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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se estudié el proceso de regulaciéon de la maduracion
externa de los frutos citricos, con el objetivo de determinar los factores
enddgenos y exdgenos que lo afectan. Los factores hormonales y nutricionales
implicados en el proceso, se estudiaron: a) en cultivares de naranjos y
mandarinos de maduracion temprana, intermedia y tardia, y b) modificando el
proceso en etapas proximas al cambio de color, mediante aplicaciones de
reguladores de crecimiento y sustancias nitrogenadas, o interrumpiendo la
conexién floematica entre el fruto y la planta (anillado de pedunculo). El estudio
de los factores exdgenos (temperatura del aire y del suelo) se realizd en
mandarinos de maduracién temprana, a través de la disminucion de la
temperatura radicular cubriendo el suelo con mallas o cal, y su asociaciéon con
la temperatura del aire.

Las principales conclusiones resultantes de este trabajo fueron:

- Las giberelinas GA; y GA4 deben exportarse desde el flavedo de los frutos para
permitir el cambio de color.

- La aplicacién de GA3 no solo retarda la pérdida de clorofilas, sino que reduce
la concentracién de pigmentos carotenoides coloreados ([B-criptoxantina, cis-
violaxantina y B-citraurina) y aumenta la de pigmentos propios de los frutos
verdes (B-caroteno y luteina) a lo largo de todo el periodo de maduracién.

- Con el cambio de color se incrementa la concentracion de ABA en el flavedo,
pero éste no es el de promotor del proceso.

- Se verifica una relacién inversa entre el color y la concentracién de nitrégeno en
el flavedo en condiciones in vivo. Las evidencias de que el incremento de GAs es,
por una parte, la sefial endoégena primaria que limita el cambio de color y
promueve, por otra, el incremento del N enddgeno, permiten postular un papel
subsidiario de éste en el proceso de la maduracion externa de los frutos citricos.

- ElI cambio de color de los frutos es promovido por el descenso de la
temperatura del suelo por debajo de un umbral critico asociado al portainjerto.

- La disminucion de la temperatura de la zona radicular, lograda con el

sombreado del suelo con cobertura de malla blanca o de cal durante los dos
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meses previos al cambio de color, permite adelantar el inicio de éste en frutos
de mandarino Clementino, incrementando el porcentaje de frutos cosechados
en la primera fecha de recoleccion.

Considerando la relacion entre los factores endégenos y exdégenos se propone
qgue el inicio del cambio de color de los frutos citricos es consecuencia del
descenso de la temperatura del suelo, mediada por la temperatura del aire, que
provoca el cese del desarrollo vegetativo y de la raiz. Como consecuencia de
ello, se reduce la sintesis y el transporte de giberelinas desde las raices, al
mismo tiempo que se inicia su exportacion desde los frutos. Adicionalmente,
disminuye la absorcion de N y su concentracion y aumenta la de azlcares

reductores y de ABA en el flavedo.
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ABSTRACT

The purpose of this thesis was to state the endogenous and exogenous factors
involved in the regulation of citrus fruit external ripening (degreening). Hormonal
and nutritional factors were studied: a) in cultivars of oranges and mandarins
with early, intermediate and late season maturation; and b) modifying the
external ripening before colour break, either by the application of growth
regulators and nitrogen, or by interrupting the phloem connection between fruit
and the rest of the plant (peduncle girdling). Exogenous factors (air and soil
temperature) were evaluated in early ripening mandarins by lowering root
temperature, shading the soil with a plastic net or a thick lime cover, and in
relation to air temperature.

The main findings were the followings:

- Gibberellins (GA; y GA4) need to be exported from citrus flavedo to allow colour
break.

- The application of GA3 not only delays the loss of chlorophyll, but also reduces
colored carotenoids concentration (B-cryptoxanthin, cis-violaxanthin y pB-
citraurine), and increases typical green fruit carotenoids (B-carotene and lutein)
during ripening.

- ABA concentration in the flavedo increases during fruit degreening without
having a target role.

- It is demonstrated in vivo that there is an inverse relationship between colour and
nitrogen concentration in the flavedo. The evidence that GA increment is the
primary endogenous signal controlling colour break, and that it promotes a rise in
endogenous N, allow us to state that N is of secondary importance to citrus fruit
external maturation.

- Fruit colour development is promoted by a drop in soil temperature below a
certain threshold, associated to rootstock.

- The soil temperature fall, due to the use of the white plastic net or thick lime
cover during two months before colour break, promotes a Clementine mandarin
earlier degreening, and consecuently increases crop percentage at the first
harvest time.

Considering the relationship between endgenous and exogenous factors, it is
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possible to establish that fruit degreening is caused by the soil temperature
drop, which depends on the air temperature. This change in temperature leads
to a cessation of both, vegetative and root growth. As a consequence of this,
there is a reduction of GAs synthesis and transport from roots, and their
exportation from fruit flavedo is commenced. Furthermore, N absortion and its
concentration in the flavedo diminish, as well as reducing sugars and ABA

increase.
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RESUM

En esta Tesi Doctoral es va estudiar el procés de regulacié de la maduracié
externa dels fruits citrics, amb I'objectiu de determinar els factors endogens i
exogens que l'afecten. Els factors hormonals i nutricionals implicats en el
procés es van estudiar: a) en cultivars de tarongers i mandariners de maduracio
primerenca, intermédia i tardana, i b) modificant el procés en etapes proximes
al canvi de color, per mitja d'aplicacions de reguladors de creixement i
substancies nitrogenades, o interrompent la connexié floematica entre el fruit i
la planta (anellat de peduncle). L'estudi dels factors exdgens (temperatura de
l'aire i del soOl) es va realitzar en mandariners de maduracié primerenca, a
través de la reduccié de la temperatura radicular cobrint el sol amb malles o
calg, i la seua associaci6 amb la temperatura de l'aire.

Les principals conclusions resultants d'aquest treball van ser:

- Les giberelines GA; i GA4 han d'exportar-se des del flavedo dels fruits per a
permetre el canvi de color.

- L'aplicacié de GAz no sols retarda la pérdua de clorofil-les, siné que reduix la
concentraci6 de pigments carotenoids amb color (B-criptoxantina, cis-
violaxantina i R-citraurina) i augmenta la de pigments propis dels fruits verds (13-
caroteno i luteina) al llarg de tot el periode de maduracio.

- Amb el canvi de color s'incrementa la concentracié d'acid abscisic (ABA) en
el flavedo, perd aquest no és el promotor del procés.

- Es verifica una relacié inversa entre el color i la concentracié de nitrogen en el
flavedo en condicions in vivo. L'increment de GA; i GA4 és, d'una banda, el
senyal endogen primari que limita el canvi de color i promou, d'una altra,
l'increment del N endogen. A¢6 permet postular un paper subsidiari del nitrogen
en el procés de la maduracié externa dels fruits citrics.

- El canvi de color dels fruits és promogut pel descens de la temperatura del sol
per davall d'un llindar critic associat al patr6.

- La disminucié de la temperatura de la zona radicular, aconseguida amb
I'ombreig del sol amb cobertura de malla blanca o de calg durant els dos mesos

previs al canvi de color, permet avancar l'inici d'este en fruits de mandariner
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Clementi, incrementant el percentatge de fruits collits en la primera data de
recol-lecci6.

Considerant la relacié entre els factors enddgens i exdgens es proposa, que
I'inici del canvi de color dels fruits citrics és consequiéncia del descens de la
temperatura del sol, influenciada per la temperatura de l'aire, que provoca el
cessament del desenvolupament vegetatiu i de l'arrel. Com a conseqiiéncia
d'aix0, es reduix la sintesi i el transport de giberelines des de les arrels, alhora
gue s'inicia la seua exportacié des dels fruits, i disminuix I'absorcié de N i la

seua concentracio, i augmenta la de sucres reductors i d'ABA en el flavedo.
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1. Introduccion






1.1. Marco de referencia

El comercio mundial de fruta citrica para el consumo en fresco requiere
la obtencién de productos de alta calidad. Este concepto, calidad, abarca
caracteristicas externas e internas, e involucra el cumplimiento de las
particularidades tipicas de la especie y cultivar de que se trate. Externamente,
el color, la forma, el tamafio y el grosor de la piel son la referencia del fruto.
Internamente, el sabor (relacién azlcares: acidos), pulpa ligera y ausencia de
semillas, son las caracteristicas méas apreciadas.

El color de la piel de los frutos es un factor determinante para su
comercializacién. Su evolucién natural se ha asociado a factores exdgenos,
fundamentalmente climaticos, y a factores enddgenos, nutricionales y
hormonales, pero ailn no se ha dilucidado la regulacién de los mismos. La
mayoria de los citricos madura a partir del inicio del otofio, cuando el arbol
reduce la absorcion y el transporte de nitr6geno, la sintesis de giberelinas y la
competencia por carbohidratos. Pero algunos cultivares tempranos de
mandarinas y naranjas logran la madurez interna antes de adquirir
completamente la coloracién, lo que hace necesario desverdizarlos
artificialmente con etileno para estimular su maduracién exterior. El estudio de
algunos factores endégenos y exdgenos, y su interaccion se abordan en esta
Tesis Doctoral.

1.2. Regulacién endégena de la maduracién: Frutos ¢ limatéricos y no-

climatéricos

La maduracién es la etapa del desarrollo del fruto en la cual éste
adquiere los caracteres organolépticos distintivos y apropiados para su
consumo. Es un proceso complejo que involucra cambios fisiolégicos y
bioquimicos asociados a un control endégeno y ambiental. Se ha relacionado
positivamente con el aumento de la respiracién, la producciéon de etileno y
acido abscisico (ABA) y con el transporte de carbohidratos (CHOs), y

negativamente con las giberelinas (GAs) y el metabolismo del nitrégeno (N).



Los frutos han sido clasificados como ‘climatéricos’ y ‘no climatéricos’ de
acuerdo con la presencia o ausencia de un aumento de la tasa respiratoria y de
la produccién autocatalitica de etileno asociada a la maduracion. El término
climatérico fue utilizado inicialmente para describir el incremento en la tasa
respiratoria que acompafia la maduracion de manzanas (Kidd y West, 1925) y
generalizado posteriormente a otros frutos. Los frutos climatéricos, en general,
pueden madurar organolépticamente tanto en el arbol como separados de él,
siempre y cuando se cosechen después de haber alcanzado la madurez
fisiolégica (Vendrell y Buesa, 1989, Mikal y Saltveit, 1993). En cambio, los
frutos no climatéricos no maduran tras ser separados del arbol (Soule y
Grierson, 1978; Rodrigo y Zacarias, 2007)

El aumento de la respiracidn y su relacién con el etileno y el proceso de
maduraciéon aun no han sido esclarecidos completamente. En los frutos
climatéricos, la tasa de produccién de CO, desciende durante el desarrollo y
aumenta bruscamente luego de alcanzar la madurez fisiol6gica, tanto en frutos
gue permanecen en el arbol como en frutos cosechados (Kidd y West, 1925;
Reid et al., 1973). En el caso de los frutos separados del arbol, el pico de
liberacion de CO, se da en los primeros 5-10 dias post-cosecha y luego
disminuye (Biale et al., 1954; Reid et al., 1973; Vendrell y Buesa, 1989;
Arellano-Gomez et al., 2005). Este proceso es irreversible y, en general, es
precedido por un aumento en la produccién de etileno.

En naranjas, frutos no-climatéricos de muy baja produccién de etileno y
sin aumentos en la tasa respiratoria, ésta aumenta a niveles similares a los de
frutos climatéricos si se los trata exégenamente con etileno (Reid y Pratt,
1970). No obstante, la informacion disponible indica que, en condiciones
naturales, la respiracién tiene un comportamiento decreciente con el tiempo
(Bain, 1958; Aharoni, 1968; Eaks, 1970, Holland et al., 2002, Mulas et al., 2004,
Win et al., 2006). Con respecto a la vida post-cosecha, Peng y Rabe (1997)
encontraron un pico de la tasa de respiraciobn a las dos semanas de
almacenamiento, aproximadamente, y un descenso posterior similar al de los
trabajos mencionados anteriormente.

La sintesis de etileno en los frutos climatéricos es un proceso
autocatalitico y es esencial como disparador de la maduracién. Existen

diferentes patrones de su biosintesis que han sido clasificados como sistemas |



y Il. La produccién de etileno del sistema | tiene una tasa basal baja y se inhibe
con aplicaciones exdégenas del mismo (autoinhibicién). Este sistema opera en
frutos no climatéricos, en el estado pre-climatérico de frutos climatéricos y en
los tejidos vegetativos (Mc Murchie et al., 1972; Oetiker y Yang, 1995). El
sistema Il implica el incremento rapido de etileno de modo autocatalitico que
acompafia el proceso de maduracion de los frutos climatéricos. En este tipo de
frutos, el inicio de la maduracion involucra una transicion del sistema |l al Il en la
biosintesis de etileno (Mc Murchie et al., 1972; Lincoln et al., 1987; Oetiker y
Yang, 1995; Nakatsuka et al., 1998; Trainotti et al., 2005).

La funcién de este regulador del desarrollo en la maduracién de frutos
climatéricos ha sido extensamente revisada (Oetiker y Yang 1995; Giovannoni,
2004; Zhu et al., 2005; Pech et al., 2008). Se ha demostrado que el etileno
controla los procesos de maduracion a través de la regulacion de la
transcripcion de genes y, por lo tanto, se ha generado gran informacion en el
area de la biosintesis y respuesta al mismo (Lincoln et al., 1987; Nakatsuka et
al., 1998; Giovannoni, 2004; Zhu et al., 2005). Asimismo, se han realizado
grandes avances en relacién al uso potencial en agricultura, como es el caso
de la obtencion de mutantes de tomate con mayor vida post-cosecha. En esta
especie, la represion, via expresion antisentido de la ACC sintasa (ACS) o ACC
oxidasa (ACO), reduce la produccion de etileno y retrasa o inhibe la
maduracion (Hamilton et al. 1990; Oeller et al. 1991); del mismo modo, la
mutacion del receptor de etileno Nr resulta en frutos insensibles al etileno, que
no maduran nunca, y la introducciéon de un alelo dominante del receptor NR
(homologo de ERS1) inhibe toda respuesta cuantificable de etileno, incluso la
maduracion del fruto (Wilkinson et al. 1995; 1997; Yen et al. 1995). Estos
avances han sido ampliamente revisados por Alexander y Grierson (2002) y
Moore et al. (2002).

Por el contrario, la informacion sobre el mecanismo de accién del etileno
en frutos no-climatéricos es mas escasa, aunque en citricos (Rodrigo y
Zacarias, 2007) se ha encontrado una respuesta comin a los tomates
(Hoeberichts et al., 2002) y albaricoques (Marty et al., 2005) en lo que se
refiere a la activacion de genes de la biosintesis de carotenoides,
incrementando la produccién de precursores y el flujo de la ruta metabdlica en

respuesta al etileno, independientemente del comportamiento climatérico o no



de los frutos. Se infiere, por tanto, que ambos sistemas podrian compartir rutas
comunes (White, 2002; Pech et al., 2008), ademas de contener programas
Unicos de desarrollo y maduracion, con atributos particulares debido a las
diferencias anatdmicas y fisiologicas (Cercos et al., 2006).

Los frutos no climatéricos, que carecen de pico autocatalitico de
produccién de etileno, se han clasificado en dos categorias segun respondan o
no a la aplicacion exdgena de este regulador (Goldschmidt, 1997). Los citricos
pertenecen al primer grupo, en la medida que la produccion de etileno es
constante y extremadamente baja durante la maduracidn (Aharoni, 1968; Eaks,
1970; Goldshmidt et al., 1993), pero las aplicaciones exdgenas de etileno
estimulan el cambio de color de los frutos y aceleran la senescencia de los
mismos (Apelbaum et al., 1976; Pons et al., 1992; Goldschmidt et al., 1993).
Existe una sola referencia sobre el incremento en la produccién de etileno
enddégeno en la naranja ‘Tarocco’, 34 semanas después del cuajado, y en
menor magnitud en ‘Valencia’, 30 semanas post cuajado (Mulas et al., 2004).

Si bien existe consenso en lo referente a la clasificacion de frutos en
climatéricos y no climatéricos, ésta es una simplificacién de la realidad y, en
ocasiones, es motivo de controversia. Asi, hay cultivares de una misma especie
gue se comportan de manera diferente, como es el caso del melén en el que el
cv. ‘Charentais melon’ (Cucumis melo var. Cantalupensis cv. Védrantais) es
tipicamente climatérico, mientras que el ‘Songwhan Charmi Pl 161375 (C.
melo var. Chinensis) es no climatérico (Périn et al., 2002). En melén (Pech et
al., 2008) y tomate (Moore et al., 2002) se ha descubierto la presencia de
eventos de la maduracién (climaterio respiratorio, ablandamiento de la pulpa,
produccién de aromas, color, etc.) tanto dependientes como independientes del
etileno.

En el mismo sentido, todavia existe debate respecto a la clasificacion de
otras especies, como las zarzamoras, frambuesas e hibridos, probablemente
por las dificultades derivadas de diferenciar el etileno generado por los
procesos de abscision y de maduracién, de las variaciones que pueden existir
entre frutos unidos y separados de la planta (Burdon y Sexton, 1990; Perkins-
Veazie et al., 2000), o por la mencionada coexistencia de procesos

dependientes e independientes.



Los cambios asociados a la maduracidon y senescencia son procesos
genéticamente controlados. En frutos climatéricos, como bananas (Brady et al.,
1970), peras (Frenkel et al., 1968), tomates (Speirs et al., 1984) y aguacates
(Tucker y Laties, 1984), se ha registrado un aumento en la sintesis de
proteinas a medida que avanza la maduracion, como consecuencia de la
incorporacion de aminoécidos. Por otro lado, la cicloheximida, inhibidor de la
sintesis proteica, retarda la senescencia de peras (Frenkel et al., 1968),
bananas (Brady et al., 1970) y citricos (Riov et al., 1969). En tomates maduros
(Baker et al., 1985) y manzanas (Lara y Vendrell, 2000) se observo la sintesis
de proteinas preexistentes, la disminucion de otras y la sintesis de nuevas
proteinas. Algunos de los ARN mensajeros que aumentan durante la
maduracion han sido identificados con las enzimas que codifican. La sintesis
de poligalacturonasa, enzima cuyo ARNm esta ausente en frutos verdes,
comienza a detectarse cuando se inicia la sintesis de etileno y aumenta
sensiblemente los dias después de iniciada la produccion masiva de éste. Sin
embargo, la aplicacion exégena de etileno a frutos verdes no provoca la
acumulacion de la enzima, lo que indica que el gen responsable de su sintesis
requiere, ademas de la presencia de etileno, otros factores que estan ausentes
en los frutos verdes (Speirs y Brady, 1991). Lo mismo ocurre con la expresion
de los genes responsables de la codificacion de las enzimas ACS y ACO
(Nakatsuka et al., 1998). En frutos no-climatéricos como los citricos, la
aplicacion de etileno también induce proteinas especificas de la maduracion
(Alonso et al., 1995; Rodrigo et al., 2006; Agusti, et al., 2007; Fuijii et al., 2007)
y aumento de la tasa respiratoria (Reid y Pratt, 1970).

Los procesos anabdlicos requeridos durante la maduracion (sintesis de
proteinas y ARNm, pigmentos y compuestos aromaticos) demandan energia y
esqueletos carbonados, suministrados, al igual que en otros tejidos, por la
respiracion. La tasa de consumo de azlicares y acidos esta supeditada, en gran
medida, a la actividad respiratoria del fruto, la cual depende fundamentalmente
de la especie y la temperatura (Sozzi, 2007). Pero este aspecto no se ha
esclarecido totalmente, en la medida que la respiracion y la sintesis proteica
pueden ser estimuladas por concentraciones de etileno insuficientes para

provocar la maduracion o en mutantes incapaces de madurar, y, por otra parte,



el etileno incrementa la respiracion de frutos tratados con inhibidores de la

sintesis proteica.

1.3. Maduracion de los frutos citricos

El fruto citrico es una baya especial denominada ‘hesperidio’, que difiere
de las bayas clasicas por poseer una piel compacta, independiente, que rodea
la pulpa, porcion comestible del mismo. La piel consiste en un exocarpo
coloreado, llamado flavedo, y un mesocarpo esponjoso de color blanco,
llamado albedo. La pulpa es el resultado de la formaciéon de vesiculas que
proceden de la pared dorsal de los carpelos a los que llenan completamente y
con la que, conjuntamente, forman el endocarpo. Estas vesiculas constan de
un cuerpo, que alberga el zumo, y un pedlnculo, que las une
permanentemente a la pared dorsal del carpelo y por el que se nutren. El
crecimiento y desarrollo del fruto puede llevar entre 6 y 12 meses, segun la
especie y cultivar. La curva de crecimiento del mismo sigue un patrén
sigmoidal, que se ha dividido en tres fases: una primera caracterizada por la
division celular (fase ), seguida por un periodo determinado, basicamente, por
el agrandamiento celular y la acumulacién de agua, en la que el fruto
incrementa notablemente su tamafio (fase Il), y finalmente la fase Ill en la que
se ralentiza el crecimiento y comienza el proceso de maduracion (Bain, 1958).

Durante la fase Ill se dan una serie de cambios, algunos de los cuales
afectan la corteza y son los responsables de la maduracién externa, y otros
afectan las caracteristicas del zumo y condicionan la maduracién interna. Con
respecto a la primera, ésta se define basicamente por el cambio de color como
resultado de la disminuciéon de los pigmentos verdes y el aumento de los
pigmentos amarillo-rojizos; la maduracion interna involucra la disminucion de la
acidez y el aumento de los azlcares del zumo.

La piel y la pulpa de los frutos citricos se comportan de forma
relativamente independiente; la falta de conexiones vasculares puede ser una
de las razones de dicha independencia (Monselise, 1977). La Figura 1 ayuda a
comprender este fenémeno. Asi, los procesos relacionados con la maduracion

de la piel responden a tratamientos exdgenos de etileno como promotor de la



maduracion 'y senescencia, y de giberelinas y citoquininas como
antisenescentes. Los procesos de la pulpa, sin embargo, no responden a las
aplicaciones exdgenas de estas sustancias, y ello permite controlar las
alteraciones de la corteza sin afectar la maduracion interna de los frutos
(Kuraoka et al., 1977; Agusti et al., 1988).

Maduracion de frutos citricos
(tejidos y principales procesos)

/ \

Piel Pulpa
Acumulacién de azucar
/ \ Metabolizacion de acido citrico
Biosintesis de carotenoides
Flavedo Albedo
Degradacion de clorofilas Degradacion de tejidos

Biosintesis de carotenoides Descomposicion de la pared celular
(ablandamiento)

Figura 1. Esquema de tejidos y principales procesos involucrados en la maduracién y

senescencia de los frutos citricos. Adaptado de Goldschmidt (2000).

1.3.1. Caracteristicas Varietales

Las diferencias de coloracion entre las distintas especies y cultivares de
mandarinas, naranjas, pomelos o limones se explican mayoritariamente por la
composicién de carotenoides del flavedo. Los frutos citricos de color naranja
(mandarinas, naranjas y naranjo amargo) contienen cantidades relativamente
altas de una mezcla compleja de carotenoides, como el anaranjado p-
criptoxantina (B-B-caroten-3-ol) y el rojo pB-citraurina (3-hidroxy-8-apo-p-
caroten-8-al), que se encuentran en pequefias cantidades pero posee una
coloracién muy intensa (Gross, 1981).

Dentro de las mandarinas, los frutos del grupo Satsuma (Citrus unshiu
Marc.) son de coloracién amarillo-naranja y acumulan B-criptoxantina en el

flavedo y en las vesiculas de zumo de sus frutos maduros (Goodner et al.,



2001; Ikoma et al., 2001). La mandarina ‘Dancy’ (Citrus reticulata Blanco), de
color naranaja intenso, presenta altos contenidos de violaxantina (50%), pero
los responsables de su atractiva coloracion son la B-citraurina (8 %) y B-
criptoxantina (14%), que se encuentran en alta proporcién en relacién con el
contenido de estos pigmentos en otros cultivares (Gross, 1981).

Los frutos maduros de naranjo dulce (Citrus sinensis L.Osb.) acumulan,
predominantemente, isomeros de la violaxantina (Lee y Castle, 2001),
principalmente 9-cis-violaxantina (Molnar y Szabolcs, 1980; Rodrigo et al.,
2003; 2006).

Los frutos maduros de las especies amarillas (pummelo, pomelo, limén y
limas) presentan menor concentracién de carotenoides totales que las naranjas
y un alto porcentaje de carotenoides incoloros (fitoeno y fitoflueno). En frutos
maduros de limén ‘Eureka’, el fitoflueno representa el 18% de los carotenoides
del flavedo (Yokohama y Vandercook, 1967). En el pomelo ‘Marsh seedless’
(Citrus Paradisi Macf.), el fitoeno y el fitoflueno suponen, respectivamente, el
46% y 16% de los carotenoides del flavedo (Romojaro et al., 1979). La
acumulacién de estos precursores incoloros es consecuencia de un bloqueo
metabdlico, genéticamente determinado, que impide los pasos siguientes de
deshidrogenacion que dan lugar a los carotenoides. En los cultivares de
pomelos rosados y rojos, los principales carotenoides, sobre todo en la pulpa,
son licopeno y B-caroteno, lo que indica que en éstos se ha levantado el
bloqueo genético (Yokoyama y Keithley, 1991).

Con respecto al momento de maduracién, existen diferencias entre
especies, y cultivares aln dentro de un mismo grupo. Dentro de las mandarinas
tempranas del grupo de las Satsumas, la ‘Hashimoto’ en Espafia madura 15-20
dias antes que la ‘Okitsu’ o la ‘Clausellina’, las cuales, a su vez, maduran entre
5-10 dias antes que la ‘Owari’, de la cual se originaron espontdneamente por
mutacién gemaria (Saunt, 2000). En el grupo de las clementinas, existe una
diferencia de, por lo menos, dos meses en el periodo de maduracién de los
cultivares mas tempranos, como ‘Marisol’ u ‘Oroval’, pasando por cultivares de
maduracion intermedia, como ‘Fina’ o su mutante ‘Nules’, hasta los mas
tardios, como ‘Hernandina’ o el hibrido ‘Fortune’ (Saunt, 2000). En las naranjas
del grupo navel, la ‘Navelina’, ‘Newhall’ y ‘Bahianinha’, originadas probable por

mutaciéon gemaria de la ‘Washington navel', maduran por lo menos dos
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semanas antes que ésta, mientras que la ‘Navelate’ y la ‘Lane Late’,
(mutaciones espontaneas de la ‘Washington navel’) lo hacen posteriormente (3-
6 semanas) (Saunt, 2000).

Se ha citado, también, la posible asociacién del portainjerto con el
momento de maduracion de los frutos, pero la informacion disponible no es
consistente. La mayoria de los estudios indican que los pies que tienden a
producir arboles mas vigorosos (Citrus jambhiri, C. macrophylla, C.
pennivesiculata, C. limonia) retrasan el viraje de color respecto a los menos
vigorosos [C. aurantium, citranges ‘Troyer y ‘Carrizo’ (P. trifoliata x C.
sinensis), Poncirus trifoliata)] (Sing, 1948, 1954, Bitters, 1961, Bowden, 1968).
En caso de producirse reverdizacion, ésta se da mas tempranamente y de
forma mas intensa en los patrones vigorosos (Harding et al., 1940, Reitz y
Embleton, 1986). Por el contrario, Albert (1973) encontré que el pie mas
vigoroso (C. aurantium) adelanta la maduracion externa de mandarinas
Satsumas en comparacion con C. reshni. Finalmente, algunos autores no han
encontrado relacién entre la coloracion de los frutos y el portainjerto utilizado
(Harding et al., 1940, Ortiz et al., 1986).

1.3.2. Evolucién de pigmentos en el flavedo de los  frutos

Durante el crecimiento y desarrollo del fruto se producen cambios
cuantitativos y cualitativos en la composicion de pigmentos en el flavedo. En las
dos primeras fases de crecimiento, las clorofilas son los pigmentos
preponderantes. En la tercera, sobreviene la degradacion de las mismas, que
revela la presencia de carotenoides que, a su vez, aumentan en la corteza
(Eilati et al., 1969b; Gross, 1981, Alos et al., 2006). El desarrollo del color es
consecuencia de la transformacién de los cloroplastos fotosintéticamente
activos en cromoplastos (Thomson, 1966; Gross et al., 1983). EI mismo
depende del contenido de carotenoides, de la disposicién fisicoquimica en los
plastidos y del patron de localizacion de los plastidos en el tejido (Gross, 1977).

El desverdizado natural de los frutos citricos se caracteriza por la
reduccion de las clorofilas a y b, junto con la disminucion de B,e-carotenoides,

B-caroteno, neoxantina y todos los E-violaxantina, y el aumento de B,B-
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xantofilas [principalmente (9-cis)-violaxantina y B-criptoxantina). Estos cambios
se relacionan a nivel de transcriptores, con una reduccién marcada del 1-
deoxy-D-Xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) y geranylgeranyl reductasa (CHL P), y
un incremento en la expresion génica de la feorbé6fido oxigenasa (PaO) y
fitoeno sintasa (PSY) (AlGs et al., 2006).

La evolucion de clorofilas estudiada in situ en tres zonas del fruto
(peduncular, ecuatorial y estilar) de naranjo dulce ‘Valencia’, es irregular en la
superficie del mismo. Durante el periodo de degradacién de clorofilas, la zona
peduncular retiene este pigmento por mas tiempo que la zona estilar y el
reverdecimiento también se da mas fuertemente, obteniendo mayor
concentracién de clorofilas en dicha zona que en la distal (Huff, 1984). Se han
encontrado excepciones a este modo de evolucién del color como es el caso
del naranjo dulce ‘Navelate’. La desverdizacion natural del fruto es un proceso
reversible (Huff, 1983). Cuando ocurre reverdecimiento, éste consiste en
regenerar la construccién de clorofila y las membranas de los cloroplastos y
restaurar parcialmente las actividades fotosintéticas (Thomson et al., 1967,
Saks et al., 1988). Existen cultivares como la naranja "Valencia’ (Coggins y
Lewis, 1962; Huff, 1984) y el tangor ‘Ortanique’ (Gravina et al., 2004) que
pasado el periodo de maduracién, si los frutos permanecen en la planta
reverdecen, y en el caso de ‘Valencia' el proceso se acelera con aplicaciones
exdgenas de sal potasica de acido giberélico (Coggins y Lewis, 1962) y de
nitrégeno (Jones y Embleton, 1959; Embleton et al., 1973).

La clorofilasa se expresa constitutivamente a lo largo del desarrollo del
fruto y no parece incrementarse durante las etapas de maduracion y
senescencia (Jacob-Wilk et al., 1999). Sin embargo, la aplicacion exégena de
etileno incrementa el contenido de ARNm de la clorofilasa en la piel, los niveles
de la enzima y las pérdidas de clorofila, especialmente en los dos meses
previos al cambio de color, y reprime la biosintesis de la clorofila (Fujii et al.,
2007). Los bajos niveles constitutivos de etileno son necesarios, por tanto, para
la baja expresion constitutiva de los genes de la clorofilasa. Esto explicaria por
qué el bloqueo de la percepcién del etileno retrasa el desverdizado
(Goldschmidt et al., 1993), por qué existe respuesta a la aplicacion exégena del
mismo (desverdizado y aumento de niveles de ARNm de clorofilasa) y por qué

el GAs;, que reduce la abundancia de ARNm de la clorofilasa, disminuye el
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desverdizado. Los niveles de clorofila, bajo este punto de vista, estarian
determinados por un balance entre su sintesis y su degradacion y el cambio de
color ocurriria como consecuencia del desplazamiento de dicho balance hacia
la disminucién de la sintesis de clorofila (Jacob-Wilk et al., 1999).

Durante el proceso de desverdizado, la piel de los citricos acumula
grandes cantidades de carotenoides oxigenados responsables de la coloracién
(Eilati et al., 1969b; Goldschmidt et al., 1973; Molnar y Szabolcs, 1980; Gross,
1981; Rodrigo et al., 2003, 2006). La concentracion y composicién de éstos
varia considerablemente entre las distintas especies y cultivares y depende de
las condiciones ambientales (Gross, 1977). Se ha demostrado que la
intensidad de la coloracion se asocia al incremento en el contenido de (92)-
violaxantina y B-citraurina, junto con la disminuciéon de la relacion (92)-
violaxantina: B-citraurina (Oberholster et al., 2001). El desverdizado de frutos
de mandarina ‘Satsuma’ y naranja ‘Valencia’ se asocia a la desaparicion de los
transcriptores CitLCYe vy al incremento de los transcriptores CitLCYb, los
cuales causan el cambio de ruta de sintesis de [,e-carotenoides a f3,B-
carotenoides. Simultdneamente aumenta la expresion de los genes (CitPSY,
CitPDS, CitZDS, CitLCYb, CitHYb y CitZEP) que dan lugar a la acumulacion
masiva de B-B-xantofila en el flavedo y en las vesiculas de jugo (Kato et al.,
2004).

1.3.3. Aspectos hormonales relacionados con la madu  racion

1.3.3.1. Principales hormonas asociadas con la prom ocién de la

maduracion

1.3.3.1.1. Etileno

Los frutos citricos presentan una produccién de etileno baja y constante
durante la maduracion (Aharoni, 1968; Eaks, 1970; Goldshmidt et al., 1993),
pero su aplicacion exégena estimula el cambio de color (Pons et al., 1992;
Goldschmidt et al., 1993), al mismo tiempo que la aplicacion de inhibidores de

la accién del etileno como nitrato de plata (AgNOs), norbornadiene (NBD)
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(Goldschmidt et al., 1993) o 1-MCP (1-metilciclopropeno) (Porat et al., 1999),
disminuyen la pérdida de clorofilas de naranjas cosechadas verdes.

Se ha probado que la aplicacién de etileno promueve la degradacion de
clorofilas (Shimokawa et al., 1978, Katz et al., 2004; Fujii et al., 2007) a través
de la sintesis de novo de la fenilamonioliasa (Riov et al., 1969) y la sintesis de
novo (Trebitsh et al., 1993) y la actividad (Purvis y Barmore, 1981) de la
clorofilasa. En el flavedo de los frutos, el ARNm de la clorofilasa se incrementa
fuertemente en respuesta al tratamiento de etileno (Jacob-Wilk et al., 1999;
Fujii et al., 2007). Por el contrario, éste suprime la transcripcion del gen que
codifica la magnesio-quelatasa, primera y Unica enzima en la ruta de
biosintesis de la clorofila que media la insercién del Mg®* en protoporfirina IX.
También inhibe la transcripcion de la proteina de ligamento de clorofila a/b, de
la subunidad del fotosistema | y de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (Fujii et
al., 2007). Por lo tanto, se ha probado que a nivel transcripcional el etileno tiene
dos funciones: una promoviendo la descomposicién de la clorofila y otra
suprimiendo la biosintesis de la misma.

Con respecto a los carotenoides y su relacion con la aplicaciéon de
etileno, por un lado se cita que no varia el contenido total de carotenoides en el
flavedo de los frutos (Fuijii et al., 2007) y contrariamente Rodrigo y Zacarias
(2007) encuentran un aumento del 55% tras el tratamiento. En ambos casos los
autores demuestran que el etileno exégeno afecta la composicion de los
carotenoides. En el caso de la mandarina Satsuma, duplica el contenido de -
criptoxantina y disminuye la relacién trans-violaxantina: 9-cis-violaxantina (29%
y 46% en tratados con etileno y control, respectivamente) (Fuijii et al., 2007). La
expresion de la mayoria de los genes en respuesta a la aplicacion exégena de
etileno ocurre también durante el curso natural de la maduracién de la piel de
los frutos (Rodrigo et al., 2006). Esto sugiere que el nivel endégeno de esta
hormona tiene efecto en la regulacion de la maduracién, y que aplicado
exdgenamente reproduce y acelera los cambios fisioldgicos y moleculares que
ocurren durante la degradacién de clorofilas y biosintesis de carotenoides.

En sintesis, el etileno reprime la transcripcién de la mayoria de los genes
involucrados en la fotosintesis y la biogénesis de los cloroplastos, e induce la

transcripcion de genes relacionados con la biosintesis de los carotenoides, con
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diferentes patrones de respuesta y sensibilidad al etileno, afectando

directamente la composicion de los mismos en los frutos (Fuijii et al., 2007).

1.3.3.1.2. Acido Abscisico

El &cido abscisico (ABA) pertenece a la clase de metabolitos conocidos
como isoprenoides o terpenoides derivados de un precursor comun: el
isopentenil (IDP). Inicialmente se creia que todos los isoprenoides provenian
del acido mevaloénico (MVA), sin embargo, recientemente se descubrié una ruta
alternativa, independiente de la MVA, llamada MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfato). En las plantas superiores coexisten ambas rutas, y aunque el ABA
contiene 15 atomos de carbono, no deriva directamente del precursor Cis
farnesil difosfato (FDP), sino que se origina por clivaje de un carotenoide Cyo a
través de la ruta MEP, compuesto originado a partir del gliceraldehido-3-fosfato
y piruvato. Existen revisiones recientes en las que se describen las rutas de
biosintesis de ABA, particularmente la MEP, para otras especies vegetales
(Eisenreich et al., 2004; Fraser y Bramley, 2004), asi como también la ruta
posterior a la formacién de xantofilas y las rutas catabdlicas (Nambara y
Marion-Poll, 2005).

Con respecto a los frutos citricos, en la ultima década ha habido
importantes avances en el estudio de la biosintesis de los carotenoides v,
consecuentemente, del ABA. Durante la maduracién, la piel de los frutos
acumula carotenoides oxigenados (Molnar y Szabolcs, 1980; Rodrigo et al.,
2003, 2006) y acido abscisico (Goldschmidt, 1976; Aung et al., 1991; Lafuente
et al., 1997, Rodrigo et al., 2003, Agusti et al., 2007). Los epoxy-carotenoides,
violaxantina y neoxantina, son precursores del ABA (Rock y Zeevaart, 1991).
Se ha probado que diferentes transcriptores de la enzima CsNCED, que
controla el paso critico en la biosintesis del ABA, se expresan en mayores
niveles en frutos citricos maduros que inmaduros (Rodrigo et al., 2006, Agusti
et al., 2007) lo que reafirma la importancia del ABA en el desarrollo del color de
los frutos. Recientemente se descubrié que ‘Pinalate’, un mutante del naranjo
dulce ‘Navelate’ con fruto de color amarillo, contiene entre tres y seis veces

menos contenido de ABA en el flavedo que su parental, debido a una alteracion
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especifica del fruto en la ruta de desaturacion de carotenoides, probablemente
en la {-caroteno desaturasa (Rodrigo et al., 2003).

Por otro lado, la aplicacién exdgena de ABA aumenta el contenido
enddgeno del mismo en el flavedo de los frutos, sin afectar el del albedo, y no
afecta la produccién de etileno (Rasmussen, 1974). Sin embargo, cuando el
ABA es introducido por el pedunculo del fruto, provoca un aumento en la
produccién de etileno (Rasmussen, 1974), probablemente debido a la sintesis
de ACC (Riov et al., 1990) y/o de ACO (Riov y Hausman, 1988).

1.3.3.2. Principales hormonas asociadas con el retr  aso de la maduracién

1.3.3.2.1. Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son &acidos diterpenoides tetraciclicos con un
sistema de anillo ent-giberelano. Existen dos grandes tipos de giberelinas, las
C20-GAs con 20 atomos de carbono y las C;9-GAs que han perdido el vigésimo
C, y en las que el acido carboxilico del Ci9, en general, se une al del Cio. En
citricos se ha determinado que el crecimiento vegetativo y reproductivo
depende, en gran medida, de los niveles de GA; (Talén et al., 1992).

El papel antisenescente de las giberelinas ha sido estudiado durante
mas de cuatro décadas. En los frutos citricos se ha citado que la mayor
actividad tipo-GAs se da desde la antesis hasta, aproximadamente, 14
semanas después de la caida de pétalos, (Ali-Dinar et al., 1988; Hofman, 1990;
Murti, 1989), o hasta el comienzo de la pérdida de clorofilas (Garcia-Luis et al.,
1985) y disminuye rapidamente cuando el fruto llega a la madurez (Kuraoka et
al., 1977). Asimismo, se ha registrado mayor nivel de GAs en el flavedo y
albedo de frutos con piel rugosa y coloracion mas verde (Erner et al., 1976), y
mayor actividad de GAs en el flavedo que precede el reverdecimiento de la
naranja ‘Valencia’ (Rasmussen, 1973). Igualmente se ha sugerido que la
aplicacion de giberelato de potasio promueve la sintesis de clorofilas ay b en el
flavedo de los frutos adn iniciado el cambio de color (Lewis et al., 1964).
Parece, pues, que los frutos citricos comienzan a madurar externamente

cuando el contenido endégeno de GAs en el flavedo disminuye.
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Por otro lado, el acido giberélico (GA3) aplicado previo al cambio de
color retrasa la pérdida de color de los frutos (Goldschmidt and Eilati, 1970,
Kuraoka et al., 1977) a través de un retraso en la degradacién de clorofilas
(Agusti et al., 1988; Alos et al., 2006) y en algunos casos en la sintesis de
carotenoides (Lewis y Coggins, 1964; Garcia-Luis et al., 1985). Adicionalmente,
mantiene la firmeza de la piel, es decir, mantiene a ésta durante mas tiempo en
un estado juvenil, en distintas especies y cultivares de Citrus (Coggins et al.,
1960a,b; Goldschmidt y Eilati, 1970, Kuraoka et al., 1977, Agusti et al., 1981;
Garcia-Luis et al., 1985).

En el mismo sentido, se ha citado que la aplicacion de un inhibidor de la
biosintesis de las giberelinas (prohexadione calcio), promueve la coloracién en
naranjas ‘Navelina’, 8 y 15 dias después de su aplicacidn, a través del aumento
de carotenoides en el flavedo y de una leve, pero no significativa, disminucién
del contenido de clorofila a (Barry y van Wyk, 2004). El mismo inhibidor mejora
el color de la piel de ‘Clementina de Nules’, ‘Navelina’ y ‘Palmer’ navel a través
del incremento del contenido de carotenoides y la disminucién del de clorofilas
en el flavedo de los frutos, antes y después del desverdizado con etileno (Barry
y le Roux, 2008).

A nivel bioguimico, la aplicacion de acido giberélico ademas de retrasar
la acumulacién total de carotenoides altera su composicién. En frutos de
mandarina clementina tratados con GA; se mantiene por mas tiempo los
carotenoides tipicos de frutos verdes (luteina, a-caroteno, 3-caroteno, todos los
E-violaxantinas y neoxantina) y se reduce la acumulacién de B,B-xantofila
[fitoeno y (9-cis)-violaxantina] (Alds et al., 2006). A nivel de transcriptores, se
retrasa la reduccion de la expresion de la DXS y la induccion de la acumulacion
de los transcriptores PaO y PSY, sin afectar la CHL P. Estos resultados
sugieren que en los frutos citricos, el retraso de la toma de color causado por
las giberelinas es debido a la represién de la expresiéon natural de PaO y PSY,
lo que explicaria los elevados niveles de clorofila y la baja concentracion de

carotenoides encontrados en los frutos tratados (Alds et al., 2006).
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1.3.3.2.2. Auxinas

En las plantas se encuentran naturalmente diversos tipos de auxinas
gue incluyen las inddlicas, como el acido 3-indol acético (IAA) y sus derivados
halogenados, el acido 4-clorindol-3-acetico (4-CI-IAA) y el &cido 3-indol butirico
(IBA), asi como varios acidos fendlicos, como el &cido fenilacético.

La informacion disponible sobre el efecto de las auxinas en la fase de
maduracion de frutos citricos es escasa. Se ha citado que aplicadas
exdgenamente retrasan la senescencia (Frenkel y Dick, 1973) y abscisién de
los frutos (Gardner, 1941; Cooper et al., 1968; Tzur y Goren, 1977; Agusti et
al., 2006). Asi, el control de la caida pre-cosecha de frutos con la aplicacién
foliar de 2,4-D (éster isopropilico del acido 2,4-diclorofenoxiacético) o 2,4-DP
(éster 2-etilhexil del &cido 2,4-diclorofenoxipropidnico) se ha mostrado eficaz en
los cvs. de naranjo dulce ‘Washington navel’ y ‘Navelate’ (Agusti et al, 2006).
Se ha demostrado que el 2,4-D actlia a través de la inhibicién de la actividad
celulasa (Goren, 1993) y se ha sugerido el mismo modo de accién para el caso
del NAA (&cido naftalenacético), el 3,5,6-TPA (acido 3,5,6-tricloro-2-
piridiloxiacético) (Anthony y Coggins, 2001) y el 2,4-DP (Agusti et al., 2006).

1.3.3.2.3. Citoquininas

La principal citoquinina libre en la mayoria de las plantas es la trans-
zeatina, aungque también se encuentran presentes la adenina dihidrozeatina y
la isopentenil-6-adenina, asi como los ribosidos y ribétidos de zeazatina,
dihidrozeatina e isopenteniladenosina.

La informacién respecto de la accion de las citoquininas sobre la
maduracion y senescencia de los frutos citricos no es consistente. Por un lado,
se ha citado que la benciladenina retrasa el cambio de color del flavedo de las
naranjas, asociado al mantenimiento de los niveles endégenos de giberelinas y
a la prevencién del aumento del acido abscisico y del etileno (van Staden et al.,
1988), por otro, Garcia-Luis et al. (1986) no lograron retrasar el desverdizado

con benciladenina ni con cinetina en mandarina Satsuma.
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1.3.3.2.4. Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son un grupo de compuestos nitrogenados de bajo
peso molecular que se presentan en las células de todos los seres vivos
(Galston, 1983). Por su caréacter policatidnico pueden unirse y formar complejos
con moléculas polianiénicas tales como algunas proteinas, los fosfolipidos, las
pectinas, el ADN y el ARN, entre otras (Galston 1983). Las mas abundantes en
las plantas son la putrescina (Put), la espermidina (Spd) y la espermina (Spm).

La sintesis de las poliaminas Spd y Spm ocurre a partir de la adicion a la
Put de uno o dos grupos aminopropilo donados por la S-adenosilmetionina
descarboxilada (dSAM), que deriva de la descarboxilacion del SAM (Slocum,
1991; Andersen et al. 1998). En este sentido, las PAs podrian considerarse
competidoras del etileno en su sintesis y, por tanto, en su abundancia en la
planta (Kushad y Dumbroff, 1991), pero esta hipétesis estd aln por confirmar.

En coherencia con ello, las PAs se comportan como efectivos agentes
antisenescentes en numerosas especies vegetales, ya que retrasan la pérdida
de clorofilas, el deterioro de las membranas y los incrementos de las
actividades ARNasas y proteasas (Evans y Malmberg, 1989). La aplicacién
exdgena de Put a limones en dos estados de desarrollo (al cambio de color y
totalmente amarillos), mejora la firmeza de los frutos y disminuye la pérdida de
peso en la post-cosecha. El tratamiento retrasa el cambio de color y disimuye el
contenido endégeno de ABA. Por otro lado, incrementa el nivel endégeno de
Put y Spd en los frutos mas maduros (Valero et al., 1998). Pero el papel
hormonal de las PAs es controversial. Asi durante el cuajado de las
mandarinas se les ha atribuido un papel como fuente de nitrégeno, mas que un

papel hormonal regulador del proceso (Arias et al., 2005).

1.3.3.3. Interaccion hormonal

Con respecto a las hormonas asociadas a la promocion de la
maduracion, se ha reportado que la aplicacion de etileno induce un incremento
del contenido total de ABA en el flavedo de los frutos citricos (Goldschmidt et
al., 1973, Lafuente et al., 1997, Rodrigo et al., 2006). En este sentido, se ha
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probado que la expresién de la mayoria de los genes que codifican enzimas
gue actdan promoviendo la ruta de biosintesis de carotenoides en el flavedo de
los frutos, aumenta inducida por la aplicacién de etileno durante la maduracion
(Rodrigo et al., 2006; Fuijii et al., 2007), dando lugar al mencionado incremento
de ABA.

Por otra parte, la aplicacion de GA; contrarresta la degradacién de la
clorofila inducida por el etileno (Goldschmidt et al., 1977; Garcia Luis et al.,
1986). Se ha probado que el GAs, y en menor medida la N°-benciladenina,
disminuye la actividad de la proteina clorofilasa inducida por éste (Trebitsh et
al., 1993) y que el GA; disminuye los niveles de ARNm de la clorofilasa (Jacob-
Wilk et al., 1999). De igual manera, el GA; parece contrarrestar el efecto del
etileno reprimiendo la transcripcion de genes de la biosintesis de los
carotenoides estimulados por el mismo (Rodrigo y Zacarias, 2007; Fuijii et al.,
2008). Considerando que los citricos producen bajos niveles de etileno, el nivel
enddgeno de giberelinas podria repercutir de forma importante en la regulacién
enddgena de la maduracion y senescencia de los frutos.

Las GAs y el ABA tienen en su ruta de sintesis puntos en comun, via
sintesis de terpenos. El farnesil pirofosfato puede dar lugar al ABA a través de
los carotenoides, o dar lugar al GGPP, mediante la adiciéon de una molécula de
IPP, diterpeno que mediante una ciclacién forma el ent-kaureno, considerado el
paso inicial de la sintesis de GAs. Ademas las GAs regulan positivamente la
expresion del gen CYP707A3 (Saito et al.,, 2004), que codifica la ABA 8'-
hidroxilasa, y, por lo tanto, promueve el primer paso en la inactivacién del ABA
(Nambara y Marion-Poll, 2005).

1.3.4. Aspectos nutricionales relacionados conlam  aduracion
1.3.4.1. Carbohidratos

Durante la fase | del crecimiento del fruto, éste consume carbohidratos
para sustentar la divisién celular, mientras que a partir de la fase Il se convierte
en una fosa de almacenamiento (Mehouachi et al. 1995; Gomez-Cadenas et al.

2000). La concentracion de sacarosa (principal carbohidrato de translocacién) y
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de glucosa y fructosa (principales hexosas en citricos) aumenta a lo largo del
desarrollo del fruto.

El color del flavedo también se relaciona positivamente con su
concentracién de azucares solubles (Huff, 1984, Sala et al., 1992, Holland et
al.,, 1999). En naranja ‘Valencia’ se ha encontrado una correlacién negativa
lineal entre el contenido de clorofila y los azUcares del epicarpo (Huff, 1984). En
‘Navelina’ se ha comprobado una regresién positiva lineal entre el color
anaranjado del fruto y el contenido de glucosa, fructosa, azlcares totales y la
relacion azlcares reductores: azlcares no reductores (Sala et al., 1992). En
mandarina Satsuma la aplicacion de sacarosa in vivo acelera el cambio de
color, incrementa la concentracién enddgena de sacarosa y reduce la de
nitrégeno (Iglesias et al., 2001).

En el otofio, el extremo peduncular del fruto de naranja ‘Valencia’ tiene
menor concentracion de azlcares solubles que el extremo estilar, inversamente
a lo que ocurre con el contenido de clorofilas en ambas zonas del fruto. En la
primavera se revierte la situaciéon y la zona peduncular contiene los mayores
valores de CHOs, pero cuando comienza a reverdecer nuevamente, pierde los
azlcares y reverdece mas rapidamente. Las mayores fluctuaciones durante el
desverdizado y reverdecimiento del flavedo se dan en los azlcares reductores
(Huff, 1984).

Las hojas cercanas al fruto parecen estar fuertemente involucradas en el
proceso de desverdizado. En efecto, la defoliacion bloquea la acumulacién de
sacarosa y la reduccién de nitrégeno en el flavedo de los frutos, lo que inhibe la
pérdida de clorofila de los mismos (lglesias et al., 2001).

Adicionalmente, a nivel molecular se ha probado que la aplicaciéon de
etileno, que promueve el desverdizado de los frutos, reprime la transcripcion de
la mayoria de los genes involucrados en la fotosintesis, la biogénesis de los
cloroplastos y el metabolismo de los azlcares, excepto el de un transportador
de sacarosa y el de la invertasa acida, estimulados en la piel de los frutos por
este regulador (Fujii et al., 2007). En el mismo sentido, la aplicaciéon exégena
de GAs, que retrasa el cambio de color, reprime la transcripcion del gen
CitINV1 (Fujii et al.,, 2008), asociado a la ruptura de sacarosa en hexosas
durante la maduracion y regula la sacarosa sintasa y la invertasa acida
(Holland et al., 1999; Kubo et al., 2001).
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En sintesis, el contenido enddégeno de carbohidratos en el flavedo, el
transporte de sacarosa y su hidrélisis en hexosas, se encuentran directamente

asociados al cambio de color de los frutos citricos.

1.3.4.2. Nitrégeno

El metabolismo del nitrégeno parece estar fuertemente involucrado en el
proceso de maduracion de los frutos citricos. Asi, aplicaciones tardias (Jones y
Embleton, 1959; Sala et al., 1992; Quifiones et al., 2004) y la fertilizacion
abundante con este elemento mineral (Jones y Embleton, 1959; Lee y
Chapman, 1988) retrasan el cambio de color y aumentan el porcentaje de
frutos verdes en el momento de la cosecha (Koo y Reese, 1977). De igual
manera, fertilizaciones nitrogenadas excesivas (Jones y Embleton, 1959;
Embleton et al.,, 1973) o tardias (verano-otofio con respecto a primavera)
promueven el reverdecimiento de los frutos (Jones y Embleton, 1959).

Huff (1983) demostré que cuando se mantienen discos de epicarpio de
citricos maduros en un medio de cultivo completo y se van retirando
componentes, solo el nitrégeno es necesario para el reverdecimiento de los
mismos (Huff, 1983). De las fuentes organicas e inorganicas de N probadas,
las mas eficientes fueron las sales de nitratos y mas aun las divalentes
(CaNO3;, MgNO3). Las sales de amonio no produjeron reverdecimiento y el
NH;NO; tardé mas en lograr un menor efecto. De los aminoacidos, el mas
eficiente fue la L-glutamina, seguido de L-glutamato y L-alanina. La glicina 'y L-
arginina se comportaron como el NH4sNO3, mientras que la L-asparragina logré
un reverdecimiento muy leve y la L-serina inhibi6 fuertemente el
reverdecimiento (Huff, 1983).

La relacion entre el cambio de color de los frutos y el contenido
enddgeno de fracciones nitrogenadas no es tan consistente. Algunos autores
no han encontrado cambios en el contenido de proteinas totales (Lewis et al.,
1967), N total (Huff, 1984, Win et al., 2006) o aminoacidos en C.sinensis y
C.madurensis (Huff, 1984) durante la maduracion de los frutos. Collado et al.

(1996), sin embargo, encuentran mayor concentracion de proteinas totales en
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el flavedo de frutos citricos maduros, pero Iglesias et al. (2001) hallan menor
concentracién de nitr6geno total en éstos.

La aplicacion de nitratos previa a la maduracion retarda la pérdida de
clorofilas y altera la composicion y el contenido total de carotenoides en el
flavedo de los frutos, fundamentalmente debido a la represion de la expresion
natural de PaO y PSY, de un modo similar a lo que ocurre con la aplicacion de
GA; (Al6s et al., 2006).

En general, la aplicacion de nitrégeno, especialmente nitratos, ralentiza
el proceso de desverdizado de los frutos citricos, disminuyendo la pérdida de
clorofilas y la sintesis de carotenoides en el flavedo. El contenido enddgeno de
nitrégeno en este tejido parece estar inversamente relacionado al color de los

frutos, pero aun existen inconsistencias entre los resultados.

1.3.4.3. Oftros nutrientes minerales

Se ha citado que fertilizaciones con altos niveles de potasio retrasan el
viraje de color y aumentan la proporcion de frutos verdes (Embleton et al.,
1967; Koo y Reese, 1977; Lee y Chapman, 1988). En el caso de naranja
‘Valencia’ aumenta también la proporciéon de frutos que reverdizan (Reuther y
Smith, 1952). Sin embargo, Bafiuls et al., (2004) lograron mejorar el indice de
color de la mandarina ‘Clementina de Nules’ con tres aplicaciones foliares de
KNOs; (0.5%, 1% y 1.5%) en primavera-verano, verano y verano-otofio,
respecto de los arboles sin tratar.

Con respecto a la aplicacion de fosforo, los resultados no son
consistentes. En general la toma de color de los frutos se ha relacionado
negativamente con este nutriente. Se ha logrado una coloracién mas intensa en
arboles deficientes en fosforo (Chapman y Reyner, 1951) y al aumentar el
contenido foliar de este mineral (0.10% a 0.21%) se observa un ligero
reverdecimiento de frutos (Embleton et al., 1971). Sin embargo, en otros
trabajos no se encuentran diferencias en el color de naranjas (Koo y Reese,
1976) y limones (Embleton et al., 1967) tratados con distintas concentraciones
de P.
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El calcio es un mineral esencial en lo que respecta al mantenimiento de
las paredes celulares, en especial por reducir la permeabilidad de la cuticula
(Zaragoza et al., 1996), y estd demostrada su eficacia en el control de algunos
desodrdenes fisiologicos relacionados con la senescencia, como el ‘creasing’
(Treeby et al., 2000) y el ‘peel pitting’ (Zaragoza et al., 1996). En el mismo
sentido, el tratamiento con cloruro de calcio de frutos de limén en etapas
inmediatamente anteriores al cambio de color, retrasa su coloracién y mantiene

la firmeza de los mismos durante la post-cosecha (Valero et al., 1998).

1.3.5. Factores ambientales relacionados con lamad  uracién

Con respecto a la regulacion climatica, esta Ultima fase del desarrollo del
fruto se ha asociado al descenso de la temperatura, en la medida en que la
mayoria de los citricos comienza a madurar externamente a partir del inicio del
otofio, cuando el arbol reduce la absorcién y el transporte de nitrégeno, la
sintesis de giberelinas, y la competencia por carbohidratos entre el fruto y el
desarrollo vegetativo, beneficia a aquél. La existencia de diferencias de
coloracién (intensidad y momento de viraje) a lo largo de los afios para un
mismo cultivar en una misma parcela, y en condiciones similares de cultivo,
permite suponer que los factores ambientales regulan el cambio de color de los
frutos.

Por otro lado, los frutos que crecen en condiciones tropicales nunca
logran alcanzar la coloraciéon completa (Erickson, 1960; Reuther y Rios-
Castafio, 1969; Samson, 1980). Sin embargo, existen excepciones como es el
caso del ‘Calamondin’ (C.madurensis Lour.) que no requiere bajas
temperaturas para madurar externamente, de hecho lo hace varias veces al
afio y sus frutos no reverdecen (Huff, 1984).

La luz también se ha citado como factor importante promoviendo la
maduracion (Sites y Reitz, 1949, Iwagaki, 1981).
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1.3.5.1. Relacion entre la temperatura y el cambio de color de los

frutos

1.3.5.1.1. Temperatura del aire

Estudios realizados con los naranjos dulces ‘Hamlin’, ‘Parson Brown’ y
‘Pineapple’ indican que el viraje de color en esta especie se da cuando las
temperaturas minimas del aire descienden por debajo de 12,8C (Stearns y
Young, 1942). En el mismo sentido, el reverdecimiento de los frutos de naranja
‘Valencia’ es promovido por temperaturas relativamente altas (30°C/15C
dia/noche) (Coggins et al., 1981). Un estudio realizado sobre la influencia de la
temperatura en la evolucion del color de frutos de limén indica que las
coordenadas colorimétricas Hunter muestran mayor correlacion con las
temperaturas minimas que con las temperaturas medias (Manera et al., 2008).
Particularmente, la pérdida del tono verde comienza cuando las temperaturas
minimas descienden hasta aproximadamente 12°C y el aumento de la
coloracion amarilla a los 14°C.

La temperatura nocturna también se ha relacionado con la coloracién, en
la medida que los frutos citricos necesitan temperaturas nocturnas inferiores a
12°C para desarrollar éptimamente su color (Young y Erickson, 1961).
Asimismo, se ha citado la importancia de la amplitud térmica entre el dia y la
noche durante el periodo de maduracién. En trabajos experimentales
realizados con el naranjo dulce ‘Valencia’ se ha logrado mejor coloracion y
menor retencion de clorofilas con la exposicion durante dos meses a
temperaturas diurnas/nocturnas de 20°C/5C, que a 3 0°C/10°C o 28°C/18°C
(Erickson, 1960).

El inicio de la coloracién en respuesta a las bajas temperaturas se ha
atribuido fundamentalmente a la inhibicién de la translocacion de giberelinas
desde las raices (Eilati et al., 1969a) y a la reduccién de la absorciéon de
nitrégeno (Chapman y Parker, 1942) y translocacién de éste desde las raices
hacia la parte aérea en plantones de limonero y naranjo (Wallace, 1953). Se ha
probado que el epicarpio de ‘Washington navel’ pierde N en el otofio-invierno y
lo recupera en la primavera, principalmente como N soluble y como

aminodcidos libres (Lewis et al., 1967). El aumento de las temperaturas en
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primavera aumenta la absorcidon de N, renovando el flujo de este elemento
mineral al fruto.

En un estudio con mandarina Satsuma, Nii et al. (1970) encontraron
menor contenido de clorofilas en la corteza de frutos de arboles mantenidos a
bajas temperaturas durante las fases de expansién celular y de maduracion, y
un aumento importante del contenido de clorofilas con altas temperaturas
nocturnas. De igual manera la temperatura afecté el contenido de xantofilas en
el flavedo de los frutos, aumentando a 15°C, 20°C y 25°C y disminuyendo a
30°C. En ‘Calamondin’ y Satsumas el viraje de color a 12-14C se da 4-6
semanas antes que a 25-30C (Sonnen et al, 1979).

Por otra parte, los frutos situados en laderas poco iluminadas tienen
mejor coloracién y casi el doble de carotenoides que los de las laderas mas
iluminadas (Miller et al., 1940, Stewart y Wheaton, 1973), por lo que se sugiere
qgue las altas temperaturas a que estan expuestos estos Ultimos impiden la
formacion de B-citraurina (pigmento que explica la diferencia). Por el contrario
la menor concentracion de clorofilas de las naranjas situadas en las zonas poco
iluminadas del arbol se justifica por estar expuestas constantemente a
temperaturas mas bajas (15°C-20C) que las situadas en otras orientaciones
(25°C-30C) (Nii et al., 1970). Adicionalmente, se ha observado que la cara
interior de los frutos expuestos al sol tiene mejor coloracién que la exterior,
explicado también por permanecer a menor temperatura (Aranda, 1986); en
efecto, se han citado diferencias de hasta 9T entre las zonas de los frutos
expuesta y no expuesta a los rayos solares (Syverstsen y Albrigo, 1980).

Las bajas temperaturas provocan incrementos en la concentracién de
azlcar en la piel de los citricos (Lewis et al., 1967). Asi, en el epicarpio de
frutos de pomelo se acumulan azlcares totales y reductores en respuesta a
temperaturas inferiores a 10C, mientras que a fines del invierno, la
concentracién de azUcares totales en el epicarpio de C. paradisi se estabiliza, y
con el aumento de las temperaturas hay una caida de la concentracién de
azlcares reductores y un incremento de la de sacarosa (Purvis y Grierson,
1982). Es probable que los factores ambientales, como la temperatura, actlen
indirectamente sobre el metabolismo celular (Huff, 1984).

Con respecto al desverdizado de frutos almacenados, existen algunas

diferencias sobre la temperatura 6ptima que promueve la formaciéon de
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carotenoides pero en todos los casos el proceso se acelera a temperaturas
inferiores a 25°C. Asi en trabajos realizados en naranjas ‘Valencia, mandarinas
‘Dancy’, ‘Robinson’, ‘Temple’ y tangelo ‘Orlando’ se determind un rango 6ptimo
entre 15°C y 25°C, en relacion a 30°C (Wheaton y Stewart, 1973), lo que
coincide con el mejor desverdizado de las mandarinas ‘Robinson’ y ‘Dancy’, la
naranja ‘Hamlin’, la lima ‘Bearss’ y el pomelo ‘Marsh’ logrado a 16°C que a
21°C ¢ 27°C (Jahn, 1973). Por otro lado, frutos de ‘Ortanique’ almacenados
durante tres meses, obtuvieron mejor coloracion a temperaturas entre 5°C y
8°C que a 11°C 6 17°C (Cohen et al., 1990).

La exposicion de discos de flavedo a 4°C durante 2 a 10 horas y su
posterior incubacion a 20°C mejoré la coloracion de los mismos, lo que sugiere
gue un ‘shock de frio’ favorece la acumulacién de carotenoides en el flavedo
(Oberholster, 2001). De igual manera, la realizacion de un ‘shock térmico’ (a
2°C durante 30 minutos y a 4°C durante 6 horas) a frutos de ‘Clementina de
Nules’ mejor6 su coloracion a través de la reduccion del contenido de clorofilas
y el incremento de los carotenos en el flavedo (Barry y van Wyk, 2006). El
tratamiento fue efectivo solamente si la fruta provenia de parcelas en las que la
temperatura minima del aire habia sido superior a 13°C.

Existen diferentes hipétesis acerca de como actla la temperatura en el
proceso. Seguin Goldschmidt (1988), la temperatura por si misma no debe ser
la causante de la degradacion de las clorofilas y la sintesis de carotenoides,
sino que probablemente actiie disminuyendo el crecimiento vegetativo. Este es
antagonista de la conversion de los cloroplastos en cromoplastos y, por lo
tanto, retrasa la degradacion de clorofilas y la sintesis de carotenoides. Por su
lado, Huff (1983) propone que el cambio de color de los frutos en respuesta a
las bajas temperaturas, podria reflejar la reduccion del aporte de nitrogeno al
fruto, acompafiado por el aumento de los azlcares reductores. El
reverdecimiento como consecuencia del aumento de la temperatura en
primavera estaria asociado a la renovaciéon del flujo de N y al reinicio del

desarrollo de cloroplastos con los azucares reductores.
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1.3.5.1.2. Temperatura del sistema radicular

En los citricos, el crecimiento radicular tiene lugar ininterrumpidamente
mientras la temperatura del suelo, la humedad y la aireacién sean adecuadas
(Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). La elongacion de la raiz en estas especies
se correlaciona linealmente con la temperatura del suelo entre 18°C y 28°C
(Bevington y Castle, 1985), aunque el crecimiento méas intenso es a partir de
29°C (Monselise, 1947), si bien temperaturas superiores a 36°C restringen su
crecimiento (Castle, 1980). Por debajo de 22°C el crecimiento radicular es muy
limitado (Bevington y Castle, 1985) y se detiene cuando la temperatura es
inferior a 13°C (Castle, 1978). En plantones de limonero ‘Eureka’ y naranjo
‘Valencia’ se observo que la absorcién y el transporte de nitrégeno aumentaba
notablemente entre 9°C y 23°C y disminuia a partir de 27°C (Wallace, 1953).

A pesar de que la evidencia experimental es incompleta, la hipétesis de
Huff (1983) de que mientras la temperatura permite el crecimiento radicular, las
sustancias nitrogenadas llegan al fruto y retrasan su cambio de color debe ser
tenida en cuenta. A ello contribuiria la sintesis hormonal (giberelinas y
citoquininas) que en estas condiciones tiene lugar en mdltiples meristemos
apicales, y cuya translocacién al fruto retardaria su senescencia y, por tanto, su
entrada en color (Agusti, 2003). En el otofio, el descenso de la temperatura
disminuye el crecimiento y metabolismo radicular a niveles minimos, declina el
contenido de sustancias radiculares y los frutos comienzan a madurar. El
reinicio de la actividad radicular en la primavera, aumenta los niveles
hormonales y la absorcién de nitrégeno y consecuentemente lleva al
reverdecimiento de la fruta que se encuentra en el arbol. En las zonas
tropicales, las temperaturas permanecen altas durante todo el afio, el
crecimiento radicular ocurre ininterrumpidamente y los niveles de sustancias
radiculares se encuentran permanentemente altos como para interferir en la
toma de color de los frutos. Es por esto que un mismo cultivar que en
condiciones sub-tropicales tiene buena coloracién, en los trépicos no la logra.

Existen evidencias, por tanto, sobre la importancia que la temperatura de
las raices puede tener en la promocién del proceso. Soonen et al. (1979)
trabajando con ‘Calamondin’ y mandarina satsuma encontraron que cuando la

temperatura de las raices es de 14°C el contenido de carotenoides es,
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aproximadamente, el doble que cuando es de 30°C. Los mismos autores
demuestran que la temperatura éptima para la sintesis de criptoxantina, -
citraurina y violaxantina, pigmentos responsables de la coloracion en estos
cultivares, se encuentra entre 12°C y 14°C. Por otro lado, Young y Erickson
(1961) tras estudiar combinaciones de temperaturas diurnas (20°C o 30°C),
nocturnas (7°C, 12°C, 15°C o 20°C) y del suelo (12°C o 20°C), proponen que el
cambio de color seria promovido por la temperatura del aire y del suelo en
forma conjunta, siendo la combinacion 6ptima una amplitud térmica de 20°C
diurnos y 7°C nocturnos y la temperatura del suelo de 12°C. En esas
condiciones el flavedo de los frutos presenta menor contenido de clorofilas y
mayor contenido de xantofilas que en las demas condiciones probadas.

En el mismo sentido, Kennedy et al. (1993) verifican en plantas de
tomate que un incremento desde 15°C a 25°C en la temperatura radicular
induce un retraso de entre tres y diez semanas en la maduracion de los frutos y
gue un namero importante de frutos no logra madurar.

En suma, el descenso de la temperatura del aire y del suelo se asocia
positivamente con el cambio de color de los frutos, lo que se ha relacionado
con el metabolismo de los carbohidratos y de los carotenoides, el transporte de
nitrégeno y la sintesis y el transporte hormonal, pero ain no ha sido probado.
La sintesis de hormonas en las raices o en los brotes regulan respuestas
fisiolégicas en zonas distantes de la planta. En citricos la informaciéon sobre
sintesis y transporte hormonal desde la raiz y su relacién con el proceso de

maduracion es escasa.

1.3.5.2. Relacion entre la luz y el color de los frutos

La luz también juega un papel importante en el cambio de color de los
frutos, como ha sido demostrado en el manzano (Faust, 1989). En los citricos,
la proporcién de frutos bien coloreados por el exterior del arbol es mayor que
por el interior (Sites y Reitz, 1949; lwagaki, 1981). Por otro lado, la disminucion
de la intensidad de luz hasta un 40% de la radiacion méaxima no afecta el color
de los frutos, pero por debajo de ese umbral éste disminuye; es dificil disociar

el efecto de la luz del de la temperatura, pero el mayor contenido de clorofilas
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de los frutos en el interior del arbol, a pesar de estar expuestos a menores
temperaturas, podria explicarse por la débil iluminacion a la que estan
sometidos (lwagaki, 1981).

El desverdizado inducido por la presencia de la luz, podria deberse a la
fotooxidacion de la clorofila (Sironval y Kander, 1958) y es directamente
dependiente del tiempo de exposicion (Coggins y Hall, 1975). Sin embargo,
Lewis et al. (1964) observaron que los frutos que reciben luz directamente,
degradan las clorofilas a y b mas lentamente que los expuestos a un 5% de la
intensidad normal, probablemente debido a que la sintesis de clorofilas
continta mientras los frutos permanezcan expuestos a la luz.

La influencia de la luz sobre la coloracién de los frutos también se ha
relacionado con la densidad de plantaciéon en la medida que los frutos que
proceden de arboles més espaciados, logran mejor color (Boswell et al., 1970;
Ahmed e Higazi, 1983) y se desverdizan antes (Boswell et al., 1982).
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1.4. Hipétesis y objetivos

Los aspectos genéticos, asi como las sefiales hormonales, nutricionales
y ambientales, en interaccion, regulan el proceso de coloracion de los frutos
citricos. El descenso de la temperatura ambiente detiene el desarrollo
vegetativo y radicular, con lo que disminuye la competencia por carbohidratos
del fruto con otros 6rganos, al mismo tiempo que la absorcién de N y la sintesis
hormonal y su transporte al fruto, facilitando la exportacion de hormonas desde
éste, su cambio de color y su entrada en senescencia.

En esta Tesis Doctoral se estudia el proceso de regulacién de la
maduracion externa de los frutos citricos, de acuerdo con los siguientes

objetivos:

El objetivo general es determinar los factores enddgenos y exdgenos que

afectan la maduracién externa de los frutos citricos.

Los objetivos especificos son:

1. Establecer la importancia del acido abscisico, etileno y giberelinas en el
proceso.

2. Determinar el papel de los carbohidratos y las fracciones nitrogenadas en el
mismo.

3. Establecer la relacion del proceso con la temperatura ambiente y del suelo.
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2. Materiales

y Métodos






2.1. Estrategia de trabajo

El proceso de regulacion de la maduracion externa de los frutos se
abord6 desde dos puntos de vista: 1) el estudio de factores enddgenos
(hormonales y nutricionales) implicados en el proceso de desverdizado y 2) el
estudio de factores exdgenos (temperatura del aire y del suelo) como
reguladores de la evolucién del mismo.

1) La implicancia hormonal y nutricional se estudid: a) en naranjos y
mandarinos de maduracion temprana, intermedia y tardia, utilizando mutantes
de un mismo cultivar que difieren en la fecha de maduracion y b) modificando el
proceso de maduracién externa, en etapas proximas al cambio de color,
mediante tratamientos quimicos (aplicaciones de reguladores de crecimiento o
sustancias nitrogenadas) y tratamientos fisicos (interrupcion de la conexién
floematica entre el fruto y la planta).

2) El efecto ambiental se estudi®6 en mandarinos de maduraciéon
temprana, a través de la disminucion de la temperatura radicular cubriendo el
suelo bajo las plantas con mallas o cal, y su asociacién con la temperatura del

aire.

2.2. Localizacion de los experimentos

Los experimentos de campo se llevaron a cabo en plantaciones de
arboles adultos en Uruguay (Paysandu 31° LS, Kiya 34° LS y Montevideo 35°
LS) y en Espafia (Valencia, Lliria 39° LN y Huelva 37° LN), con marcos de
plantacion entre 5-6 m x 3-4 m en ambos paises. En Uruguay las plantas se
encontraban sobre suelos de textura franco-arcillo-limosa con un horizonte B
textural a 20-30 cm de profundidad, con pH entre 5 y 6, sin presencia de
carbonatos o caliza activa, y con porcentajes de materia organica entre 3% y
4%. En Espafia los suelos sobre los que se desarrollaron los experimentos
fueron de textura franco-arenosa, con pH de 7-8, 50% de carbonatos totales en
promedio y 11% de caliza activa. Las parcelas contaron con riego localizado

(excepto los experimentos realizados a planta completa en Uruguay, afios 2004
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y 2005, que se realizaron en secano). El riego se realizé en funciéon de la
evapotranspiracion del cultivo, calculada a partir de la siguiente ecuacion: ETc=
EToxKc, donde ETo es la evapotranspiracion de referencia (Allen et al., 1998),
estimada con datos de una estacibn meteorolégica del huerto, y Kc es el
coeficiente de cultivo para citricos (Garcia Petillo y Castel, 2007). La
fertilizacion mineral en cada ciclo productivo en Uruguay fue de
aproximadamente 300 g arbol™ de N, 150 g arbol™ de P, 75 g arbol* de K, 30 g
arbol™ de Ca, 45 g arbol™ de Mg y 5-7 g arbol™* de Zn. En Espafia los arboles
fueron fertirrigados con 800 g arbol™ de N, 120 g arbol™ de P y 350 g arbol™ de
K. El manejo de plagas y enfermedades se realiz6 de acuerdo a estandares
nacionales de cada pais.

2.3. Material Vegetal

El estudio de los factores enddgenos relacionados con la coloracion se
realiz6: a) en arboles en produccion de naranjo dulce [Citrus sinensis (L.) Osb.]
cvs. ‘Navelina’, ‘Washington navel’, ‘Navelate’, y en mandarino Satsuma [Citrus
unshiu (Mak.) Marc] cvs. ‘Okitsu’ y ‘Owari’, injertados sobre Poncirus trifoliata
(L) Raf. (Paysandu, Uruguay) y b) en frutos individuales de naranjo dulce cvs.
‘Washington navel’ sobre P. trifoliata (L.) Raf. (Montevideo, Uruguay), ‘Valencia
Delta Seedless’ y ‘Valencia Late’, sobre citrange ‘Carrizo’ [C. sinensis (L.) Osb.
x P. trifoliata (L.) Raf] (Valenciay Lliria, Espafia).

El estudio de los factores exdgenos se realizd6 en plantaciones
comerciales de mandarino Clementino [Citrus clementina Hort ex Tan] cv.
‘Clementina de Nules’ injertado sobre P. trifoliata (L.) Raf. (Kiyd, Uruguay), y cv.
‘Clemenpons’ injertado sobre citrange ‘Carrizo’ [C. sinensis (L.) Osb. x P.
trifoliata (L.) Raf], (Huelva, Espafia).
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Figura 2. Arboles de plantaciones comerciales de mandarino Satsuma, cv. ‘Okitsu’ en
Uruguay (A) y naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta Seedless’ en Espafa (B).

2.4. Factores enddgenos relacionados con la colorac  i6n del flavedo:

Experimentos

2.4.1. Alteraciéon de la evolucion del color: clorof  ilas y carotenoides

Los tratamientos realizados para alterar la evolucién del color fueron:
aplicacion foliar de acido giberélico (GAs) a pH 4.5, y aplicacién de
Norflurazona [NFZ: 4-cloro-5-metilamino-2-(3-triflurometilfenil) piridacin-3-ona)]
inhibidor de la sintesis de ABA (Tabla 1). En Uruguay los tratamientos se
realizaron a plantas completas y a frutos individuales previamente identificados,
mientras que en Espafia solo a frutos individuales. EI momento de aplicacién
fue previo al inicio del cambio de color de los frutos. Las aplicaciones a la
planta completa se realizaron con una pulverizadora de puntero, mojando los
arboles hasta punto de goteo (4-5 L por planta), mientras que a los frutos
individuales se los trat6 con pulverizador manual, mojando los frutos hasta
punto de goteo (5-6 mL por fruto). En todos los casos se incluyé un agente
mojante no iénico (Dusilan SP®, 0.25 mL.L™). En la Tabla 1 se detallan todos

los experimentos.
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Tabla 1. Descripcién de experimentos (Exp) realizados a plantas completas (Uruguay,
2004 y 2005) y a frutos individuales (Uruguay 2006, Espafia 2008-09), para alterar la

evolucion del color.

Planta completa

Pais Afio Especie Cultivar Epoca d'?, Exp Tratamientos
maduracion
‘ i Control (C
Wans:\;r;(i;,ton Intermedia A GA (20( ) LY
i mg.
Uruguay 2004 Naranjo 2 g
dulce ) Control (C)
‘Navelate’  Tardia B N
GA; (20 mg.L™)
Control (C)
‘Navelina®  Temprana C GA; (20 mg.L'™h)
NFZ (1mM)
Control (C)
Naranjo ‘Washington . a
dulce navel Intermedia D GA; (20mg.L™)
NFZ (1mM)
Control (C)
Uruguay 2005 3 4
‘Navelate’  Tardia E GA; (20 mg.L™)
NFZ (1mM)
Control (C
‘Okitsu’ Muy F © .
temprana GA; (10 mg.L™)
Mandarino
Satsuma Control (C)
‘Owari Temprana G GA;(10mg.L™
NFZ (1mM)
Frutos individuales
Pais Afio Especie Cultivar Epoca def, Exp Tratamientos
maduracion
. . . Control (C)
Uruguay 2006 l(;ljllrca:enjo War;s:\;gglg,ton Intermedia H GA; (10 mg.L™h
NFZ (2 mM)
Espafa ‘Valencia Control (C) 1
(UPV) Late’ | GA; (10 mg.L™)
2008- Naranjo . NFZ (1 mM)
09 dulce . Tardia Control (C)
Espafa ‘Valencia 1
(Lliria) Late’ J GAs(10ma.L7)
NFZ (1 mM)
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2.4.1.1. Disefio de experimentos

El disefio de los experimentos fue de parcelas al azar. En los
experimentos realizados a plantas completas se utilizé6 un arbol como unidad
experimental y tres (2005) 6 cuatro (2004) repeticiones. La unidad de
submuestreo para las variables de contenidos enddgenos fue de uno (2004) 6
cinco frutos (2005). Las variables color y tamafio de frutos se midieron en 15-30
frutos por arbol. En los experimentos a frutos individuales se utilizaron parcelas
de 5-10 frutos como unidad experimental y tres (2008-09) o cinco (2006)

repeticiones.

2.4.1.2. Mediciones

En todos los experimentos se midi6 el color y tamafio de los frutos cada
10, 15 6 20 dias (con cartilla colorimétrica en 2004, 6 con colorimetro digital en
2005, 2006 y 2008-09). Se cuantificé la concentracion de ABA, carbohidratos
solubles (fructosa, glucosa y sacarosa) y nitrdgeno (fracciéon proteica,
amoniacal y nitratos) en el flavedo. En los experimentos realizados a frutos
individuales se midi6 ademas la tasa de produccion de etileno, y en los
experimentos | y J se determiné la concentracion de clorofilas y carotenoides
(fitoeno, fitoflueno, luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, B-citraurina y cis-

violaxantina) en el flavedo.

2.4.2. Interrupcion del transporte: anillado del pe  dunculo

Los tratamientos realizados a frutos individuales de naranjo dulce fueron:
control (fruto con peddnculo sin anillar y sin aplicaciones); anillado del
pedunculo préximo al fruto (A: corte de la corteza de 0.5 cm de espesor en el
pedunculo del fruto a una distancia de 0.5-1.0 cm del mismo); anillado en la
zona media del pedunculo entre el fruto y la base de la rama, dejando las 3
hojas préximas a éste (AMH: corte de la corteza de 0.5 cm de espesor, a 8-10

cm del fruto, con hojas); anillado en la zona media del pediunculo (semejante al
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anterior) pero quitando las hojas entre el anillado y el fruto (AM), (Figura 3);
aplicaciones de NH4NO3; 6 de ABA, y combinaciones de los tratamientos
anteriores que se detallan en la Tabla 2. EIl momento de aplicacion fue previo al
inicio del cambio de color del fruto. El anillado de los pedinculos fue
permanente, es decir que la interrupcion floematica durd todo el experimento.
Las aplicaciones se realizaron con pulverizador manual, mojando los frutos
hasta punto de goteo (5-6 mL por fruto). En todos los casos se incluyé un

agente mojante no iénico (Dusilan SP®, 0.25 mL.L™). Todos los frutos fueron

marcados e identificados.

Zona
basal

Zona
apical
;l’ 4
(&

Figura 3. Frutos con pedunculo anillado: A) anillado préximo al fruto (A); B) anillado en

la zona media del pedunculo, con hojas (AMH); y C) anillado en la zona media del
pedinculo, sin hojas (AM). D) Zonas del pedunculo: basal (porcion del peddnculo
conectada a la rama y aislada del fruto por el anillado), y apical (porcion del pedinculo

en contacto con el fruto y desconectada de la rama por el anillado).



Tabla 2. Descripcion de experimentos (Exp) con interrupcion del transporte, realizados
a frutos individuales en Uruguay (2006, 2008) y Espafia (2006).

Pais Afio  Especie Exp Tratamientos
CZ
Naranjo AY
‘Washington’ AMH *
Uruguay 2006 . el Ko AN:A+ NH4NO3 (20g.L™)

N : C + NH4NO; (20g.L)
A-ABA : A + ABA (250mg.L™)

C
~ Naranjo ‘Valencia A
Espafia 2006 Delta Seedless’ L AMH
AM "
Naranjo C
‘Washington’ AM
Uruguay 2008 . el M ABA:C+ABA (250mg.L")

AM-ABA : AM + ABA (250mg.L™)

“C: control

YA: anillado a 0.5-1.0 cm del fruto

*AMH: anillado a 8-10 cm del fruto conservando las 3 hojas proximas

“AM: anillado a 8-10 cm del fruto, eliminando las hojas entre el fruto y el anillado

2.4.2.1. Disefio de experimentos

El disefio de los experimentos K y M fue de parcelas al azar con 10-15
frutos por parcela. Se realizaron entre tres y cinco repeticiones por tratamiento
en cada fecha de muestreo. El disefio del experimento L fue de bloques
completos al azar con 3 repeticiones representadas cada una por un arbol, y se
utilizaron 10 frutos por bloque. En todos los experimentos se utilizaron cinco
frutos como unidad de submuestreo para las variables de contenidos
enddgenos y un fruto para las variables color y diametro; el ndmero inicial de

frutos por tratamiento varié entre 60-100.
2.4.2.2. Mediciones
En todos los experimentos se midié el color y diametro ecuatorial de los
frutos cada 7-10 dias y se realiz6 un muestreo de frutos al comienzo (frutos
verdes) y al final (cuando los frutos control alcanzaron la madurez). En el

experimento M se realizé ademas un muestreo a los 30 dias del tratamiento y
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otro al momento del cambio de color. En todas las fechas se midié la tasa de
produccidn de etileno. En los experimentos K y L se determind la concentracion
de ABA, carbohidratos solubles y nitrégeno en el flavedo y en el M la
concentracion de giberelinas 1y 4 (GA; y GAy) en el flavedo. En la corteza del
pedunculo de los frutos control y con tratamiento de anillado (A, AMH, AM) se
analizé la concentracién de carbohidratos solubles, ABA (en los experimentos
KyL),y GAL Yy GA; (en el experimento M). Cuando el anillado se realizé
proximo al fruto (A), el andlisis se hizo en la corteza de la zona basal del
pedunculo (conectada a la rama y aislada del fruto por el anillado). Cuando el
anillado se realiz6 en la zona media del pedunculo, entre el fruto y la base de la
rama (AMH y AM), los andlisis se realizaron en la corteza de la zona basal y de
la zona apical (en contacto con el fruto y desconectada de la rama por el
anillado), (Figura 3).

2.5. Factores exdgenos relacionados con la coloraci  6n del flavedo:

Experimentos

Para disminuir la temperatura del suelo se utilizaron mallas plasticas
blancas o plateadas y cal. Las mallas se colocaron bajo la copa de los arboles
a 50 cm de altura, excepto en el afio 2008 en Uruguay, que se colocaron
directamente sobre el suelo. La cal fue esparcida cubriendo en forma total la
superficie del terreno debajo de los arboles (Figura 4). Los tratamientos se
realizaron entre dos y cuatro meses previos a la fecha estimada de cosecha

segun se detallan en la Tabla 3.

42



Tabla 3. Descripcién de experimentos (Exp) realizados para disminuir la temperatura

del suelo, en Espafia y Uruguay.

Afo Logzz;gad Eﬁﬂﬁgﬁ Exp Tratamientos
C : Control
2005 Huelva Mandarino N M-Jul: Malla blanca instalada en julio
Espafa ‘Clemenpons’ M-Sep: Malla blanca instalada en
septiembre
C
2006 Huelva Mandarino o M-Jul
2007 = . , P
2008 Espafa Clemenpons o M-Sep o )
CAL: CaOH,; colocada en julio o septiembre
C
2007 Kiya Mandarino R MP: Malla plateada (Alluminet, 70%)
Uruguay ‘Clemenules’ instalada en marzo
CAL: CaOH, colocada en marzo
C
2008 Kiya Mandarino S MP
Uruguay ‘Clemenules’ CAL (D): Dolomita (CaCO3; y MgCOs, 98%)

colocada en marzo

Figura 4. Mallas plasticas blancas colocadas bajo la copa de los arboles a 50 cm de
altura en Espafia (A), mallas plasticas plateadas colocadas directamente sobre el
suelo en Uruguay (C) y tratamiento de cal esparcida debajo de los arboles en Espafia
(B) y Uruguay (D).
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2.5.1. Disefio de experimentos

En los cuatro experimentos de campo realizados en Espafia (N al Q) se
utilizé un disefio de bloques completos al azar, con 2-3 repeticiones, diez
arboles como unidad experimental, y 10-15 frutos por arbol como unidad de
submuestreo. En los experimentos realizados en Uruguay se utilizé un disefio
de parcelas al azar, con 3 repeticiones de ocho (R) 6 tres (S) arboles como

unidad experimental y 5-10 frutos como unidad de submuestreo.
2.5.2. Mediciones

En todos los experimentos se midi6 el color y el diametro ecuatorial de
los frutos cada 7-15 dias y en las cosechas se determiné el indice de madurez
interna (porcentaje de zumo, sélidos solubles y acidez titulable). Se realizaron
tres o cuatro cosechas por experimento de acuerdo al color y se determiné el
namero y porcentaje de frutos cosechados por planta en cada fecha de
recoleccion.

En todos los casos se registro la temperatura del aire (Ta) y del suelo
(Ts), la humedad relativa del aire (HR), las precipitaciones (P, mm) y la
evapotransipiracién de referencia (ETo, mm diaY), durante los tres 6 cuatro
meses anteriores al cambio de color del fruto (mediados de julio a mediados de
noviembre en Espafia, y marzo a mayo en Uruguay). La Ts se registré cada
una hora con sensores colocados a 30 cm de profundidad (2007) 6 a 10 cm
(2008) en Uruguay, y a 60 cm en Espafia. En Uruguay, la Ta se registré con
sensores colocados en la copa del arbol (a 1.5 m de altura), y se midi6 la
radiacién total (W m™) y fotosintéticamente activa (PAR) a 1.2 m de altura,
reflejada desde el suelo o cobertura utilizada, y la intensidad de radiacién solar
(total y PAR). La intensidad luminica (lum feet?) reflejada desde el suelo
(Contral) y el tratamiento de malla a 1.2 m de altura se determin6 con sensor
HOBBO® cada una hora.



2.6. Determinaciones analiticas
2.6.1. Color y tamafio de frutos

El color de los frutos se determiné con colorimetro digital (Minolta
Chroma Meter CR-10 y CR-300 en los experimentos de Uruguay y Espafia,
respectivamente), efectuando 2-3 mediciones en la zona ecuatorial del fruto. En
los experimentos realizados a las plantas completas (A al Gy N al S) los frutos
se seleccionaron al azar, y en los realizados a frutos individuales, marcados e
identificados (H al M), se midieron todos los frutos. Con los valores de CIELab
(Uruguay) y Hunter Lab (Espafia) se calcul6 la relacion a/b, el indice de color
para citricos ICC [(1000xa):(Lxb)], variable que involucra todas los parametros
del color y se ha citado como uno de los mejores indicadores para determinar
el color de los frutos citricos (Jiménez-Cuesta et al.,, 1981), el croma o tinta
[V(@* + b?)] y el angulo Hue [ArcTg(a:b)].

El tamafio de los frutos se midié bajo las mismas condiciones a través

del diametro ecuatorial de los mismos con calibre digital (definicion 0.01mm).

2.6.2. Pigmentos, contenidos hormonales y nutricion ales en el flavedo del

fruto 6 en la corteza del pedunculo

En los experimentos A al M, se extrajo con bisturi el flavedo proveniente
de la zona ecuatorial de los frutos, prestando especial atencién en no
contaminar la muestra con albedo. En los experimentos K al M se extrajo el
tejido del pedunculo del fruto compuesto por epidermis, cortex y floema
(corteza), con excepcién del lefio (xilema y médula). En todos los casos las
muestras se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y se
almacenaron en freezer a -20C. Las muestras para determinar clorofilas,
carotenoides y ABA de los experimentos | y J se molieron congeladas, mientras
gue las destinadas al andlisis de carbohidratos solubles, nitrégeno y acido
abscisico de los demas experimentos se liofilizaron y posteriormente se

molieron.
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2.6.2.1. Pigmentos

La extraccion de pigmentos se realiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Rodrigo et al. (2003). Las clorofilas se extrajeron del material
vegetal congelado (0.5 g) con N,N-di-metil-formamide (C3H;NO), se
determinaron midiendo la absorbancia a 644 nm y 662 nm de longitud de onda,
y se cuantificaron con las ecuaciones proporcionadas por Smith y Benitez
(1955). Los carotenoides se extrajeron en una solucién de tampén Tris-HCL 50
mM pH 7.5, NaCl 1 mM y metanol (MeOH). La fase organica se seco y
saponific6 usando una solucion KOH (10%). Los carotenoides fueron
subsecuentemente re-extraidos con eter dietilico. Una alicuota del extracto se
uso para cuantificar el contendido total de carotenoides a través del especto de
absorcion de los extractos saponificados. Se registraron los picos de maxima
absorbancia y el contenido total se calculé midiendo la absorbancia a 450 nm
de acuerdo a Davies (1976), usando el coeficiente de extincion de B-caroteno
(E*=2500). Los extractos se secaron en evaporador rotatorio y se
almacenaron a -20°C hasta su analisis por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC). Posteriormente, se disolvieron en MeOH:acetona (2:1 v/v)
y se determinaron en HPLC, usando columna Cjo Carotenoid 250x4.6 mm,
5um, adjunta a una precolumna 20x4 mm, 5um. Los carotenoides fitoeno,
fitoflueno, luteina, B-caroteno, B-criptoxantina, B-citraurina y cis-violaxantina se
identificaron de acuerdo a sus tiempos de retencién, absorcién y espectro fino,
de acuerdo a la metodologia propuesta por Rodrigo et al., (2006). Todas las
operaciones se realizaron en hielo y en oscuridad para prevenir la

fotodegradacion, isomerizacion y los cambios estructurales de los carotenoides.

2.6.2.2. Etileno

La tasa de produccién de etileno se determiné en frutos enteros por
cromatografia gaseosa. Se colocaron entre 2 y 5 frutos en un recipiente
cerrado herméticamente durante 2-3 horas a temperatura ambiente. Tres
alicuotas de 2 ml de aire se extrajeron e inyectaron en cromatégrafo con

columna Porapack Q (largo: 2 m, diametro interno: 2 mm), con temperaturas de
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130, 80 y 110C en el inyector, columna y detector de ionizacion de llama
respectivamente. Se utilizé nitrégeno como gas portador a un flujo de 45 mL
min™.

En el flavedo de los frutos se determiné la actividad de la ACS (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa) siguiendo la metodologia propuesta por
Acaster y Kende (1983) y Cohen y Kende (1987), con modificaciones menores.
Brevemente, a partir de 0.5 g de material liofilizado se realizd la extraccion con
tampén fosato 250 mM, pH 8, DTT 4 mM, fosfato de piridoxal 0.4 uM (5% p/v),
PVP (5%) y el inhibidor de proteasas (8 uL). La solucién se centrifugé a 7000 g
y se agregd 1 mL de extracto al tampdn de incubacién [fosato 250 mM, pH 8,
DTT 5 mM, fosfato de piridoxal 10 uM, EDTA 1mM y 100 pL de S-adenosyl-Met
(SAM, 5 mM)]. La muestra se incubd 30 minutos a temperatura ambiente. Se
agreg6 100 pL de HgCl 20 mM y 100 pL de solucién saturada de NaOH:lejia
(1:1 viv), e inmediatamente se cerraron los tubos herméticamente. La muestra
se incub6 en hielo durante 10 minutos. Se extrajeron 5 mL de aire y se
inyectaron en nuevos tubos herméticos. La concentracion de etileno se midio
en cromatoégrafo de gases de acuerdo al procedimiento descrito para frutos

enteros.

2.6.2.3. Acido abscisico

La determinacién de ABA se realizé por el método de ELISA indirecto
con doble anticuerpo de acuerdo a la metodologia propuesta por Zacarias et al.
(1995) y Lafuente et al. (1997). En breve, la extraccion se realiz6 a partir de 0.2
g de tejido liofilizado en oscuridad, a 4T, durante 6 horas. Se utiliz6 como
extractante acido citrico 2.5 mM, butilhidroxitolueno 4.5 mM, en acetona 80%.
Los extractos se centrifugaron 5 minutos a 15000 g. El sobrenadante se diluyé
en tampoénTris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 500 mM (TBS) a 4°C, se agregé el
anticuerpo monoclonal (MAB) y se mantuvo durante 16 horas en oscuridad a
4°C. Se utiliz6 TBS-Tween con albumina bovina (0.1% p/v) como solucién de
lavado. Se incubé con proteina IgG de ratén (0.1% en TBS) durante 2 horas en
oscuridad a temperatura ambiente. Se agreg6 fosfato de nitrofenol (0.1% en
NaHCO; pH 9.6) como sustrato. La placa se incub6 a 37C y se ley6 con lector

de placas a 405 nm.
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2.6.2.4. Giberelinas 1y 4 (GA 1y GAy)

La determinacién de GAs se realizd6 por cromatografia liquida vy
espectrometria de masas (LC-MS/MS), siguiendo la metodologia propuesta por
Chiwocha et al. (2003), con modificaciones menores. A partir de 200 mg de
muestra liofilizada y molida con nitrégeno liquido, se realiz6 la extraccién con 5
ml de solucién de extraccion MeOH:H,O:HOAc (80:19:1, a pH 1-3). Se
agregaron 100 ng de estandares deuterados (*H,-GAs, Ha-GA,), se agitaron en
vortex, y se colocaron a 4°C por 12 horas. Posteriormente, se centrifugé a 290
g durante 10 minutos, separando el sobrenadante del pellet para la
evaporacién de la fase acuosa. Luego, mediante particién por dos veces con
acetato de etilo (C4HsO,), acidificado con HOAc (1%), se reunid la fase
organica para ser evaporada a sequedad. Se re-suspendié con metanol para
su purificacion con cartucho C18 (Sep-Pak, Waters-Millipore), la fraccion con
GAs, se llevo a sequedad en SpeedVac. La muestra se disolvié con 100 uL de
MeOH (100%) para su identificacion y cuantificacion en LC-MS/MS. Se
inyectaron 10 pl en un cromatégrafo liquido (Alliance 2695, Waters Inc),
provisto de una columna Restek Cig (2.1 x 100 mm, 5 pym), a 25°C. Se utiliz6
un gradiente que comenz6 (40% MeOH: 60% H,O:HOACc al 0.2%) a un flujo de
0.2 mL min™. Las muestras se analizaron a través de un doble quadrupolo
(Quatro Ultima™ Pt., Micromass, UK), utilizando la fuente de iones en modo
negativo y un capilar de ionizacion por electrospray (ESI). Las GA; y GA, se
identificaron por comparacion de tiempos de retencién con el estandar puro, y
los iones se monitorearon por reaccion mdltiple (funcibn MRM), siguiendo las
masas moleculares y las masas de transicion para GA; y “H,-GA;: 348 > 242 y
350 > 244, mientras que para GA; y °H.-GAs: 332 > 244 y 334 > 246. La
cuantificacion se hizo sacando la relacion de areas enddgeno/deuterado, y
extrapoladas a través de una curva de calibracion elaborada con

concentraciones conocidas.
2.6.2.5. Carbohidratos solubles

Los carbohidratos solubles se extrajeron con etanol (80%, v/v) a 85T, a

partir de 100 mg de muestra liofilizada, de acuerdo a Rivas et al. (2006). Se



agreg6 0.1 mL de fucosa (60 mg mL ™) como estandar interno. Se centrifugé a
15000 g. El sobrenadante se evapord con vacio hasta 0.5 mL a 40C. Se
purificd con columna catiénica a pH 4.5 (Dowex® 1 x 4-100 50-100 Mesh),
suspendida en HCI 2 M, columna ani6nica a pH 7.5 (Dowex® 1 x 4-100 50-100
Mesh), suspendida en Na,CO3 1 M, filtro de nylon (membrana de 0.45 um,
Waters-Millipore) y cartucho C18 (Sep-Pak, Waters-Millipore). Las muestras
purificadas se secaron con vacio a 40C y se disolv ieron en 60 uL de agua mQ.
Una alicuota de 20 pL fue analizada por HPLC en un Spectra HPLC System®
con columna APS-2 Hypersil, 250x4.6 mm adjunta a una precolumna (20x0.65
mm), conectadas a un refractbmetro RI150 y una bomba de vacio P2000. Se
utilizé una solucién de acetonitrilo:agua (80:20) como solvente, a un flujo de 1
mL min™* durante una corrida de 15 minutos. Los aztcares fructosa, glucosa y
sacarosa se identificaron por comparacién del tiempo de retencion con
muestras de patrones puros y se cuantificaron por extrapolacién con una curva
de calibracién elaborada con concentraciones conocidas de cada azucar. Se
utilizé un factor de correcciéon dependiente de la recuperacion de fucosa y los
resultados se expresaron como mg de azticar por gramo de peso seco (mg g™
PS).

2.6.2.6. Nitrogeno (N-NH 4, N-Prot, N-NO 3™+ NO>)

Las fracciones de nitrdgeno amoniacal (N-NH4"), proteico (N-Prot) y
nitratos mas nitritos (N-NO3z+NO;) se determinaron de acuerdo a las
metodologias propuestas por Maquieira et al., (1984), Raigén et al. (1992) y
Beljaars et al. (1994), con modificaciones menores.

La extraccion de N-NH4" y N-Prot se realiz6 con &cido tricloracético, 5%
(TCA) a partir de 500 mg de muestra liofilizada y se agité durante 15 minutos a
4T. Se lavé tres veces con TCA, y el sobrenadante se filtr6 y se almacené a
4T. La fraccibn amoniacal se determiné con especto fotémetro en equipo
FlAstar 5000 Analyzer®, se utilizé6 agua mQ como transportador. Los reactivos
derivatizantes fueron NaOH, 0.5 M seguidos de amonio indicador 280 mM,
NaOH, 0.5 mM en etanol:agua 1:20 respectivamente, diluidos al 2%.

La fraccibn N-Prot se determind con el método de micro-Kjeldahl

descrito por Magquieira et al. (1984) con modificaciones. Al residuo soélido
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resultante de la extraccion de N-NH;" se le agregé 3 g de catalizador
(K2S04:CuS04:Se en una relaciéon 10:1:0.1), 10 mL de &cido sulfdrico (96%) y
10 mL de peréxido de hidrogeno (35%). La digestion se realiz6 durante 30
minutos a 450C. Se agregd 50 mL de agua destilada y se destild6 durante 4
minutos en equipo Foss Kjeltec 2200 Auto Destillation®. Se utiliz6 NaOH (40%)
como alcalinizante y acido bérico como solucion indicadora (HsBO3 2%, rojo de
metilo y verde de bromocresol). Se realizé la valoracién con acido clorhidrico
(0.1 N).

La fraccidn de nitratos y nitritos se analizé de acuerdo a Beljaars et al.
(1994), a partir de una muestra de 500 mg de material liofilizado. Se agit6
durante 30 minutos con agua mQ (50 mL) y se filtr6. Los N-NO3+NO; se
determinaron por espectrofotometria (540 nm) en equipo FIAstar 5000
Analyzer®, con columna de reduccién de cadmio (para reducir nitratos a
nitritos). Se utiliz6 agua mQ como transportador y como reactivos
derivatizantes NH4Cl 1.0 M, NH,OH, pH 8.5, sulfanilamida, HCI 0.6 N, 1% (p/v)
y N-1-naftil-etilendiamina, 0.1% (p/v).

2.6.3. Maduracion interna

El porcentaje de zumo se determiné por peso a partir de 3-5 frutos por
repeticién. El contenido de soélidos solubles se determiné con refractometro
digital (°Brix), se realizaron dos mediciones por repeticion. La acidez titulable
(%) se analizé en 10 mL de zumo, por valoracién con NaOH (0.1 N) y 3 gotas
de fenolftaleina (1% en etanol 95%) como solucién indicadora. Se calculé el
indice de madurez (ratio) a través del cociente entre los sélidos solubles y la

acidez titulable.

2.7. Andlisis estadisticos

Las variables continuas (color, diametro, pigmentos, ABA, GAs, N y
CHOs) se analizaron ajustando modelos lineales generales (ANOVA) donde se

efectuaron comparaciones entre los cultivares, tratamientos y fechas (cuando
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se midieron mas de una vez), y sus interacciones. En los modelos donde se
compararon distinto nimero de tratamientos segln cultivar, se consideré el
efecto anidado de tratamiento dentro del cultivar. Las medias de los efectos
significativos fueron comparadas usando la prueba de Tukey. En el caso de
mediciones en mas de un momento, se model6 la correlacién entre mediciones
segun modelos autorregresivos de orden 1 o simétrica compuesta. Se usé el
procedimiento MIXED del paquete estadistico SAS version 9.1.3 (SAS Institute,
Cary, NC, 2005).

Para estudiar la proporcién de frutos cosechados, se ajustaron modelos
lineales generalizados asumiendo distribucion binomial de la variable analizada
con funcién de enlace logit (Ln [p/(1/p)]). Las pruebas estadisticas usadas
fueron de razén de verosimilitud (LRT). Se usé el procedimiento GLIMMIX del
mismo paquete estadistico.

En algunos casos especificos (ICC, CHOs, N) también se usaron
modelos lineales generales de medidas repetidas en el tiempo donde se
compararon curvas de evolucién. Las mismas fueron de tipo polinomial de
hasta grado 3. Las curvas de los diferentes tratamientos fueron comparadas
mediante contrastes. Tambien se compararon grupos de tratamientos
(anillados y no anillados).

El estudio de la variable subjetiva ICC segln cartilla colorimétrica
(experimentos del afio 2004), fue efectuada ajustando modelos lineales
generalizados asumiendo una distribucién multinomial ordinal de la misma. Se
compararon los perfiles de distribucion de los valores de ICC segun cultivar,
tratamiento, fecha e interacciéon. La comparacion de los efectos significativos se
efectud por contrastes. Se uso el procedimiento GLIMMIX.

Para comparar las series de clima segun tratamiento y localidad (Ta, Ts),
se efectud un estudio descriptivo contando la proporcién de horas con valores
por debajo o encima de cierto umbral (25°C, 22°C, 21°C, 18°C, 15°, 13°C, 7°C),
0 la proporcion de dias (en el caso de la amplitud térmica) cuya diferencia

superaba determinado umbral (10°C).

51






3. Resultados






3.1. Factores enddgenos relacionados con la colorac  i6n del flavedo

3.1.1. Alteracién de la evolucién del color: clorof  ilas y carotenoides

3.1.1.1. Color del flavedo

La aplicacion de acido giberélico (GAs) y norflurazona (NFZ), tanto a la
planta completa como a frutos individuales, se hizo previo al inicio del cambio
de color de los frutos. En Uruguay en los experimentos realizados a la planta
completa, los valores promedio del indice de color para citricos (ICC CIELab)
en el momento de la aplicacion fueron: -25 en las Satsumas cvs. ‘Okitsu’ y
‘Owari’, -11 en ‘Navelina’, -15 en ‘Washington navel' y -7 en ‘Navelate’. En el
experimento realizado a frutos individuales con el cv. ‘Washington navel’, el
ICC inicial fue -9. En Espafia en los experimentos realizados a frutos
individuales se hicieron en el cv. ‘Valencia Late’ en dos localidades (UPV y
Lliria). En el experimento en UPV, el ICC de los frutos en el momento de la
aplicacion fue -15 y en Lliria, dénde se realizaron dos aplicaciones, de -14 y -3.

En Uruguay, en los experimentos realizados a planta entera, los frutos
control iniciaron el cambio de color 15-20 dias después del tratamiento en
‘Okitsu’ y 55 en ‘Owari’; 15 dias en ‘Navelina’, 20 dias en ‘Washington navel’ y
25-30 dias en ‘Navelate’. Desde el momento de la aplicacion hasta la
recoleccion, los frutos de la cultivar ‘Navelina’ presentaron significativamente
mayor grado de desverdizado que los de ‘Washington navel’ y ‘Navelate’, y los
de éstas no se diferenciaron entre si hasta 60 dias después del tratamiento
para ‘Washington navel' y 50 dias para ‘Navelate’, cuando los frutos de la
primera exhibian coloracion méas naranja (ICC: +4.9) que los de la segunda
(ICC: +3.5). Notese que en ambos cultivares los valores de ICC ya eran
positivos.

En todos los experimentos el GA; (10 6 20 mg L™) retrasé el
desverdizado de los frutos, mientras que la aplicaciébn de NFZ no provocé
cambios significativos (Figura 5). En el cv. ‘Okitsu’ de la mandarina Satsuma,
las diferencias del tratamiento de GAs; respecto al control alcanzaron la

significacién estadistica a los 45 dias del tratamiento, cuando el ICC de los
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frutos tratados era mas de tres veces mayor que el de los controles (Tabla 4).
En el cv. ‘Owari’, las diferencias del GAz respecto del control y de la aplicacion
de NFZ comenzaron a observarse a partir de los 60 dias del tratamiento (Tabla
4), alcanzando significacién estadistica en todas las variables del color
evaluadas. En los naranjos, los frutos tratados con GA; se diferenciaron
estadisticamente de los control a partir de los 15 dias del tratamiento para el
caso de ICC y de 28 dias para el resto de las variables de color estudiadas. Por
el contrario, los tratados con NFZ no lograron diferenciarse de los control en
ninguna de las mediciones hasta la recoleccion (40, 60 y 70 dias después del
tratamiento para el caso de ‘Navelina’, ‘Washington navel y ‘Navelate’

respectivamente).

Figura 5. Frutos de mandarino Satsuma cv. ‘Owari’ control y tratados antes del cambio
de color con norflurazona (NFZ 1mM) y &cido giberélico (GA; 10 mg L™), a los 70

dias de la aplicacién (afio 2005).
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Tabla 4. Evolucion del indice de color (ICC) de frutos de Satsuma cvs. ‘Okitsu’ y
‘Owari’, control y tratados antes del cambio de color con NFZ (1 mM) y GA; (10 mg L

1. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 10 frutos cada una (afio 2005).

) ] Dias después del tratamiento
Cultivar  Tratamiento

45 60 70 90
) Control -2.37a’A 3.33aA 6.51aA 9.86aA
‘Okitsu’
GA; -8.39b -6.67b -6.62b 4.43b
Control -11.14B -7.08aB -2.15aB 6.10a B
‘Owari’ NFZ -12.36 -7.82a -2.03a 5.87 a
GA; -12.74 -10.80b -9.89b -255b

“Letras minusculas diferentes en una misma columna y para un mismo cultivar indican
diferencias significativas (p< 0.05)

YLetras mayusculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas
entre cultivares (p< 0.05)

Con respecto al patrén de evolucién del color, en todos los casos las
curvas ajustadas del ICC evidenciaron diferencias significativas entre el
tratamiento de GAz; y el de NFZ y el control, que no se diferenciaron
significativamente entre si. El color de los frutos tratados con GA; evoluciond
mas lentamente que el de los otros dos tratamientos en todas los cultivares. En
la Figura 6 se presenta la evolucion del color de frutos de naranjo ‘Washington
navel’ y sus mutantes ‘Navelina’, de maduracion temprana, y ‘Navelate’, de

maduracion tardia.
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Figura 6. Curvas ajustadas de la evolucion del indice de color (ICC) de frutos de

naranjo

dulce ‘Navelina’ de maduracion temprana (A), ‘Washington navel’ de

maduracion intermedia (B) y ‘Navelate’ de maduracién tardia (C), procedentes de

arboles control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y acido giberélico (GA3; 20 mg

LY. Las curvas se ajustaron utilizando en cada fecha 30-40 frutos por tratamiento (afio

2005). d: dias post tratamiento.
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Las aplicaciones realizadas a frutos individuales en el cv. ‘Washington
navel’ dieron resultados similares en Uruguay, donde el tratamiento con NFZ no
afect6 la evolucion del color de los frutos, mientras que la aplicacion de GAs
retrasé su entrada en color y su intensidad final respecto de los frutos sin tratar
(Tabla 5).

Tabla 5. indice de color (ICC) de frutos de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ control
y tratados con NFZ (2 mM) y GA; (10 mg L™) antes del cambio de color, al inicio y al
final del experimento. Cada valor es la media de 5 repeticiones de 5 frutos cada una
(2006).

) ICC inicial ICC final
Tratamiento
(30/03/06) (26/05/06)
Control -9.17 441 a*
NFZ -9.23 4.02 a
GA; -9.14 0.59b

“Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (ps< 0.05)

En los dos experimentos realizados en Espafia, la NFZ no retrasé la
entrada en color de los frutos, pero, sin embargo, disminuy6 la intensidad de
color alcanzada por éstos (Figura 7). Esta diferencia se debi6,
fundamentalmente, a la disminucién del valor de la variable ‘a’ de HunterLab. El
GAg3, en ambos experimentos, por el contrario, retrasé el inicio del cambio de
color y ademas su intensidad final, de forma similar a lo ocurrido en Uruguay.
En la localidad de Lliria, donde el experimento se mantuvo hasta que los frutos
reverdecieron, a los seis meses de realizadas las aplicaciones los frutos
tratados con NFZ se igualaron en color a los frutos control, mientras que los

tratados con GA; permanecieron mas verdes que aquellos (Figura 7).
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Figura 7. indice de color (ICC) de frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Late’ en las localidades UPV (A) y Lliria (B), procedentes de arboles
control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y 4cido giberélico (GA; 10 mg L™) el 3 y el 11 de noviembre, en UPV y Lliria respectivamente.
Cada valor es la media de 3 repeticiones de 10 frutos cada una (UPV) o de 5 repeticiones de 20 frutos cada una (Lliria), (2008-09). En la
Figura B, la linea vertical indica el momento en el cual los frutos control de Lliria alcanzaron la misma coloracién que en UPV al final del

experimento.
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En Lliria se evalu6 también, la evolucion de la temperatura ambiente y
del suelo (Figura 8). El inicio del cambio de color (ICC = 0, 11/12) se logr6
después de un mes con temperaturas del suelo por debajo de 13°C. Del mismo
modo, el inicio del reverdecimiento (21/03) comenzé a darse cuando la misma
se elevo por encima de dicho umbral (a partir de marzo-abril), y los valores de
ICC volvieron a ser negativos (29/06, Figura 7) después de permanecer 20 dias
con la temperatura del suelo por encima de 20°C (Figura 8).
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Figura 8. Evolucion de la temperatura ambiente (Ta) y del suelo (Ts) a lo largo de la
época de maduracion del fruto y hasta su reverdecimiento en la localidad de Lliria.
Valores para 2008-09. Las lineas horizontales indican 13°C y 20°C.

3.1.1.2. Pigmentos en el flavedo

En los experimentos de Espafa, sobre frutos individuales, la
concentracion de clorofilas presente en el flavedo de los frutos fue diferente en
ambas localidades. En la UPV, la concentraciéon de la clorofila a disminuy6
desde 12.5 pg g™PF en promedio, al inicio del experimento, hasta 6.8 ug g™*PF,

2.3 yg g'PF y 2.1 ug g*PF a mediados de enero en los frutos tratados con
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GAs, NFZ y sin tratar, respectivamente. En Lliria, la concentracion se redujo de
47 ug g *PF al inicio, hasta 12.4 pg g™*PF en los frutos tratados con GAs, 6.2 ug
g'PF en los tratados con NFZ y 3.4 ug g'PF en los controles a fines de
febrero. El tratamiento con NFZ no afecté la degradacion de clorofila a en
ninguno de los experimentos, mientras que la aplicacion de GAgz inhibié su
pérdida partir de los 15 6 20 dias, dependiendo del experimento, de modo que
los frutos tratados presentaron mayor concentracion que los control y tratados
con NFZ (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de clorofila a en el flavedo de frutos de naranjo dulce cv.
‘Valencia Late’ en las dos localidades de Espafia, UPV (A) y Lliria (B), procedentes de
arboles control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y acido giberélico (GA; 10 mg
L™ el 3y el 11 de noviembre, en UPV y Lliria respectivamente. En la Figura B, la linea
vertical indica el momento en el cual los frutos control de Lliria alcanzaron la misma

coloracién que en UPV al final del experimento.

La concentracién total de carotenoides del flavedo se incrementé en
ambos experimentos durante el periodo estudiado, aunque el efecto de los
tratamientos fue diferente entre experimentos. En la UPV aumenté desde 12 ug
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g'PF a mediados de noviembre, hasta 50 pyg g*PF a mediados de enero, en
los frutos control y tratados con NFZ, y solo hasta 30 yg gPF en los tratados
con GAgs. En Lliria el incremento en los frutos control y tratados con GA; fue de
20 pg g*PF a 40 pg g'PF, mientras que en los tratados con NFZ superd los 70
ug g'PF a finales de febrero (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de carotenoides totales en el flavedo de frutos de naranjo
dulce cv. ‘Valencia Late’ en las dos localidades de Espafia, UPV (A) y Lliria (B),
procedentes de arboles control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y &cido
giberélico (GA; 10 mg L™) el 3 y el 11 de noviembre, en UPV y Lliria respectivamente.
En la Figura B, la linea vertical indica el momento en el cual los frutos control de Lliria
alcanzaron la misma coloracion que en UPV al final del experimento.

En Lliria la aplicacion de NFZ incrementé la concentracién de
carotenoides lineales incoloros, fitoeno y fitoflueno, desde 5 ug g*PF y 0.3 ug
g'PF, respectivamente, a 27 pg g*PF y 2.5 ug g'PF al principio y final del

experimento (Figura 11). La aplicacién de GAz no alter6 significativamente su
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concentraciéon. Una respuesta similar se obtuvo en la UPV, aunque con valores
marcadamente inferiores (datos no presentados).

La concentracién de B-caroteno disminuy6 con el tiempo desde valores
préximos a 0.8 g g*PF a mediados de noviembre hasta desaparecer a finales
de febrero (Figura 11). La de luteina varié entre 2.4 ug g*PF y 0.5 ug g'PF
(Figura 11). La aplicacion de GA3z consiguid6 mantener concentraciones de -
caroteno y luteina significativamente superiores a las del control a lo largo de
todo el periodo en estudio. La NFZ no alteré significativamente su
concentracién respecto del control (Figura 11). En la UPV los resultados fueron
similares, aunque, al igual que en el caso anterior, marcadamente inferiores
(datos no presentados).
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Figura 11. Concentracion de fitoeno (A), fitofluoeno (B), luteina (C ) y B-caroteno (D)

en el flavedo de frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Late’, procedentes de arboles



control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y &cido giberélico (GA; 10 mg L) el

11 de noviembre, Lliria (Espafia).

Los carotenoides responsables de la coloraciéon (B-criptoxantina, [-
citraurina y cis-violaxantina), aumentaron con el tiempo en las dos localidades
en estudio (Figura 12), en correspondencia con el incremento del ICC (ver
Figura 7). En Lliria, donde se dejaron los frutos hasta reverdecer, la
concentracion de estos pigmentos descendié también de un modo paralelo al
descenso del ICC. Los frutos tratados con GAgs, presentaron consistentemente
una concentracion significativamente mas baja de B-criptoxantina, de B-
citraurina y de cis-violaxantina (Figura 12) durante el periodo de cambio de
color de los frutos, con independencia de la localidad. Los frutos tratados con
NFZ presentaron en términos generales menor concentracién que los control
(Figura 12), aunque en Lliria la concentracidon de estos tres pigmentos siguio
creciendo aun cuando la del resto de los tratamientos habia iniciado ya su
descenso. En estos casos, sin embargo, las concentraciones en la UPV fueron

similares a las de Lliria (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de carotenoides B-criptoxantina (A y B), B-citraurina (Cy D) y
cis-violaxantina (E y F) en el flavedo de frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Late’,
procedentes de arboles control y tratados con norflurazona (NFZ 1 mM) y &cido
giberélico (GA; 10 mg L), en las dos localidades de Espafia, UPV (A, C y E) y Lliria
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(B, D, F). En Lliria la linea vertical indica el momento en el cual los frutos control

alcanzaron la misma coloracion que en UPV al final del experimento.

3.1.1.3. Acido abscisico en el flavedo

En el experimento de mandarino Satsuma cv. ‘Okitsu’, realizado a planta
entera en Uruguay, se observaron diferencias significativas entre el color de los
frutos control y tratados con GA; a los 45 dias del tratamiento, acompafiadas
de diferencias asimismo significativas, en la concentracion de ABA (Tabla 6).
En el cv. ‘Owari’, la concentracion de ABA en el flavedo aumento
concomitantemente con el cambio de color. Asi, en nuestro experimento, el ICC
pas6 de -11.14 a +6.10 en 45 dias, al mismo tiempo que la concentracién de
ABA lo hizo de 0.13 a 8.27 pg g* PS (Tabla 6). Por otra parte la aplicacién de
GA; retraso la coloracion, y ésta junto con una menor concentracion de ABA,
alcanzé la significacion estadistica a partir de los 70 dias del tratamiento. La
NFZ, por el contrario, no modificé significativamente la coloracion ni la
concentracién de ABA del flavedo (Tabla 6).

En los naranjos dulces cvs. ‘Navelina’, ‘Washington navel’ y ‘Navelate’, la
aplicacion de GA; también retardd significativamente la coloraciéon (ICC) del
fruto, pero solamente en el cv. ‘Navelina’ redujo a su vez, la concentracion de
ABA (Tabla 7). En los otros dos cvs. ésta fue ligeramente més baja, pero no
alcanzd la significacion estadistica. Al igual que para el mandarino Satsuma, la
aplicacion de NFZ se mostré ineficaz en la alteracion del color y de la
concentracién de ABA (Tabla 7). Es de destacar que los analisis del color y
ABA se hicieron en fechas distintas respecto del momento de la aplicaciéon de

GA; 0 NFZ para cada uno de los tres cultivares.
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Tabla 6. indice de color (ICC) y concentraciéon de &cido abscisico en el flavedo de frutos de Satsuma cvs. ‘Okitsu’ y ‘Owari’ procedentes, de

arboles control y tratados antes del cambio de color con NFZ (1 mM) y GA; (10 mg L™). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 10 frutos

cada una (afio 2005).

ICC ABA (ug g*PS)
Cultivar  Trat Dias post tratamiento Dias post tratamiento
45 70 90 45 70 90
Okitsur Control -2.37a° - - 0.67 a - -
GA; -8.39b - - 0.19b - -
Control -11.14CY -2.15a8B 6.10aA 0.13C 6.35aB 8.27aA
‘Owari’ NFZ -1236C  -2.03aB 5.87aA 0.16C 525abB 7.56aA
GA; -12.74C -989bB -255bA 0.02B 357bA 284bA

“Letras minlsculas diferentes en una misma columna y para un mismo cultivar indican diferencias significativas (ps 0.05)
YLetras mayusculas diferentes en una misma fila y para una misma variable (ICC o ABA) indican diferencias significativas (p< 0.05)
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Tabla 7. indice de color (ICC) y concentracion de acido abscisico en el flavedo de frutos de naranjo dulce cvs. ‘Navelina’, ‘Washington navel' y
‘Navelate’ a los 15, 30 y 50 dias después del tratamiento (DPT), respectivamente. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada
una (afio 2005).

‘Navelina’ ‘Washington navel’ ‘Navelate’

) 15 DPT (1/04/05) 30 DPT (15/04/05) 50 DPT (20/05/05)
Tratamiento

ABA ABA ABA

ICC 1 ICC " ICC "
(Mg g~ PS) (Hg g~PS) (Mg g~PS)

Control -4.27 &* 1.60 a -4.42 a 1.59 3.50a 2.84

NFZ -5.77 ab 1.10 ab -5.25a 1.22 3.55a 2.63

GA; -6.31b 0.64b -6.77b 0.86 -0.77b 2.32

“Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05)
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En los tratamientos realizados en Uruguay a frutos individuales de
naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, la aplicacién de NFZ, que no modifico el
color de los frutos, tampoco alteré significativamente la concentracion de ABA
en el flavedo (Tabla 8). La aplicacion de GAs, que disminuyd el ICC respecto

del control, redujo significativamente la concentracion de ABA.

Tabla 8. indice de color (ICC) y concentracién de acido abscisico en el flavedo de
frutos de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ (2006, Uruguay) tratados antes del
cambio de color con NFZ (2 mM) o GA; (10 mg L™), a los 60 dias de efectuados los

tratamientos. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

) ABA
Tratamiento ICC 4
(Mg g~PS)
Control 441 a* 1.21a
NFz 4.02 a 1.04 ab
GA; 0.59b 0.79b

“Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05)

En Espafia, la concentracion de ABA en el flavedo de frutos maduros de
naranjo dulce ‘Valencia Late’ fue de 0.32 pg g*PF y 0.35 pg g'PF en Lliria y la
UPV, respectivamente. Al final del verano, cuando los frutos comenzaron a
reverdecer, la concentracién en Lliria descendié a niveles de 0.05 pg gPF
(Tabla 9). La aplicacién de NFZ disminuyé la concentracién de ABA del flavedo
respecto del control, de un modo paralelo a la acumulacién de carotenoides
lineales (ver Figura 11) y a las variaciones del ICC (Tabla 9). El tratamiento con
GA3, sin embargo, no alteré significativamente la concentracion de ABA
respecto de los frutos sin tratar, a pesar de haber retrasado el color de los

mismos.
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Tabla 9. indice de color (ICC) y concentracion de &cido abscisico en el flavedo de frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Late’ (2008-09,

Espafia), tratados antes del cambio de color con NFZ (1 mM) o GA; (10 mg L™). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

ABA
ICC
Localidad Tratamiento (g g*PF)
24/11 10/12 30/12 24/11 10/12 30/12
Control -3.90a*C 1.62aB 4.95aA 0.24B 0.27aB 0.35A
uUprPv NFZ -392acC 1.13abB 396bA 0.17B 0.03bC 0.31A
GA; -537bC -1.03cB 265CcA 026 A 033aA 033A
ABA
ICC "
(ug g"PF)
2/12 23/01 26/06 2/12 23/01 26/06
Control -5.60a C’ 537aA 0.01aB 0.07B 032aA 0.05B
Lliria NFz -439acC 419bA -0.15bB 0.04B 014bA 0.02B
GA; -6.44bC 0.82cA -3.72cB 0.07B 0.28aA 0.07B

“Letras minUsculas diferentes en una misma columna y para una misma localidad indican diferencias significativas (ps 0.05)

YLetras mayusculas diferentes en una misma fila y para una misma variable (ICC o ABA) indican diferencias significativas (p< 0.05)
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3.1.1.4. Carbohidratos y nitr6geno en el flavedo

3.1.1.4.1. Carbohidratos

En todos los experimentos realizados a la planta completa en Uruguay,
se estudio la evolucidon del contenido de fructosa, glucosa y sacarosa en el
flavedo de los frutos. Igualmente se analizé la evolucién conjunta de los dos
azlcares reductores y de los azlcares totales.

La concentracion de azlcares solubles totales del flavedo de los frutos
aumentd durante el proceso de desverdizado. En todas los cultivares
estudiados, los azlcares reductores representaron la mayor proporcién del
total, explicando el incremento general de los azlcares del flavedo. La
concentracion de sacarosa del flavedo se incrementé hasta el inicio del cambio
de color de los frutos, y posteriormente se mantuvo relativamente estable, con
leves variaciones inconsistentes entre cultivares. En la Figura 13 se presentan
los datos de los experimentos realizados el segundo afio con los tres cultivares
de naranjo.

El flavedo de los frutos del cv. ‘Navelina’ presenté mayor concentracion
de azlcares reductores y totales que el de ‘Washington navel’ y ‘Navelate’ a
partir de los 15 dias de iniciados los experimentos. Con respecto a la sacarosa,
el cv. ‘Navelate’ present6 siempre menor concentracion que los otros dos
cultivares.

La comparacién de la concentracién de carbohidratos en el flavedo de
los tres cvs. de naranjo dulce indica que para un indice de color determinado
(independientemente de la fecha), el mas precoz (‘Navelina’) posee mayor
concentracién de azucares totales, que el intermedio (‘Washington navel’) y
tardio (‘Navelate’) (Tabla 10). En los mandarinos, sin embargo, no se encontré
relacion alguna entre la precocidad y la concentracién de azlcares del flavedo
(datos no presentados). Sin embargo, para una fecha dada, el cv. mas precoz

(‘Okitsu’) también poseia una concentracion mayor de azlcares (Tabla 11).
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Figura 13. Azlcares reductores (Fructosa+Glucosa) y sacarosa en el flavedo de frutos
de naranjo dulce cvs. ‘Navelina’ de maduracién temprana (A, B), ‘Washington navel’ de
maduracion intermedia (C, D), y ‘Navelate’ de maduracion tardia (E, F). Influencia de la
aplicacién previa al cambio de color de norflurazona (NFZ 1 mM) y acido giberélico
(GA; 20 mg L™). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una (afio
2005). En ‘Navelina’ y ‘Washington navel' -13 es 4/03/05; en ‘Navelate -15 es
17/03/05.
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Tabla 10. Concentracién de azlcares reductores (Fructosa+Glucosa, mg g'PS) y
sacarosa (mg gPS) en el flavedo de los frutos de naranjo dulce cvs. ‘Navelina’, de
maduracion temprana, ‘Washington navel’, de maduracion intermedia y ‘Navelate’, de
maduracion tardia. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una (afio
2005).

Frutos verdes” Frutos maduros®
Cultivar Azlcares Azlcares
ICC Sacarosa ICC Sacarosa
reductores reductores
‘Navelina’ -4.3 247 a* 153 a 2.4 296 a 164 a
‘Navel’ -4.4 140 b 126 b 2.5 227 b 124 b
‘Navelate’ -4.4 122 b 75 ¢ 21 243 b 82c¢c

“Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05).

YFrutos verdes, corresponden a las siguientes fechas: ‘Navelina’ 1/04/05; ‘Washington
navel' y ‘Navelate’ 15/04/05

*Frutos maduros corresponden a las siguientes fechas: ‘Navelina’ y ‘Washington navel’
28/04/05; ‘Navelate’ 13/05/05

En términos generales, en los naranjos y mandarinos, los frutos tratados
con GAj presentaron menor concentracion de todos los azlcares solubles que
los controles y tratados con NFZ, que fueron iguales entre si. La Unica
excepcion fue el cv. ‘Navelate’ en el afio 2005, en el que no se registraron
diferencias significativas entre tratamientos. Existe, por tanto, una relacion
entre el retraso en la toma de color de los frutos tratados con GA; (ver Figura 6,
Tabla 4) y el menor contenido en azucares del flavedo (Figura 13, Tablas 10y
11).

Las aplicaciones realizadas en Uruguay a frutos individuales en el cv.
‘Washington navel’ proporcionaron resultados similares; el tratamiento de NFZ
no alterd la concentracion de azlcares del flavedo, mientras que la aplicacion
de GA; disminuyd levemente, la concentracion de azlcares reductores, sin

afectar la de sacarosa (Tabla 12).
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Tabla 11. Concentracién de azucares solubles totales (Fructosa+Glucosa+Sacarosa, mg g™ PS) en el flavedo de frutos de mandarino Satsuma

cv. ‘Okitsu’ de maduracién muy temprana y ‘Owari’ de maduracién temprana, procedentes de &arboles control y tratados antes del cambio de

color con norflurazona (NFZ 1 mM) y &cido giberélico (GA; 10 mg L™Y). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una (afio

2005).

Cultivar Tratamiento

Dias Post Tratamiento

0 15 30 45 60 70 90
‘Okitsu’ C - - - 256a’C’ 30laC# 354aB# 381 A
GA; - - - 161bC 164bC 219bB 338 A
‘Owari’ C 102 E 129D 148 aD 209acC 199C 287 aB 364 aA
NFZ 9E 121D 115b D 171abC 181C 290aB 368aA
GA; 96 E 121D 109b D 151bC 149C 235bB 303b A

“Letras minUsculas diferentes en una misma columna y para un mismo cultivar indican diferencias significativas (ps 0.05)

YLetras mayusculas diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0.05)

# indica diferencias significativas entre cultivares (p< 0.05)
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Tabla 12. Concentracion de azicares reductores (fructosa, glucosa) y sacarosa (mg g™
PS) en el flavedo de frutos de naranjo ‘Washington navel’ (2006, Uruguay) tratados
antes del cambio de color con NFZ (2 mM) o GA; (10 mg L™), a los 60 dias después
del tratamiento. Cada valor resulta del promedio de 3 repeticiones de 5 frutos cada

una.

Tratamiento Fructosa Glucosa Sacarosa

C 98.3a* 118.6 a 93.3
NFzZ 97.7a 1212 a 93.1
GA; 77.0b 100.7 b 89.5

“Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).

3.1.1.4.2. Nitrégeno

En Uruguay, en los experimentos realizados a la planta completa, la
concentracién de nitrégeno total en el flavedo de los frutos disminuy6 en todos
los cultivares con el avance del cambio de color. En los mandarinos evolucion6
desde 1.0% del peso seco al inicio del experimento, hasta 0.5% al final (Tabla
13), y en los naranjos la variacién fue de 0.85% a 0.4% (datos no presentados).
La fraccion proteica (N-P) represento entre el 98% y el 99% del nitrégeno total
(NT), mientras que el porcentaje restante correspondié a la fraccion amoniacal
(N-NH4"); no se detectaron nitratos ni nitritos en el flavedo.

El efecto de los tratamientos de GA3; y NFZ sobre la concentracion de N-
P y NT en el flavedo no fue consistente. En los experimentos realizados el
primer afio con naranjos (datos no presentados) y el segundo afio con
mandarinos (Tabla 13), los frutos tratados con GAz; mantuvieron mayores
valores enddgenos de NT y N-P que los controles, mientras que los tratados
con NFZ no se diferenciaron de los sin tratar. Ambas respuestas se
relacionaron con la evolucidon del color de la piel. Los frutos del cv. ‘Okitsu’, de
maduraciéon mas temprana, tratados con GAs presentaron igual concentracion
de N que los frutos sin tratar del cv. ‘Owari’, en todas las fechas de evaluacion.

Por el contrario, en los experimentos de naranjos del segundo afio, no se
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detectaron diferencias en la concentracion de N entre los frutos tratados y
control (datos no presentados).

ElI N-NH," del flavedo de los frutos tratados y sin tratar oscil6 entre los 20
y 60 pg g* PS en todos los cultivares. No se observé asociacién entre su
evolucién y la toma de color de los frutos (datos no presentados).

En los experimentos realizados en Uruguay a frutos individuales de
naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, la aplicacion de NFZ o GAs, no modificé
el contenido de nitrégeno en el flavedo de los frutos a los 60 dias después del
tratamiento. La concentracion de nitrégeno total fue 0.65% del peso seco,
0.62% y 0.69% para los frutos control, tratados con NFZ y con GAg,
respectivamente. La fraccion amoniacal en el flavedo de los frutos control fue
17.2 ug g* PS, y en los tratados con NFZ y GA; 14.8 ug g* PS'y 12.3 pg g™

PS, respectivamente.
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Tabla 13. Concentracién de nitrégeno total (mg 100mg™PS) en el flavedo de frutos de mandarino Satsuma cv. ‘Okitsu’, de maduracién muy

temprana, y ‘Owari’, de maduracion temprana, procedentes de arboles control y tratados antes del cambio de color con norflurazona (NFZ

1mM) y &cido giberélico (GA; 10 mg L™). Cada valor es el promedio de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

Dias Post Tratamiento

Cultivar Tratamiento

0 15 30 45 60 70 90
‘Okitsu’ C - - - 0.60 b* AV # 057bA# 0.52bB# 049bC#
GA; - - - 0.75a A 0.73aA 0.70aB 0.58aC
‘Owari’ C 1.03 A 1.07 A 0.89AB 0.82bB 0.81bB 0.68bC 0.6lab
NFZ 1.03A 0.98 A 099AB 084DbB 0.78b B 0.65bC 0.49bD
GA; 1.04 A 0.92 A 1.02AB 091aB 0.90aB 0.79acC 0.66aD

“Letras minUsculas diferentes en una misma columna y para un mismo cultivar indican diferencias significativas (p< 0.05)
YLetras mayUsculas diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p< 0.05)
# indica diferencias significativas entre cultivares (p< 0.05)
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3.1.2. Interrupcion del transporte: anillado del pe  dunculo

3.1.2.1. Color del flavedo

En los tres experimentos, el anillado del peddnculo (extraccion
permanente de 0.5 cm de la corteza del pedunculo), realizado previo al cambio
de color, lo retrasé respecto de los frutos control. Se constataron diferencias
significativas en la evolucién de todas las variables de color analizadas entre
ambos grupos de frutos. En la medida en que no hubo interaccién entre
tratamientos, se presentan las curvas ajustadas de la evolucion del ICC para
los dos grupos de frutos, con el pedunculo anillado y sin anillar, del primer afio
(2006) en el cv. ‘Washington navel’ (Figura 14).

6 - Sin anillar Anillado  Sin anillar
4] ICC=0.003215d? — 0.022795d -9.3944

21 Anillado
01 ICC=0.003114d? — 0.04004575d -9.48825 .

60

Dias post tratamiento

= = = =Anillado

Sin AniIIar‘

Figura 14. Curvas ajustadas del indice de color (ICC) de frutos de naranjo dulce cv.
‘Washington navel’ con pedidnculo anillado y sin anillar (2006, Uruguay).
Determinaciones realizadas a partir de frutos individuales (nimero inicial: 100 frutos
por grupo y numero final: 100 Frutos sin anillar y 60 anillados). d: dias post
tratamiento.
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En el cv. ‘Washington navel’ el primer afio, las curvas ajustadas de la
evolucién del ICC de todos los tratamientos con anillado (anillado de la zona
media del pedinculo con hojas: AMH, anillado a 0.5 cm del fruto: A, o su
combinacion con nitrato de amonio o ABA: A-N, A-ABA) fueron
significativamente diferentes al control. Para todos ellos, el fruto tratado vio
retrasada su entrada en color respecto de los frutos sin tratar (Figura 15). Por el
contrario, la aplicacion de nitrato de amonio (N) no alter6 la coloracién respecto
del control (Figura 15). En el segundo afio, el color de los frutos con anillado en
la zona media del pedinculo también se retras6 respecto de los frutos sin
anillar. La aplicacion de ABA no alter6 la coloracidn como tratamiento
individual, ni combinado con el anillado del pedinculo (Figura 15).

En el experimento del cv. ‘Valencia Delta Seedless’, la curva de ICC de
los frutos control fue diferente a la del resto de los tratamientos. El color de los
frutos con anillado proximo a éstos (A) 6 en la zona media del peduinculo
manteniendo las hojas (AMH), no se diferencio6 estadisticamente (Figura 15).

En los tres experimentos, se encontraron diferencias entre los
tratamientos anillados y no anillados a partir de los 20 dias para las variables L,
b, ICC y c del color y a partir de los 35 dias (‘Valencia Delta Seedless’) o 40
dias (‘Washington navel’) para a, a/b y HUE.

Considerando los tratamientos en forma individual, en el cv. ‘Washington
navel’, el primer afio los frutos con pedunculo anillado (AMH y A), y el segundo
afio con anillado en la zona media del pedunculo eliminando las hojas entre el
anillado y el fruto (AM), o combinado con ABA (AM-ABA), presentaron
significativamente menor color que el control a partir de los 40 dias del
tratamiento. En ‘Valencia Delta Seedless’, a partir de los 35 dias los frutos de
todos los tratamientos presentaron menor color que el control (Figura 16), y en
la dltima fecha de muestreo el AM resulté significativamente mas verde que el
anillado (A) (Tabla 14).
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Figura 15. Curvas ajustadas de la evolucién del indice de color (ICC) de los frutos de

naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, afio 2006 (A) y 2008 (B) en Uruguay, y cv.

‘Valencia Delta Seedless’, 2006 (C), en Espafia. Letras diferentes en un mismo

experimento indican diferencias significativas entre curvas (p< 0.05). d: dias post
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tratamiento. Valores determinados en frutos individuales, nimero inicial 25-30 frutos
por tratamiento (2006) y 100 frutos (2008), y nimero final 20-30 frutos por tratamiento.

Tratamientos: C: control, A: anillado de peddnculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado
de peddnculo a 8-10 cm del fruto, AM: anillado de peddnculo a 8-10 cm del fruto
eliminando las hojas entre el fruto y el anillado, N: aplicacién de NH,NO; (20g.L™), A-
N: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto y aplicacién de NH,NO3 (20g.L™), A-ABA
6 AM-ABA: anillado de pedunculo a 0.5-1 cm del fruto (A), 6 a 8-10 cm del fruto
eliminando las hojas (AM)y aplicacién de ABA (250mg.L™?).

Figura 16. Frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta Seedless’ a los 35 dias de
realizados los tratamientos: control (C), anillado de peduinculo a 0.5-1 cm del fruto (A),
anillado de pedudnculo a 8-10 cm del fruto (AMH) y anillado de peddnculo a 8-10 cm del
fruto eliminando las hojas entre el fruto y el anillado (AM). La flecha sefiala la posiciéon

del anillado.

Tabla 14. Color de los frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta Seedless’ (2006,
Espafia), expresado como relacion a/b, croma y angulo-tono HUE (Hunter Lab) a los
42 dias de realizados los tratamientos: control (C), anillado de pedunculo a 0.5-1 cm
del fruto (A), anillado de pedunculo a 8-10 cm del fruto (AMH) y anillado de peddnculo

a 8-10 cm del fruto eliminando las hojas entre el fruto y el anillado (AM).

Tratamiento a/b Croma Angulo HUE
C 0.103 a 39.2a 84.3°¢c
A -0.309 b 30.8b 106.6°b

AMH -0.368 bc 305b 109.5° ab
AM -0.477 ¢ 295b 115.3°a

“Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05)

82



3.1.2.2. Tamaiio del fruto

El crecimiento de los frutos se vio fuertemente afectado por el anillado

del pedunculo previo al cambio de color. Analizando conjuntamente todos los

frutos cuyos pedinculos fueron anillados se determiné que éstos crecieron mas

lentamente y alcanzaron menor tamafio final que los frutos cuyos peddnculos

no fueron anillados (Figura 17). El mismo resultado se encontré al considerar

los frutos de ¢

ada tratamiento individualmente (Tabla 15).
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Sin anillar
Diametro= -0.0009575d? + 0.2035d + 72.24

Anillado
Diametro= -0.000376d? + 0.1123d + 72.33
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Figura 17. Curvas ajustadas de la evolucion del diametro ecuatorial de los frutos de

naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ con el pedunculo anillado y sin anillar (2008,

Uruguay), determinadas a partir de frutos individuales (nimero inicial: 100 frutos por

grupo y namero final: 100 sin anillar y 60 anillados). d: dias post tratamiento.
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Tabla 15. Didmetro ecuatorial promedio (mm) de frutos de naranjo dulce cv.
‘Washington navel’ (2006, 2008; Uruguay) y ‘Valencia Delta Seedless’ (2006; Espafia)

al final del experimento. Cada valor es el promedio de 25-30 frutos por tratamiento.

‘Washington navel’ ‘Washington navel’ ‘Valencia Delta Seedless’
2006 2008 2006
Trat Didmetro Trat Diametro Trat Diametro
c* 779 @ C 76.2 a C 61.5a
N 76.8 ab ABA 73.3a AMH 59.4b
A-N 746 b AM 66.2 b AM 59.2b
A-ABA 755b AM-ABA 62.5b A 59.1b
A 74.9 be
AMH 741c

*C: control, A: anillado de pedunculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de pedunculo
a 8-10 cm del fruto, AM: anillado de pedudnculo a 8-10 cm del fruto eliminando las hojas
entre el fruto y el anillado, N: aplicacion de NH,NO; (20g.L™), A-N: anillado de
pedinculo a 0.5-1 cm del fruto y aplicacion de NH4NO; (20g.L™), A-ABA 6 AM-ABA:
anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto (A), 6 a 8-10 cm del fruto eliminando las
hojas (AM)y aplicacién de ABA (250mg.L™).

YLetras diferentes en un mismo experimento (cultivar) indican diferencias significativas
(p< 0.05).

3.1.2.3. Etileno, &cido abscisico y giberelinas

3.1.2.3.1. Etileno

En ninguno de los experimentos se detecté produccion de etileno
medida en los frutos enteros, con independencia de los tratamientos. Tampoco
se detect6 actividad ACS (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa) en el

flavedo.

3.1.2.3.2. Acido Abscisico

Flavedo
La concentracion de ABA en el flavedo de los frutos anillados fue, en
términos generales, mayor que la de los frutos sin anillar, contrariamente a lo

ocurrido con el color en ambos grupos de frutos (‘Washington navel’, 20086,



Uruguay, y ‘Valencia Delta Seedless’, 2006, Espafia). Sin embargo, de todos
los tratamientos evaluados el Unico que en forma consistente incrementé
significativamente la concentracién de ABA fue el anillado realizado en la zona
media del pedunculo con hojas (AMH) (Tabla 16).

En el naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, el agregado exdgeno de ABA
a los frutos con el peduinculo anillado no provocé un incremento en su
concentracién enddgena respecto de los frutos control, ni de los frutos a los
gue solo se les anill6 el pedinculo. Considerando estos resultados, la
aplicacion, a frutos individualmente, de una concentracién de 250 mg L™ de
ABA no se relaciond directamente con su coloracidn ni con su concentracion
endégena.

Tabla 16. indice de color (ICC) y concentracion de &cido abscisico en el flavedo de
frutos de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ (2006, Uruguay) y ‘Valencia Delta
Seedless’ (2006, Espafia) a los 60 y 40 dias de efectuados los tratamientos (DPT),

respectivamente. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

Flavedo de frutos

‘Washington navel’ ‘Valencia Delta Seedless’
60 DPT 40 DPT
Tratamiento ICC ABA Tratamiento ICC ABA
(ug g'PS) (ug g'PS)
c? 441 1.21b C 112 a 3.15b
N 3.26a 1.16b A -5.04 b 456D
A-N 1.97 ab 1.04b AMH -6.55 bc 6.46 a
A-ABA 2.70 ab 1.15b AM -9.22¢c 411b
A 1.83 bc 1.80 ab
AMH -1.03 ¢ 23la

“C: control, A: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de pedunculo
a 8-10 cm del fruto, AM: anillado de pedunculo a 8-10 cm del fruto eliminando las hojas
entre el fruto y el anillado, N: aplicacion de NH,NO; (20g.L™), A-N: anillado de
peddnculo a 0.5-1 cm del fruto y aplicacién de NH,NO; (20g.L™), A-ABA: anillado de
peddnculo a 0.5-1 cm del fruto y aplicacién de ABA (250mg.L™Y).

YLetras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).

85



Corteza del pedunculo

El tratamiento de anillado provocé un incremento en la concentracion de
ABA en la zona apical del pedinculo (préximo al fruto) en ambos experimentos.
En la zona basal (desconectada del fruto por el anillado), la tendencia fue

similar, aunque sin alcanzar significacion estadistica (Tabla 17).

Tabla 17. Concentracién de acido abscisico (ug g'Peso Seco) en la corteza del
pedunculo de frutos de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ (2006, Uruguay) y
‘Valencia Delta Seedless’ (2006, Espafia) a los 60 y 40 dias del tratamiento (DPT),

respectivamente. Cada valor es la media de 3 repeticiones de 10 pedunculos cada

una.
) Corteza del pedunculo
Tratamiento ‘Washington navel ‘Valencia Delta Seedless’
c* 0.40 b’ 0.89b
Zona basal* Zona apical Zona basal Zona apical
A 0.82 ab - 1.07b -
AMH 058 b 124 a 1.49b 2.36a
AM - - 1.49b 2.86a

% C: control, A: anillado de pedunculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de peddnculo
a 8-10 cm del fruto y AM: anillado de pedunculo a 8-10 cm del fruto eliminando las
hojas entre el fruto y el anillado.

Y Letras diferentes en un mismo experimento (cultivar) indican diferencias significativas
(p=< 0.05).

*Zona basal: desconectada del fruto por el anillado. Zona apical: préxima al fruto y
desconectada de la planta por el anillado.

Hojas

En el naranjo ‘Valencia Delta Seedless’ la concentraciéon de ABA en las
hojas del brote préximas al fruto aumenté de 0.02 pg g*PS al inicio del
experimento hasta 0.98 pg g'PS al final. A los 40 dias del anillado, la
concentracion de ABA en las hojas de los frutos control fue aproximadamente
el doble (0.98 pg gPS) que en las hojas de brotes anillados (0.57 y 0.45 pg g’
'!PS en A y AMH, respectivamente), independientemente de su posicién en
relacion al corte. Estas diferencias, sin embargo, no alcanzaron la significacion

estadistica entre tratamientos.
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3.1.2.3.3. Giberelinas

Flavedo

En el naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ (2008, Uruguay),

la

concentracién de GA; y GA4 en el flavedo de los frutos control aument6 desde
marzo (cuando el ICC era de -5.66) hasta abril (cuando era -3.52),

disminuyendo en la ultima fecha de evaluacion (mayo, cuando el ICC era 1.74)

asociado al inicio del cambio de color. En los frutos anillados (AM), sin

embargo, ambas GAs incrementaron su concentracion entre la primera y la

ultima fecha de evaluacion (Figura 18).
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27- abril

12- mayo
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27- abril
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Figura 18. Concentracion de GA; (A) y GA4 (B) en el flavedo de frutos de naranjo dulce

cv. ‘Washington navel’, con el pedinculo anillado a 8-10 cm del fruto, eliminando las
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hojas entre el fruto y el anillado (AM) y frutos control sin anillar (C), (2008, Uruguay).

Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una. nd: no determinado.

En todas las fechas, y tanto para los controles como para los frutos con
el pedudnculo anillado, la concentracién de GA, en el flavedo fue superior a la
de GA;. Considerando la primera (fruto totalmente verde) y Ultima fecha de
andlisis (frutos control cambiando de color), la relacion GA;:GA4 en los frutos
control permanecié constante, mientras que en los anillados disminuy6

notablemente (Tabla 18).

Tabla 18. indice de color (ICC) y relacién GA;:GA, en el flavedo de frutos y en la
corteza de pedunculos anillados a 8-10 cm del fruto, eliminando las hojas entre el fruto
y el anillado (AM) y frutos sin anillar (control), de naranjo ‘Washington navel' (2008,

Uruguay). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 5 frutos 6 10 pedunculos cada

una.
Tratamiento / Fecha  27-marzo  12- mayo
ICC
Control -5.66 1.74 &
AM -5.89 -2.09 b
Flavedo de frutos GA1:GA,
Control 0,31 0,45 a
AM 0,29 0,07 b
Corteza de peddnculos GA1:GA,
Control 1.55 0.46 ¢
AM-zona apical’ 1,43 476 a
AM-zona basal 1,53 2.25b

*Letras diferentes en una misma columna (fecha) y para una misma variable (ICC,
GA:GA, en el flavedo de los frutos 6 GA;:GA, en la corteza de los pedinculos) indican
diferencias significativas (p<0.05)

YZona apical: préxima al fruto y desconectada de la planta por el anillado. Zona basal:
desconectada del fruto por el anillado.

Corteza de pedunculo
En la corteza del pedunculo de los frutos control, la concentracién de
ambas giberelinas aument6 durante el cambio de color (periodo marzo-mayo),

particularmente la de la GA,4 (Figura 19). En los anillados, la concentracién de
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ambas GAs también aumentd significativamente entre marzo y mayo, sobre
todo la de la GA; (Figura 19). A los 45 dias del anillado (12 de mayo) la
concentracién de GA; en la corteza de la zona apical del peddnculo, proxima al
fruto, fue significativamente mayor que en el control sin anillar, mientras que la
de GA, fue significativamente menor. Para la misma fecha, en la zona basal,
desconectada del fruto por el anillado, la concentracion de GA; también fue
significativamente mayor que la del control, mientras que la de la GAy, si bien
fue significativamente superior a la de la zona apical, descendié ligeramente

respecto del control, sin alcanzar diferencias significativas (Figura 19).

A

20
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GA1 (ng g PS)

27-marzo 12- mayo

0 C m AM-zona apical & AM-zona basal

B 20

18 4
16
14
12 4
10 4

GAs (ng gt PS)

27-marzo 12- mayo

0 C m AM-zona apical & AM-zona basal ‘

Figura 19. Concentracién de GA; (A) y GA, (B) en la corteza de pedunculos anillados a
8-10 cm del fruto, eliminando las hojas entre el fruto y el anillado (AM) y frutos control

sin anillar (C) de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ (2008, Uruguay). Anlisis
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correspondientes a la zona apical del pedunculo (préxima al fruto y desconectada del
resto de la rama por el anillado), y zona basal (desconectada del fruto por el anillado).

Cada valor es la media de 3 repeticiones de 10 pedunculos cada una.

La relacion GA;:GA4 en la corteza evolucion6 de modo diferente segln
el tratamiento y la zona del pedidnculo analizada; en el control disminuy6 de
1.55 a 0.46, mientras que en los anillados aument6 de 1.43 a 4.76 en la zona
apical y de 1.53 a 2.25 en la basal. (Tabla 18).

3.1.2.4. Carbohidratos y nitrégeno
3.1.2.4.1. Carbohidratos

Flavedo

En términos generales, la concentracion de fructosa, glucosa y sacarosa
en el flavedo de los frutos anillados fue menor que en los sin anillar a los 40
dias (‘Valencia Delta Seedless’) y 60 dias (‘Washington navel’) del tratamiento
(DPT). En el cv. ‘Valencia Delta Seedless’ todos los tratamientos mantuvieron
este comportamiento, mientras que en el cv. ‘Washington navel’ solamente el
AMH alcanzé la significacion estadistica en relacion con el control (Tabla 19).
Las aplicaciones de N o ABA tampoco afectaron la concentracion de azlcares

del flavedo.
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Tabla 19. Concentracion de azlcares reductores (fructosa, glucosa) y sacarosa (mg g~ PS) en el flavedo de frutos de naranjo ‘Washington
navel' (2006, Uruguay) y ‘Valencia Delta Seedless’ (2006, Espafia) 60 y 40 dias después del tratamiento (DPT), respectivamente. Cada valor

es la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

‘Washington navel’ ‘Valencia Delta Seedless’
60 DPT 40 DPT
Tratamiento Fructosa Glucosa Sacarosa Tratamiento Fructosa Glucosa Sacarosa

C* 98.3 a’ 1186 a 93.3a c 76.7 a 97.3a 82.19a

N 92.6 a 113.3 ab 92.0a A 46.5b 576b 25.32b

A-N 78.4 ab 95.1 ab 58.9 ab AMH 47.1b 58.6 b 24.04b

A-ABA 90.5 ab 109.9 ab 91.4a AM 41.7b 51.6 b 2461b
A 74.4 ab 94.5 ab 76.8 a
AMH 48.8 b 63.6b 27.3b

C: control, A: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de pedinculo a 8-10 cm del fruto, AM: anillado de pedunculo a 8-10
cm del fruto eliminando las hojas entre el fruto y el anillado, N: aplicacién de NH,NO; (20g.L™?), A-N: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto
y aplicacién de NH4sNO; (20g.L™), A-ABA: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto y aplicacién de ABA (250mg.L™).

YLetras diferentes en una misma columna y experimento (cultivar) indican diferencias significativas (p<0.05)
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Corteza de pedinculo

En los tratamientos de anillado en la zona media del pedinculo (AM y
AMH) se encontr6 menor concentracion de azlcares solubles totales en la
corteza de la zona apical del pedinculo en relacion a la basal y al control
(Tabla 20). En el cv. ‘Washington navel’ dicha reduccién se debi6 solamente a
un menor contenido de sacarosa, dado que no se modificé la concentracion de
los azlcares reductores (datos no presentados). Sin embargo en ‘Valencia
Delta Seedless’, con AM y AMH se redujo significativamente la concentracion
de fructosa y glucosa en la zona apical, mientras que la sacarosa solamente
disminuy6 en el tratamiento que se retiraron las hojas (AM).

Tabla 20. Concentracién de fructosa, glucosa, sacarosa y azlcares solubles totales
(Total) en la corteza de pedunculos anillados y sin anillar de frutos de naranjo dulce cv.
‘Valencia Delta Seedless’ (2006, Espafia) a los 40 dias del tratamiento. Cada valor es

la media de 3 repeticiones de 5 frutos cada una.

Trat Zona del Fructosa Glucosa Sacarosa Total
pedinculo (mgg*PS) (mgg'PS) (mgg'PS) (mgg’PS)

c? - 12.8 a* 143 a 26.0 a 53.1a
A Basal 115a 134 a 31.3a 56.2 a
AMH Basal 13.1a 14.7 a 295a 57.3 a
Apical 49b 48b 20.4 ab 30.1b

AM Basal 13.1a 153a 30.3a 58.7 a
Apical 4.1b 42b 9.1b 17.4b

“C: control, A: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de pedunculo
a 8-10 cm del fruto y AM: anillado de pedunculo a 8-10 cm del fruto eliminando las
hojas entre el fruto y el anillado.

YZona basal: desconectada del fruto por el anillado. Zona apical: préxima al fruto y
desconectada de la planta por el anillado.

*Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).

Hojas
El contenido de azlcares solubles en las hojas no fue afectado por los
tratamientos de anillado de pedunculo en el naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta

Seedless’. A los 40 dias, la concentracion promedio de fructosa, glucosa y
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sacarosa fue de 12.7 mg g'PS, 144 mg g'PS y 87 mg g'PS
respectivamente, con una relacién promedio de 1:3, similar en todos los
tratamientos.

3.1.2.4.2. Nitrégeno

Flavedo

En términos generales la concentracion de nitrégeno en el flavedo de los
frutos fue de 0.60-0.75% del PS en el naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, y
de 0.80-0.98% en el cv. ‘Valencia Delta Seedless’. Considerando los frutos con
pedinculo anillado y sin anillar, se determind una mayor concentracion de
nitrégeno proteico y total en los que tenian anillado de ambos cultivares. En el
naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ se obtuvo, asimismo, mayor
concentracién de la fraccién amoniacal (23 pug g*PS y 15 ug g*PS en frutos
con peddnculo anillado y sin anillar, respectivamente). Al analizar los
tratamientos individualmente, en el cv. ‘Washington navel’ se mantuvieron las
tendencias (datos no presentados), y en ‘Valencia Delta Seedless’ se
evidenciaron diferencias significativas en la concentracién de nitrégeno proteico
y total en el flavedo de los frutos con pedinculo anillado respecto de los frutos
control (Tabla 21).

Tabla 21. Concentracién de nitrogeno proteico (N-P), amoniacal (N-NH,") y total (NT)
en el flavedo de frutos de naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta Seedless’ (2006, Espafia)
con pedunculo anillado y sin anillar, a los 40 dias del tratamiento. Cada valor es la

media de tres repeticiones de 5 frutos cada una.

Tratamiento N-P 1 N'N.|1-|4+ NT 1
(mg 100 mg~PS) (ug g~PS) (mg 100 mg™PS)
AMH? 0.98 &’ 13.03 0.982 a
AM 0.95a 15.65 0.953 a
A 0.92a 1351 0.916 ab
C 0.81lb 17.82 0.814 b

“C: control, A: anillado de pedinculo a 0.5-1 cm del fruto, AMH: anillado de pedunculo
a 8-10 cm del fruto y AM: anillado de pedunculo a 8-10 cm del fruto eliminando las
hojas entre el fruto y el anillado.

YLetras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).
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Hojas

La concentracién de nitrdgeno en las hojas del pedunculo no fue
afectada por los tratamientos de anillado en el naranjo dulce cv. ‘Valencia Delta
Seedless’ a los 40 dias de efectuado éste, presentando en promedio 1.58% del
PS de N-Py 24 ug g* PS de N-NH,".

3.2. Factores exdgenos relacionados con la coloraci  6n del flavedo

Para la presentacion de los resultados se considero6 ‘inicio del cambio de
color’ cuando al menos el 5% de los frutos evaluados en el arbol comenzé a
virar, determinado por el cambio de negativo a positivo de la coordenada ‘a’ de
CIE lab, y consecuentemente de la relacién a/b y del ICC (ICC=0). Se definié
‘cambio de color’ cuando por lo menos el 50 % de los frutos lo habia alcanzado.
Los experimentos se desarrollaron durante cuatro afios consecutivos en
Espafia (2005 a 2008) y dos afios en Uruguay (2007 y 2008), utilizando la
mandarina Clementina. En Espafia se us6 el cv. ‘Clemenpons’, y en Uruguay
el cv. ‘Clemenules’.

En los dos primeros meses del experimento, el color de los frutos
apenas se alter6, con valores de ICC entre -6 y -4 (CIELab) en Uruguay (Figura
20), y entre -20 y -24 (HunterLab) en Espafia (Figura 21) y sin diferencias entre
los tratamientos de cobertura del suelo y el control en ambos paises. El ‘inicio
del cambio de color' se dio la primera semana de mayo en Uruguay,
registrandose entre un 7% y un 11% de frutos con ICC=0 en las plantas control.
El ‘cambio de color’ se alcanzé en los 9-11 dias posteriores. En Espafia, el
‘cambio de color’ se dio a mediados de noviembre para los frutos de los arboles
control, mientras que los que poseian la cubierta del suelo presentaban en
dicha fecha un ICC significativamente mayor (4.6 y 1.7 con tratamiento de
suelo y control, respectivamente), y habian anticipado en 15 dias el ‘cambio de
color’ de sus frutos (Figura 21). Resultados similares se obtuvieron en los afios
2005, 2006 y 2008, aunque con ligeras diferencias en las fechas (datos no
presentados). En Uruguay, en el afio 2008, con mediciones mas frecuentes

dentro de ese periodo, se observé un aumento del porcentaje de frutos con

94



ICC=0 del 7% al 30% en los primeros siete dias, y del 30% al 60% en los
siguientes cuatro dias (Tabla 22).

En Uruguay, el tratamiento de cal presentd mayor porcentaje de frutos
con ICC=0 que el control y la malla al ‘inicio de cambio de color’ en 2007 y en el
‘cambio de color’ en 2008 (Tabla 22).

ICC
® & A N O N M O ©
R CL

22-feb  13-mar 02-abr 22-abr 12-may O01-jun

—e— Control —— MP —=— Cal (D)

Figura 20. Indice de color de frutos (ICC) de plantas de mandarino Clementino cv.
‘Clemenules’, control y con cobertura de suelo: malla plateada (MP) y cal (D:
Dolomita), durante los meses previos a la recoleccion. La linea horizontal indica el
cambio de color (ICC= 0). Cada valor es la media de 3 repeticiones de 30 frutos cada

una. Valores correspondientes al afio 2008, Uruguay.
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Figura 21. indice de color de los frutos (ICC) de plantas de mandarino Clementino cv.
‘Clemenpons’ control y con cobertura de suelo, malla colocada en julio (M-Jul) 6
septiembre (M-Sep) y cal aplicada en julio (CAL-Jul), durante los meses previos a la
recoleccién. La linea horizontal indica el cambio de color (ICC= 0). Cada valor es la
media de 10 repeticiones de 20 frutos cada una. Valores correspondientes al afio

2007, Espafa.

Tabla 22. Porcentaje de frutos con ICC=0 (CIELab) de plantas de mandarino
Clementino, cv. ‘Clemenules’ control (C) y con cobertura de suelo, malla plateada (MP)
6 cal (CAL: CaOH;; D: Dolomita), durante los meses previos a la recoleccion. Valores

correspondientes a Uruguay.

2007 Frutos con ICC 2 0 (%) 2008 Frutos con ICC 2 0 (%)
C MP CAL C MP D
6-Marzo 0 0 0 26-Feb 0 0 0
28-Marzo 0 0 0 25-Marzo 0 0 0
12-Abril 0 0 0 7-Abril 0 0 0
26-Abril 0 0 0 23-Abril 0 0 0
- - - - 2-Mayo 7 4 4
8-Mayo 11 b? 5b 19 a 9-Mayo 30 31 31
- - - - 13-Mayo 60 b 60 b 69 a
17-Mayo 54 ab 45 b 60 a 19-Mayo 83 76 86
31-Mayo 99 97 96 3-Junio 99 99 100

“Letras diferentes en una misma fila y experimento (2007 é 2008) indican diferencias
significativas (p< 0.05).
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En Espafia, la cobertura con cal también present6 los mejores resultados
con un valor medio de 11.2 de coordenada ‘a’ (HunterLab) frente a 4.4 en los
controles (Tabla 23). Los valores para la cobertura de malla, instalada en julio o
en septiembre, fueron significativamente mas elevados (7.1 y 9.1,
respectivamente) que los de los frutos control, y no difirieron significativamente
de los de la cubierta de cal. Resultados similares se obtuvieron para las
variables ‘b’ y ‘L’ y para la relacion ‘a/b’ (Tabla 23).

El peso medio del fruto y los parametros de maduracion interna (SST y
acidez) no fueron modificados por los tratamientos, tanto en Espafia (Tabla 23)

como en Uruguay (datos no presentados).

Tabla 23. Influencia de la cubierta de suelo con cal o mallas instaladas en julio (M-Jul)
0 en septiembre (M-Sep) sobre el peso medio del fruto, el color y la maduracién
interna (sélidos solubles totales -SST- y acidez titulable) de la mandarina Clementina
cv. ‘Clemenpons’ en el momento de la recoleccion. Los valores son la media de 3

arboles y 12 frutos por arbol, correspondientes al afio 2006, Espafia.

Control Cal-Sep M-Jul M-Sep
Peso fruto (g) 83.6 &’ 84.0a 88.5a 85.1a
Color (HunterLab) Control Cal-Sep M-Jul M-Sep
L 59.1b 61.5a 60.7ab 61.2 a
a 4.4b 11.2a 7.1a 9.1a
b 33.0b 35.6a 35.3a 35.3a
a/b 0.12c 03la 0.25 ab 0.21 bc
ICC 2.3b 51a 3.3ab 42a
Maduracion interna
SST (°Brix) 13.8 14.0 134 12.9
Acidez titulable (%) 1.0 1.1 1.0 1.0

*Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0.05)

El cambio de color de los frutos se relaciond con la disminucion de la
temperatura del aire y del suelo. Durante el periodo de estudio en Uruguay, la
temperatura media del aire estuvo por debajo de los 22°C. Sin embargo, la
media de las maximas fue superior a 25°C hasta la primera (2007) o segunda

(2008) quincena de abiril.
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Durante el mes de abril, mes previo al ‘inicio de cambio de color’ del
fruto, el porcentaje de horas con temperaturas de aire superiores a 25°C se
sitio entre el 3% y el 11% en 2007 y el 18% en 2008, mientras que el
porcentaje por debajo de 22°C estuvo entre el 72% y el 93% en ambos afios
(Tabla 24). A su vez, la temperatura permanecié por debajo de 18°C entre el
43% y el 70% de las horas y se registraron temperaturas por debajo de 13°C
(cero bioldgico de los citricos) en un rango del 13% al 31% de las horas totales
(Tabla 24). A partir del ‘inicio de cambio de color’ (primera semana de mayo) y
hasta el ‘cambio de color’ (segunda semana de mayo), el porcentaje de horas
con temperaturas menores a 22°C super6 el 89%, determinado en mas del
70% por temperaturas inferiores a 18°C y en mas del 60% por temperaturas
menores a 13°C (Tabla 24). Finalmente, en ese periodo se registraron
temperaturas inferiores a 7°C durante el 23%-27 % de las horas, y se
extendieron por encima del 50% a partir de la segunda quincena de mayo
(2007), cuando el resto de los frutos habia cambiado de color (Tabla 22).

Con respecto a la amplitud térmica diaria, en ambos afios se registré una
diferencia de, al menos, 10°C durante por lo menos el 60% de los dias de todo
el periodo evaluado (Tabla 24). En marzo, dicha amplitud, se logré con rangos
de temperatura diurna/nocturna de 28°C-40°C/ 10°C-19°C, mientras que la
misma magnitud registrada los quince dias previos al ‘cambio de color’ (primera
guincena de mayo), se logré con rangos de temperatura diurna/nocturna de
17°C-26°C/ 2°C-11°C (Tabla 24).

En relacién con los tratamientos, la malla provocé un leve incremento de
la temperatura en la copa de los arboles respecto al control, que nunca superé

el 2% de las horas registradas (datos no presentados).
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Tabla 24. Porcentaje de horas con temperatura del aire superior a 25°C e inferior a 22°C, 18°C, 13°C y 7°C; porcentaje de dias con amplitud térmica

(AT) 210°C, y temperaturas maximas y minimas diarias (°C) con AT=10°C, durante los afios 2007 y 2008, Kiyu (Uruguay). El ‘inicio de cambio de

color’ (al menos 5% de los frutos con ICC=0) tuvo lugar el 8 y el 2 de mayo en 2007 y 2008, respectivamente, y el ‘cambio de color’ (al menos 50%

de los frutos con ICC=0) se produjo el 17 y 13 de mayo de 2007 y 2008, respectivamente.

. ) ] Porcentaje de dias con Temperturas (°C) con
Afio 2007 Porcentaje de horas con temperatura del aire
AT 210°C AT 210°C
Periodo
225°C <22°C <18°C <13°C s7°C maxima minima
1-15 Marzo 25 62 30 1 0 80
28-32 15-19
16-30 Marzo 17 73 26 5 0 60
1-15 Abril 11 74 43 13 1 67
21-32 8-11
16-30 Abril 3 93 70 22 2 60
1-15 Mayo 1 96 88 69 23 87 17-22 5-9
16-30 Mayo 0 100 97 85 44 60 16-22 4-9
) ) Porcentaje de dias con Temperturas (°C) con
Afio 2008 Porcentaje de horas con temperatura del aire
AT 210°C AT 210°C
Periodo
225°C <22°C <18°C <13°C <7°C maxima minima
1-15 Marzo 21 62 17 7 0 61
29-40 10-18
16-30 Marzo 30 58 36 6 0 93
1-15 Abril 18 74 56 21 6 87 26-32 8-14
16-30 Abril 18 72 64 31 4 93 22-35 3-12
1-15 Mayo 3 89 70 60 27 100 21-26 2-11
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Los tratamientos de cobertura del suelo disminuyeron la temperatura del
mismo, aumentado el porcentaje de horas por debajo de 21°C, con relacién al
control, durante el mes de marzo. En abril, en todos los casos la temperatura del
suelo estuvo la mayor parte del tiempo por debajo de 21°C (Tabla 25). El primer
afio (2007), del 3 al 30 de este mes, el porcentaje de horas por debajo de 18°C se
incrementd del 17% al 100% en el tratamiento de cal, mientras que bajo malla y
en el control se situ6é entre 0 y 90%, y 0 y 83%, respectivamente, sin que se
registraran frutos con ICC=0 (Tabla 25). Al ‘inicio del cambio de color’ (primera
semana de mayo) el porcentaje de horas por debajo de 18°C superé el 93% en
todos los tratamientos, con diferencias entre ellos en el nimero de frutos con
ICC=20 (Tabla 25). En el segundo afio (2008) la diferencia entre tratamientos fue
menor, y en las tres semanas previas al ‘inicio de cambio de color’ (10 al 30 de
abril), el porcentaje de horas con temperaturas menores a 18°C super6 el 58% en
todos los tratamientos (Tabla 25). Con el umbral situado en 15°C se encontraron
las principales diferencias entre tratamientos. Asi, el primer afio (2007), las dos
semanas previas al ‘inicio de cambio de color’ (24 de abril al 7 de mayo), el
porcentaje de horas por debajo de esta temperatura oscilo entre el 23% y el 57%
en el tratamiento de cal, mientras que en la malla y el control oscil6 entre el 5% y
el 20% y el 5% y el 19%, respectivamente (Tabla 25). El segundo afio (2008), se
verificd un bajo porcentaje de horas con temperaturas inferiores a 15°C en las tres
semanas previas al ‘inicio de cambio de color’ (10 al 30 de abril), y las diferencias
entre tratamientos fueron menores (15% a 32% con la cubierta de cal; 7% a 24%
con la malla'y 2% a 19% en el control) (Tabla 25). Desde el ‘inicio de cambio’ de
color (4%-7% de frutos con ICC=0), hasta que un 30%-31% de los frutos alcanzé
valores de ICC=0 (1-7 de mayo), en los tres tratamientos se registraron
temperaturas por debajo de 15°C durante mas del 95% de las horas. Finalmente,
no se registraron temperaturas inferiores a 13°C en ninguno de los dos afios hasta
el ‘cambio de color’ (Tabla 25). Considerando toda la informacién, el adelanto en
el cambio de color alcanzado con el tratamiento de cal, se relacioné con el mayor
tiempo de exposicion de las raices a temperaturas inferiores a 18°C en las 3-4
semanas previas al ‘inicio de cambio de color' y a 15°C en las 2-3 semanas

previas.
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Tabla 25. Porcentaje de horas con temperatura de suelo inferior a 21°C, 18°C, 15°C y 13°C en el control y con dos tipos de cobertura de suelo, malla
plateada (MP) y cal (CAL: CaOH, ; D: Dolomita), durante los afios 2007 y 2008, Kiyd (Uruguay). El ‘inicio de cambio de color’ (al menos 5% de los
frutos con ICC=0) tuvo lugar el 8 y el 2 de mayo en 2007 y 2008, respectivamente, y el ‘cambio de color’ (al menos 50% de los frutos con ICC20) se

produjo el 17 y 13 de mayo de 2007 y 2008, respectivamente.

Porcentaje de horas con la temperatura de la zona radicular

Afio 2007
periodo < 21°C <18°C < 15°C <13°C
Control MP Cal | Control MP Cal | Control MP Cal | Control MP Cal
6-12 Marzo 38 53 66 0 0 0 0 0 0 0 0
13-19 Marzo 21 57 85 0 0 0 0 0 0 0 0
20-26 Marzo 18 88 100 0 0 1 0 0 0 0 0 0
2713-2 Abril 27 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3-9 Abril 89 100 100 0 0 17 0 0 0 0 0 0
10-16- abril 100 100 100 33 60 96 0 0 7 0 0 0
17-23 Abril 75 91 96 7 12 44 0 0 0 0 0 0
24-30 Abril 100 100 100 83 20 100 19 20 57 0 0 0
1-7 Mayo 100 100 100 93 100 100 5 5 23 0 0 0
8-14 Mayo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 64 55 99
15-21 Mayo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 83 86 100
22-28 Mayo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Porcentaje de horas con la temperatura de la zona radicular

Afio 2008
Seriodo < 21°C <18°C <15°C <13°C

Control MP  Cal(D) | Control MP Cal (D) | Control MP (g (D) Control MP Cal (D)
29/2-6 Marzo 13 13 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7-13 Marzo 78 78 78 0 0 10 0 0 0 0 0 0
14-20 Marzo 75 75 67 0 0 2 0 0 0 0 0 0
21-27 Marzo 89 89 91 0 0 27 0 0 0 0 0 0
28/3-2 Abril 100 100 100 0 3 8 0 0 0 0 0 0
3-9 Abril 100 100 100 24 35 40 0 0 0 0 0 0
10-16 Abril 100 100 100 60 63 68 9 12 31 0 0 0
17-23 Abril 96 96 96 58 86 83 2 7 15 0 0 0
24-30 Abril 99 99 99 80 93 91 19 24 32 0 0 0
1-7 Mayo 100 100 100 100 100 [100 95 100 | 100 2 4 36
8-14 Mayo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 32 44 85
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Los tratamientos de cobertura del suelo también modificaron la luz
reflejada hacia la copa. En la Figura 22 se presenta la evolucion de la radiacion
total y PAR incidente y reflejada desde el suelo. Los tratamientos
incrementaron la luz reflejada desde el suelo medida a 1.20 m de altura
respecto del control, particularmente en el mes de abril. Durante el mes de
mayo, solamente el tratamiento de malla mostré una radiacion reflejada
destacable. Estos resultados de luz reflejada no evidencian ninguna asociacion
entre el color de la fruta y el tratamiento, sugiriendo que la luz incidente no era
limitante para el cambio de color.
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incidente 15/03 21/03 12/04 26/04 08/05 17/05 31/05
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Total 337 470 464 399 138 362 149
PAR 220 140 127 89 36 99 22

Figura 22. Intensidad de radiacion (A), Radiacién Fotosintéticamente Activa -PAR- (B)
reflejada desde el suelo (Control) o desde la cobertura utilizada: malla plateada (MP)
o Cal, instaladas en marzo, e Intensidad de radiacion total y PAR incidente (C), a 1.2

m de altura. Valores correspondientes al afio 2007, Uruguay.
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En Espafia, desde el mes de julio al mes de octubre la temperatura
media del aire (Ta) se redujo progresivamente desde 25.5°C + 0.4 a 18.3°C +
0.4; la HR mensual media se incrementé de 46.5% + 1.4 a 70.5% + 2.2, la ETg
mensual media se redujo de 7.0 + 0.1 a 2.5 + 0.1 mm dia™ y la precipitacién
media se incrementé de 2.8 + 2.0 mm mes™ en julio a 49.2 + 20.1 mm mes™ en
octubre, registrandose diferencias notables entre afios (de 16 mm en 2005 a
142 mm en 2008 a lo largo del periodo estudiado). En el afio 2006 se registré la
temperatura media més alta. Las diferencias entre afios para la HR y la ETg
fueron, practicamente, inexistentes (datos no presentados). Durante el verano
(julio-agosto) la temperatura media del aire estuvo por encima de los 25 °C
durante por lo menos el 70% de los dias. A partir de la segunda quincena de
septiembre, un mes previo al inicio de cambio de color de los frutos, la
temperatura permanecié por debajo de los 22°C durante mas del 70 % de los
dias. Se registr6 una amplitud térmica diaria mayor a 10°C durante todo el
verano y hasta el 80% de los dias de la primera quincena de octubre;
posteriormente, durante las semanas previas al cambio de color, solo se
registro entre el 20 y 50% de los dias.

Los cambios estacionales de la temperatura del suelo (Ts), a 30 cm de
profundidad, provocados por los tratamientos, de cal o malla, durante el afio
2007, se presentan en la figura 23. Las mayores diferencias entre tratamientos
se establecieron a partir del mes de septiembre. Se destaca una reduccion
significativa de la temperatura diaria del suelo y de la amplitud (Ts max — Ts
min) con los tratamientos de cobertura. El principal efecto de los tratamientos
de cobertura con relacion al control fue la reduccion de la Ts maxima, en un
3.2%, para la cobertura de cal, y en un 1%, para la de malla, durante el periodo
julio-agosto, y en un 4.2%, para la cobertura de cal, y un 2%, para la de malla,
durante el periodo septiembre-octubre. La Ts minima no se modificé con la
cobertura utilizada, y como consecuencia de ambas variables, la amplitud diaria
de la temperatura del suelo se redujo, por término medio, de 2.2°C (control) a
1.5°C (cobertura de cal) 6 1.6% (cobertura de malla) durante los meses de
julio-agosto, y de 1.4°C (control) a 0.9°C (cobertura de cal) 6 1.0°C (cobertura
de malla) durante los meses de septiembre-octubre (Figura 23). Durante
septiembre, octubre y noviembre se redujo significativamente el tiempo de

permanencia de la temperatura del suelo entre 21°C y 25°C, en un 35%, 17% y
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19% para la cobertura de cal, malla instalada en julio y malla instalada en
septiembre, respectivamente, respecto de los controles sin cobertura (Figura
24). Resultados similares fueron registrados en los afios 2005, 2006 y 2008
(datos no presentados).

Dado que los tratamientos adelantaron significativamente la coloracion
del fruto sin alterar su maduracion interna, la recoleccion de frutos se anticipd
significativamente respecto de los controles. En Uruguay, el tratamiento de cal,
el primer afio, incrementd significativamente el porcentaje de frutos
recolectados por color en la primera fecha (8/05), y un efecto similar se logré el
segundo afio, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. La cobertura de
malla no logré anticipar significativamente la recoleccién en ninguno de los dos
afos, coincidentemente con los resultados de temperatura de suelo y evolucion
del color de los frutos (Figura 20, Tablas 22 y 25). En Espafia, sin embargo, el
porcentaje de frutos cosechados en la primera recoleccion aumento, en todos
los experimentos (2005-2008), entre un 5%-11% con la cobertura de malla y un
8%-13% con la de cal, dependiendo del afio (Tabla 26).
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Figura 23. Cambios estacionales de los valores maximos y minimos de la temperatura
del suelo provocados por la cobertura de cal instalada en julio (Cal-Jul), o de mallas
instaladas en julio (M-Jul) o en septiembre (M-Sep). Valores correspondientes al afio
2007, Espafia.
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Figura 24. Tiempo de permanencia en horas de la temperatura del suelo entre 21°C y

25°C, provocados por la cobertura de cal instalada en julio, o de mallas instaladas en

julio (M-Jul) o en septiembre (M-Sep). Las flechas indican la primera fecha de

recoleccién de frutos. Valores correspondientes al afio 2007, Espafia. Letras distintas

indican diferencia significativa (p<0.05).

Tabla 26. Influencia del tipo de cobertura del suelo sobre el porcentaje de frutos de

mandarina Clementina cv. ‘Clemenpons’ cosechados en la primera fecha de

recoleccién. Los valores son la media de 10-30 arboles por

correspondientes a lo experimentos de Espafia.

tratamiento,

Fechade Dias con 12 fecha

Frutos cosechados en la 1" fecha

Afio cobertura  cobertura recoleccién (%)
Control Cal Malla
2005 Julio 95 2 - 18.6 a
Sept 53 28-Oct 9.6b - 203a
2006 Julio 104 210a 174 a
Sept 56 31-Oct 8.0b - 15.0a
2007 Julio 119 135a 8.3a
Sept 56 30-Oct 36D - 118a
2008 Julio 102 4-Nov 13.5b 21.7 a -

“Letras distintas en un mismo afio indican diferencia significativa (p<0.05).
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De acuerdo con estos resultados, el sombreado del suelo a lo largo de
los dos ultimos meses previos a la recoleccion fue suficiente para avanzar el
cambio de color del fruto y anticipar su recoleccién. Cuanto menor fue el tiempo
en que el suelo permanecidé con temperaturas superiores a 21°C, mayor fue el
porcentaje de frutos cosechados en la primera fecha de recoleccién respecto

del control.
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4. Discusion






El cambio de color de los frutos citricos es un proceso complejo que
involucra modificaciones fisiolégicas y bioquimicas asociados a factores
enddégenos (varietales, hormonales y nutricionales) y exégenos (luz y
temperatura). El proceso de desverdizado natural se puede modificar con
aplicaciones exdgenas de reguladores de crecimiento, tales como acido
giberélico (Goldschmidt y Eilati, 1970, Kuraoka et al., 1977) y etileno (Pons et
al., 1992; Goldschmidt et al.,, 1993); sustancias nitrogenadas (Jones y
Embleton, 1959; Sala et al., 1992; Quifiones et al., 2004) y carbohidratos
(Iglesias et al., 2001).

Con respecto a las caracteristicas varietales, en nuestros experimentos,
al comparar frutos del naranjo ‘Washington navel' y sus mutantes ‘Navelina’ y
‘Navelate’, se comprobd que para un mismo valor de ICC el cultivar mas
temprano posee mayor concentracion de todos los azlcares, que su parental
‘Washington navel’ y su mutante més tardio. Asimismo, la magnitud del retraso
de color provocada por la aplicacion exdégena de GAs; estuvo asociada al
genotipo, oscilando entre 15-20 dias en cultivares de ciclo corto y medio
(‘Satsumas’, ‘Navelina’ y ‘Washington navel’) y hasta 60 dias en el naranjo
‘Navelate’ de ciclo largo.

En todos los cultivares estudiados la concentracion de azlcares solubles
totales del flavedo aument6 durante el proceso de desverdizado, lo que
coincide con estudios previos (Huff, 1984, Sala et al., 1992, Holland et al.,
1999). Este incremento se debi6 fundamentalmente al aumento de los
azlcares reductores, al igual que lo encontrado por Huff (1984) y Fidelibus et
al. (2008). La sacarosa se increment6 hasta el inicio del cambio de color de los
frutos y, posteriormente, se mantuvo relativamente estable, con pequefias
variaciones entre cultivares, 1o que sugiere que a partir de ese momento el
aumento de los restantes azlcares es producto de su hidrélisis. Se ha
sefialado que el suplemento de sacarosa in vitro (Huff, 1983) o in vivo (lglesias
et al., 2001) promueve el desverdizado del flavedo de los citricos.
Adicionalmente, la aplicacién de etileno, que promueve la coloracion, estimula
los genes involucrados en el transporte de sacarosa y de invertasa acida (Fuijii
et al., 2007). En los experimentos realizados en esta tesis, la aplicacion de GA;
previo al cambio de color retrasé el desverdizado, y el flavedo de los frutos

presenté menor concentracion de todos los azucares solubles en relacién a los
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controles. La relacion SAC: FRU+GLU en los frutos control y los tratados con
GA; fue similar durante el periodo de desverdizado; solamente en una fecha en
cada cultivar (que se situd a los 35 y 60 dias del tratamiento) se observd una
mayor relaciébn SAC: FRU+GLU en los tratados. Con estos resultados no se
pudieron verificar cambios consistentes en la relacién sacarosa: azlcares
reductores, esperables como consecuencia de la aplicacion de GAs, que de
acuerdo con Fujii et al. (2008) reprime la transcripcion del gen CitINV1,
asociado a la hidrdlisis de sacarosa en hexosas durante la maduracion.

Nuestros resultados comprueban que con la aplicacion de GA; se
reduce el aporte de sacarosa al fruto, no propuesto previamente, sin
modificaciones de importancia en las proporciones SAC: FRU+GLU.
Consecuentemente, la menor disponibilidad de azlcares reductores limita la
toma de color de los frutos citricos tratados con GAs, confirmando lo propuesto
por Fidelibus et al. (2008) de que al menos parcialmente, el retraso en la toma
de color de los frutos de estas especies esta mediado por la disminucion de las
hexosas del flavedo.

Al igual que los tratados con GAg, los frutos cuyo pedunculo fue anillado
permanecieron mas verdes, presentando una menor concentracion de todos
los azUcares solubles debido a la interrupcion del flujo provocada por la
eliminacion permanente de 0.5 cm de la corteza del pedunculo. En este caso,
ademas, con una importante reduccion de la sacarosa, que se explica por su
hidrélisis en hexosas, provocando un cambio en las proporciones SAC:
FRU+GLU.

El metabolismo del nitrégeno también parece estar involucrado en el
proceso de maduracion de los frutos citricos, ya que aplicaciones tardias
(Jones y Embleton, 1959; Sala et al.,, 1992; Quifiones et al., 2004) 6
abundantes de este elemento (Jones y Embleton, 1959; Lee y Chapman,
1988), retrasan el cambio de color 6 promueven el reverdecimiento de los
frutos (Jones y Embleton, 1959). En condiciones in vitro, Huff (1983) demostré
que el nitrégeno es el Unico elemento mineral necesario para el
reverdecimiento de discos de epicarpio.

En todos los cultivares evaluados, la concentracion de nitrégeno total y
la fraccién proteica, que representé entre el 98% y el 99% del nitrégeno total

del flavedo, disminuyeron junto con el cambio de color, lo que coincide con lo
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propuesto por Iglesias et al. (2001) y Sala et al. (1992). Sin embargo, otros
investigadores no encontraron cambios en el contenido de proteinas totales
(Lewis et al., 1967) o N total (Huff, 1984, Win et al.,, 2006) durante la
maduracion. En nuestros experimentos no se detectaron nitratos ni nitritos en el
flavedo de los frutos y no encontramos una correlacion significativa entre la
concentracion de N-NH," endégena y la toma de color de los frutos.

La aplicacion de nitrato aménico a los frutos no afecté la evolucién de su
color ni la concentracion de nitrdgeno del flavedo. Estos resultados, no
esperados, podrian explicarse por la fuente de nitrégeno utilizada; de acuerdo
con Sala et al. (1992) el nitrdgeno amoniacal es menos eficiente que los
nitratos. Antecedentes recientes revelan que la aplicacién de nitratos previa a la
maduracion, disminuye la pérdida de clorofilas y altera la composicion y el
contenido total de carotenoides en el flavedo (Alos et al., 2006). Huff (1984),
propone que el nitrégeno tiene un papel protector estabilizando los
cloroplastos, pero que no promueve su formacion. Considerando los
antecedentes y nuestros resultados, proponemos que el nitrégeno, a pesar de
ser un metabolito importante modulando la toma de color de los frutos citricos
(Jones y Embleton, 1959; Huff, 1983; Lee y Chapman, 1988; Quifiones et al.,
2004; Alé6s et al. 2006), no es un factor desencadenante del proceso.

En el experimento de anillado en la zona media del pedinculo del fruto,
las 3-4 hojas proximas al fruto no tuvieron un papel determinante en la toma de
color del mismo, en la medida que los frutos con pedunculo anillado, con o sin
hojas préximas, no presentaron diferencias en la evolucion del color, ni en la
concentracién de azlcares reductores o nitrdgeno en el flavedo ni en la corteza
del peddnculo. Las Unicas diferencias fueron la mayor concentracion de ABA
en el flavedo y de sacarosa en la zona apical del pedunculo de los anillados
con hojas. Las hojas proximas a los frutos y aisladas del resto de la rama por el
anillado, no presentaron diferencias en contenidos endégenos de ABA,
azlicares solubles y nitrégeno respecto de las hojas préximas a los frutos
control. Estos resultados difieren de los de Iglesias et al. (2001), en los que los
frutos de plantas defoliadas no logran madurar externamente. Los autores
relacionan el blogqueo de la acumulaciéon de sacarosa y de la reduccién del
nitrégeno en el flavedo de los frutos, con la inhibicién de la pérdida de clorofila

de los mismos. Probablemente las diferencias se deban a que en nuestro
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experimento el peduinculo de los frutos se encuentra anillado (extraccion de 0.5
cm de corteza), y se quitan las 3-4 hojas cercanas al fruto, pero no se realiza
una defoliacion completa de las plantas, como en el trabajo de Iglesias et al.
(2001), en el que, probablemente, se afecte otros procesos y no solo la
maduracion de los frutos.

Con respecto a los factores hormonales estudiados en esta tesis, en el
mandarino Satsuma ‘Owari’ y en el naranjo dulce ‘Valencia Late’, la
concentracion de ABA en el flavedo de los frutos aument6 en relacion directa
con el cambio de color de los mismos, lo que coincide con resultados previos
en otras especies de citricos (Goldschmidt, 1976; Aung et al., 1991; Lafuente et
al., 1997, Rodrigo et al., 2003, Agusti et al., 2007). Es mas, nuestros resultados
demuestran que cuando los frutos se mantuvieron en el arbol hasta reverdecer,
la concentracién de ABA disminuyé paralelamente al descenso del ICC. La
aplicacion de GAs, que retrasé la toma de color, estuvo asociada a una
disminucién de la concentracion de ABA en Satsuma cvs. ‘Okitsu’ y ‘Owari’, y
naranjos dulces cvs. 'Navelina’ y ‘Washington navel’, de maduracién precoz.
Por el contrario, en los naranjos dulces cvs. ‘Navelate’ y ‘Valencia Late’, de
maduracion tardia, no se encontré relacion significativa entre el color de los
frutos tratados con GAz y la concentracion de ABA. Estos resultados confirman
el efecto del GA; probado en el mandarino ‘Clementino’, en el que los frutos
tratados mantienen por mas tiempo los carotenoides tipicos de frutos verdes
(luteina, a-caroteno, B-caroteno, todos los E-violaxantinas y neoxantina), y
reducen la acumulacién de fitoeno y 9-Cis-violaxantina (Al6s et al., 2006),
precursor directo del ABA (Rodrigo et al., 2003), como ocurre en nuestros
experimentos con el naranjo dulce cv. ‘Valencia Late’, con la excepcién del
fitoeno, que también se acumula en los frutos tratados respecto del control. Se
ha sugerido que el GA; contrarresta el efecto estimulador de la biosintesis de
carotenoides que presenta el etileno, reprimiendo la transcripcion de genes
relacionados, lo que resulta en la represién de la conversién de carotenoides
en ABA (Rodrigo y Zacarias, 2007; Fujii et al., 2008). Adicionalmente, se ha
probado en Arabidopsis que las GAs regulan positivamente la expresion del
gen CYP707A3 (Saito et al., 2004), que codifica la enzima que promueve el
primer paso en la inactivacion del ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005). Sin

embargo, en ‘Navelate’ no se modificé la concentracién endégena de ABA en
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frutos tratados con GA;3; de coloracibon mas verde que los control.
Adicionalmente, la aplicacién exégena de ABA a frutos con o sin anillado de
pedinculo no mejord el color, ni modific6 el contenido endégeno de esta
hormona en el flavedo de los frutos con pedunculo anillado. Por otro lado, los
frutos con el pedunculo anillado permanecieron mas verdes y presentaron
mayores niveles de ABA en el flavedo que los control, al igual que la corteza
del pedunculo de la zona conectada al fruto (zona apical). La mayor
concentraciéon de N encontrada en los frutos anillados parece no haber
afectado la ruta de biosintesis de ABA, propuesta por Alds et al. (2006), frente
al agregado exdgeno de nitratos.

Nuestros resultados demuestran que también en los citricos la NFZ
bloquea la ruta de sintesis de carotenoides, aumentando la concentraciéon de
los lineales (fitoeno y fitoflueno), probado en otras especies, Narcissus
pseudonarcisus y Hordeum vulgare, (Deane-Drummond y Johnson, 1980;
Beyer et al., 1994). Este efecto, a su vez, explica la menor intensidad de color
de los frutos tratados con NFZ que, sin embargo, iniciaron el cambio de color
simultdneamente con los controles sin tratar. Es decir, que a medida que los
carotenoides incoloros se acumulan, el fruto ve retrasado su color. Como
consecuencia de ello, los frutos tratados con NFZ presentaron menor
concentracion de B-criptoxantina, cis-violaxantina y B-citraurina (responsables
de la coloracion) que los frutos control. Este efecto es claro en nuestro
experimento de la UPV, en el que los frutos con menor intensidad de color son
los que presentan concentraciones mas bajas de B-criptoxantina, cis-
violaxantina y B-citraurina. En el experimento de Lliria, los resultados son
similares para las mismas fechas de la UPV, pero el incremento final de su
concentracion se explica por el retraso en la acumulacion de estos pigmentos
en los frutos tratados, que alcanzaron valores similares a los de los controles
para valores, a su vez, similares de ICC, pero con un retraso aproximado de un
mes.

Los cambios en la coloraciébn de los frutos estan regulados
hormonalmente. En nuestros experimentos se encontré un aumento de la
concentracion de GA; y GA, en el flavedo, previo al inicio de la toma de color
(entre las 20 y 24 semanas después de la caida de pétalos), que disminuyé

durante las dos semanas siguientes junto con el cambio de color. Esta
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disminucién en el flavedo se vio acompafiada por un incremento de ambas
GAs, especialmente de la GA4, en la corteza del pedunculo. En el flavedo de
los frutos con pedunculo anillado, como consecuencia de la interrupcion
vascular, las GAs no son exportadas desde el fruto, incrementando su
concentracién en el tiempo y en relaciéon al control (GA; dos veces y GA; 14
veces), lo que explica el color verde de estos frutos. Sin embargo, en ambas
zonas del pedulnculo, la GA; presentd concentraciones superiores al control,
mientras que la GA4 tuvo una concentracibn menor en la zona apical,
conectada con el fruto y desconectada del resto de la planta por el anillado, y
no se diferencié en la zona basal, desconectada floeméticamente del fruto,
respecto del control. Para el aumento de la concentrtacion de GA; en la zona
basal no tenemos una explicacién convincente.

Esta es la primera informacién sobre contenidos endégenos de GA; y
GA, durante el periodo comprendido entre el final de la fase Il de crecimiento
del fruto y la fase Ill. Hasta hoy, toda la informacién disponible esta relacionada
con la concentracion endégena de GAs en la fase de floracion y cuajado de
frutos (Ali-Dinar et al., 1988; Tal6n et al., 1992). En trabajos en los que se
estudiod la actividad GAs, se ha sefialado un incremento desde la antesis hasta
14-16 semanas después de la caida de pétalos (Hofman, 1990), o hasta el
comienzo de la pérdida de clorofilas (Garcia-Luis et al.,, 1985), y una
disminucién cuando el fruto esta préximo a la madurez (Kuraoka et al., 1977).
Los resultados obtenidos a partir de frutos con peduinculo anillado y sin anillar,
en relacién con la concentracién enddgena de GA;, GA, y ABA, sugieren que el
balance entre ambos reguladores es uno de los factores centrales en la
regulacién del desverdizado de los frutos. Las GAs deben ser exportadas de
los frutos para permitir el cambio de color, mientras que el aumento en la
concentracion de ABA, que también acompafia el cambio de color, no es
suficiente para disparar el proceso de maduracién. Su incremento en frutos con
pedunculo anillado, que no tomaron color, podria explicarse como respuesta al
estrés provocado por el tratamiento, pero no confirma una relacién causa-
efecto.

Con respecto a los factores exégenos, el cambio de color de los frutos
de plantas adultas de mandarino ‘Clementino’, evaluado en dos condiciones

ambientales diferentes (suroeste de Espafia y sur de Uruguay), se asoci6 a la
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disminucién de la temperatura del suelo, reflejo de la temperatura del aire, y fue
promovido por la reduccion artificial de la primera.

En las condiciones de nuestros experimentos, la luz natural incidente no
fue un factor limitante en la toma de color de los frutos. En Espafia se encontré
una correlacién muy baja entre la luz reflejada desde el suelo por las mallas y
el color de los frutos, y en Uruguay, el tratamiento de mallas incrementd
significativamente la luz reflejada hacia la copa en relacién al control, sin
adelantar el cambio de color.

En Espafia, donde se utilizd citrange ‘Carrizo’ como portainjerto, el
umbral de la temperatura del aire para que se iniciara el cambio de color se
situé en los 21°C. En Uruguay, con un portainjerto caducifolio (P. trifoliata), este
umbral se situé en 15°C-18°C. Con relacién a la amplitud térmica diaria,
previamente citada como necesaria para promover el cambio de color, nuestros
experimentos confirman que una diferencia de al menos 10°C durante por lo
menos el 60% de los dias no es suficiente para ello, y es el régimen térmico
dia/noche el que se ha de situar por debajo de ciertos umbrales (17°C-26°C/
2°C-11°C). Nuestros resultados en Uruguay con el mandarino Clementino
‘Clemenules’ coinciden con los de Manera et al. (2008) en plantas adultas de
limonero, para los que los umbrales de 12°C y 14°C, se correlacionaron
significativamente con la pérdida del tono verde y el aumento de la coloracion
amarilla de los frutos, respectivamente.

La reduccion de la temperatura de la zona radicular lograda en Espafia
con la cobertura con mallas o cal, que aumenté la exposicion de las raices a
temperaturas inferiores a 21°C, provoc6é un adelanto del cambio de color
respecto del control. En Uruguay, sin embargo, sélo el tratamiento de cal logré
adelantar el proceso, asociado al mayor tiempo de exposiciéon de las raices a
temperaturas inferiores a 18°C, en las 3-4 semanas previas al ‘inicio de cambio
de color’ y a 15°C en las 2-3 semanas previas. A su vez, en las plantas control
el ‘inicio de cambio de color’ se dio tras permanecer una semana con el 80% de
sus horas por debajo de 18°C, y el nimero de frutos maduros se incrementé
notablemente después de permanecer, por lo menos, el 60% de las horas por
debajo de 15°C. En la medida que los tratamientos de cobertura de suelo no
afectaron la temperatura y humedad del aire, y que la luz reflejada aumenté

con el tratamiento de malla sin adelantar el cambio de color, el resultado se
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atribuye exclusivamente a la disminucion de la temperatura del suelo. El efecto
de las bajas temperaturas sobre la reduccion de la actividad radicular ha sido
estudiado Unicamente en plantas jévenes (12-16 meses) y en general en
condiciones controladas. De los antecedentes se desprende que, el crecimiento
radicular comienza por encima de 13°C (Castle, 1978), y que éste se
correlaciona positiva y linealmente con temperaturas entre 18°C y 28°C, pero
gue es muy reducido por debajo de 22°C (Bevington y Castle, 1985). De igual
manera, la respiracién de las raices de naranjo amargo se reduce
exponencialmente con temperaturas del suelo por debajo de 25°C (Bryla et al.,
2001). Por otra parte, en plantas jovenes de limonero ‘Eureka’ y de naranjo
dulce ‘Valencia’ se observé que la absorcion y el transporte de nitrdgeno
aumenta entre 9°C y 23°C, y disminuye a partir de 27°C (Wallace, 1953).

Las diferencias de respuesta encontradas en nuestros experimentos,
pueden explicarse, al menos parcialmente, por el portainjertos utilizado. El
crecimiento radicular de plantas jévenes de citrange ‘Carrizo’ (utilizado en
Espafia) se limita con temperaturas de suelo inferiores a 22°C (Bevington y
Castle, 1985), y ello explica por qué la malla colocada en julio, que si bien
redujo la temperatura del suelo durante el verano (julio-agosto), no lo hizo por
debajo de 22°C, y no aceler6 el cambio de color respecto de la colocada en
septiembre. En este mes disminuy6 la temperatura media del aire y del suelo
por debajo de los 22°C, lo que fue potenciado por los tratamientos,
promoviendo el cambio de color. Sin embargo, en Uruguay, donde se utilizd
como portainjertos el P.trifoliata, fue necesario que la temperatura se redujera
por debajo de 15°C-18°C para disparar el proceso, umbral para el que se ha
encontrado el cese del desarrollo y de la actividad radicular de este
portainjertos (Poerwanto et al., 1989). Nuestros resultados, apoyados en estas
diferencias de los umbrales térmicos de desarrollo y actividad radiculares de los
dos portainjertos utilizados, P. trifoliata y citrange ‘Carrizo’, permiten relacionar
la disminucién del metabolismo radicular con el cambio de color de los frutos
citricos en plantas adultas.

Adicionalmente, existen evidencias, aunque en condiciones controladas,
gue relacionan la disminucion de la temperatura de las raices con el cambio de
color del fruto; asi en ‘Calamondin’ (Citrus madurensis Lour.) y mandarino

Satsuma el contenido de carotenoides del flavedo se duplica con una
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disminucién de la temperatura de 30°C a 14°C (Soonen et al., 1979). En el
mismo sentido, Young y Erickson (1961) encuentran la menor concentracién de
clorofilas y la mayor concentracion de xantofilas en el flavedo de frutos de
naranjo dulce ‘Valencia’ con una amplitud térmica diurna/nocturna de 20°C/ 7°C
y temperaturas del suelo de 12°C.

El inicio de la coloracién en respuesta a las bajas temperaturas se ha
atribuido fundamentalmente a la inhibicion de la translocacién de sustancias
con actividad giberelinas desde las raices (Eilati et al., 1969a) y a la reduccién
de la absorcion de nitrégeno (Chapman y Parker, 1942) y translocacion de este
mineral hacia la parte aérea (Wallace, 1953). Estudios recientes realizados en
plantas joévenes de citrange ‘Carrizo’ indican que con temperaturas
diurnas/nocturnas de 32°C/ 27°C se incrementa el contenido endégeno de GA;
en la parte aérea, respecto a las temperaturas de 17°C/ 12°C, como
consecuencia del aumento de la expresién del gen CsGA20o0x1 (Vidal et al.,
2004). Una reduccién en el metabolismo de las GAs, con la subsiguiente
disminucién del contenido de GA; en la parte aérea y por lo tanto también en el
fruto, podria estar ocurriendo naturalmente en el otofio-invierno al disminuir la
temperatura del suelo por debajo de 15°C-18°C y 21°C (en Uruguay y Espafia,
respectivamente, de acuerdo con los patrones utilizados) y provocar el inicio
del cambio de color de los frutos. El proceso se aceleraria al disminuir
artificialmente la temperatura de la zona radicular, logrando incrementar la
integral térmica por debajo de dichos umbrales. Adicionalmente este descenso
disminuiria la absorcion y el transporte de nitrégeno. Con la disminucion de la
temperatura del aire disminuye la actividad vegetativa y sélo queda el fruto
como 6rgano sumidero de carbohidratos (Agusti, 2003), al mismo tiempo que
aumenta la actividad invertasa (Purvis and Rice, 1983), incrementando la
concentracién de azucares reductores en el flavedo de los frutos (Purvis and
Grierson, 1982). La reduccién de la competencia por carbohidratos entre el
fruto y otros érganos de la planta (hojas y raices), y la disminucién del flujo de
nitrégeno desde las raices y su relacién con el desverdizado de los frutos
citricos es una hipo6tesis nutricional propuesta por Huff (1984), que demostré
cultivando in vitro pericarpio de naranja dulce. Nuestros resultados aportan
evidencias sobre el efecto de la disminucién de la temperatura del aire y del

suelo en la promocién del cambio de color de los frutos citricos en plantaciones
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adultas, bajo condiciones no-controladas de temperatura del aire y reduciendo
la temperatura del suelo.

Considerando la relacién entre los factores endégenos y exégenos se
propone que el inicio del cambio de color de los frutos citricos es consecuencia
del descenso de la temperatura del suelo, mediada por la temperatura del aire,
gue provoca el cese del desarrollo vegetativo y de la raiz. Como consecuencia
de ello, se reduce la sintesis y el transporte de giberelinas desde las raices, al
mismo tiempo que se inicia su exportacion desde los frutos. Adicionalmente,
disminuye la absorcion de N y su concentracion y aumenta la de azlcares

reductores y de ABA en el flavedo.
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5. Conclusiones






> Las giberelinas GA; y GA, deben exportarse desde el flavedo de los frutos

para permitir el cambio de color.

> La aplicaciéon de GA3 no solo retarda la pérdida de clorofilas, sino que
reduce la concentracién de pigmentos carotenoides coloreados (B-
criptoxantina, cis-violaxantina y B-citraurina) y aumenta la concentracién de los
propios de frutos verdes (B-caroteno y luteina) a lo largo de todo el periodo de

maduracion.

> Con el cambio de color se incrementa la concentracion de ABA en el

flavedo, pero su papel no es el de promotor del proceso.

> Se verifica una relacién inversa entre el color y la concentracién de
nitrogeno en el flavedo en condiciones in vivo. Las evidencias de que el
incremento de GAs es, por una parte, la sefial endégena primaria que limita el
cambio de color y promueve, por otra, el incremento del N endégeno, permiten
postular un papel subsidiario de éste en el proceso de la maduracion externa de

los frutos citricos.

> El cambio de color de los frutos de mandarino ‘Clementino’ es promovido
por el descenso de la temperatura del suelo por debajo de un umbral critico
asociado al portainjertos. En las condiciones de Espafia y Uruguay, con los
portainjertos citrange ‘Carrizo’ y P. trifoliata, el cambio de color de los frutos se
correlaciona con temperaturas de la zona radicular menores de 21°C y de

15°C-18°C, respectivamente.

> La disminucién de la temperatura de la zona radicular lograda con el
sombreado del suelo con cobertura de malla blanca o de cal, durante los dos
meses previos al cambio de color, permite adelantar el inicio de éste en frutos
de mandarino ‘Clementino’, incrementando el porcentaje de frutos cosechados

en la primera fecha de recoleccion.
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