,38 17,98
N 11,26 13,22 11,13 14,07 13,52 12,09 12,4 14,04 13,79
D 10,51 11,23 7,91 12,04 10,08 9,72 9,52 10,04 10,82
Media

anual 17,17 16,90 17,13 16,73 1696 1652 16,16 16,69 16,86




ANEXOS

Tabla I1. Temperaturas medias mensuales y anuales de las maximas diarias (°C) para cada aiio
de experimentacion. Datos de la estacidn meteoroligica del Instituto Valenciano de
Investigaciones  Agrarias  (Moncada, Valencia), sitwuada a 6 km de la parcela de
experimentacion.

Afo

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2011 2012

Mes

E 16,83 14,49 17,27 16,5 16,15 19,11 16,02 16,79 17,34
F 18,03 20,4 17,58 19,48 15,14 15,66 14,4 18,97 15,92
Mz 19,15 19,86 23,82 19,47 18,59 17,16 18,2 17,46 19,92
Ab 233 21,44 22,43 20,71 21,23 20,48 21,6 22,55 22,11
My 25,92 25,12 24,8 22,85 24,18 22,86 24,81 2493 26,02
Jn 27,53 27,7 28,64 28,92 30,87 28,79 29,41 26,56 29,78
n 30,02 30,19 30,05 29,69 31,86 29,52 30,15 28,97 30,33
Ag 31,38 30,37 31,38 29,01 32,85 32,06 29,61 30,33 32,64
S 29,42 28,11 26,67 27,84 27,56 28,51 29,79 28,5 28,6

O 2292 23,67 25,45 25,02 22,99 25,86 25,39 25,67 25,26
N 17,8 18,91 17,77 20,89 19,63 19,59 19,32 20,27 19,81
D 16,34 17,74 14,81 18,13 17,26 15,97 16,7 18,44 19,22
Media

anual 2322 2317 2339 2321 2319 2296 2295 2329 2391
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Tabla I11. Temperaturas medias mensuales y anunales de las minimas diarias (°C) para cada aiio
de experimentacion. Datos de la estacidn meteoroldgica del Instituto Valenciano de
Investigaciones  Agrarias  (Moncada, V'alencia), sitwada a 6 km de la parcela de
experimentacion.

Afo

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2011 2012

Mes

E 5,74 2,01 6,62 4,29 4 4,99 1,19 3,17 1,95

F 4,35 5,73 4,59 4,64 4,07 3,92 2,02 3,54 -0,02
Mz 6,3 6,01 9,85 7,25 5,94 5,66 5,47 6,08 4,26

Ab 8,98 9,62 8,66 8,85 8,63 7,4 8,15 9,96 8,08

My 14,09 13,76 12,48 10,95 12,31 10,81 12,14 12,2 12,26
Jn 16,25 16,66 15,73 15,28 18,34 16,56 17,16 15,12 16,45
n 19,65 18,84 18,34 18,28 20,18 18,66 19,43 18,49 18,98
Ag 21,25 18,96 20 18,28 19,76 19,95 18,51 17,51 19,35
S 16,31 16,16 17,36 16,74 16,73 17,6 15,44 16,18 16,17
o 13,44 12,25 14,48 12,3 12,83 13,05 13,32 12,51 12,06
N 6,05 7,44 6,4 8,27 8,54 6,3 7,04 9,45 8,88

D 5,14 6,25 2,98 6,91 4,69 4,83 3,52 3,82 4,22

Media

anual 11,46 11,19 11,46 11,00 1134 1081 1028 10,67 10,22
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Tabla IV. Precipitaciones acumnladas mensnales y anwuales (mm) para cada aiio de
experimentacion. Datos de la estacion meteoroligica del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (Moncada, Valencia), sitnada a 6 km de la parcela de experimentaciin.

Afo

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2011 2012

Mes

E 2,0 48,2 17,0 23,5 4,6 0,6 0,0 27,1 21,6
F 1,7 0,0 225 0,3 45,8 37,8 84,9 2,4 0,8
Mz 28,5 60,1 1,5 30,7 18,7 19,5 4,9 78,1 33,8
Ab 7,0 229 11,9 68,5 51,6 47,6 20,8 43,7 35,8
My 4,0 17,1 32,7 96,6 79,8 89,2 19,1 45,7 1,7
Jn 2,0 11,6 2,7 35,7 8,7 23,2 14,1 20,9 6,1
n 54,1 0,8 0,1 78,1 13,8 5,1 18,3 9,2 0,0
Ag 1,5 6,4 1,8 53,2 30,4 1,2 14,4 1,7 0,0
S 59,1 8,7 168,3 34,7 46,8 121,8 20,0 52,9 37,6
o 46 265 36,2 241 47,2 12,3 18,7 31,7 49,2
N 06,8 3,7 57,9 12,8 14,0 0,1 73,7 63 50,8
D 10,1 25,4 444 29,1 16,0 38,5 14,2 11,9 8,0
Total

anual 2228 469,9 397,0 4873 377,4 396,9 309,1 388,3 2454




