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Resumen

En esta Tesis Doctoral se estudia el comportamiento alternante de los citricos, naranjo
dulce, mandarino Clementino e hibridos, y la influencia del fruto en el mismo.

La hipétesis de trabajo es que en los citricos el fruto inhibe la floracion a través de la
sintesis y exportacion de giberelinas a las yemas que se hallan bajo su influencia impidiendo su
brotacioén y alterando su diferenciacion.

Nuestros resultados eliminando frutos en diferentes estados de su desarrollo indican
que el fruto comienza a ejercer su accioén a partir de momentos proximos a completar su
desarrollo (estado 78 de la escala BBCH). Desde ese momento y hasta que lo completa e inicia
el cambio de color (estado 79 de la escala BBCH; principios de noviembre), la floracién del
naranjo dulce cv.'Valencia’ pasa de 43 flores/100 nudos a 6.9 flores/100 nudos. Y desde el
inicio del cambio de color hasta su completa maduracién la reduccién adicional observada no
alcanzdé la significacion estadistica (2.9 flores/100 nudos). Experimentos con el tangor
‘Nadorcott’ en los que se retraso la época de recolecciéon de arboles con diferente intensidad de
cosecha demuestran una reduccion significativa de la floracion, pero el hecho de que la
interaccion también alcanzara la significaciéon estadistica indica que el efecto esta mediado por
el numero de frutos.

Esta reduccioén de la floracién resulté ser aproximadamente paralela a una reduccion de
la brotacién, pero el nimero de 6rganos por brote (nUmero de hojas y/o flores) no fue alterado
en ningun caso, lo que indica un efecto directo del fruto sobre la yema impidiéndole brotar. El
fruto, por tanto, no altera el nimero de flores por yema sino el nimero de yemas que brotan.

La modificacién en el contenido en azucares solubles y almidon derivada de la
eliminacion de los frutos no presenta relacion convincente con los cambios en la floracion.
Solamente un desajuste en el metabolismo del nitrébgeno provocado por la presencia del fruto
se ha relacionado significativamente con la intensidad de floracion.

La evolucion de la concentracion de las giberelinas GA; y GA4 en la corteza del tallo
que soporta el fruto en los naranjos navel indica una exportacion de éstas desde el fruto que se
relaciona con su accion inhibidora. En coherencia con ello, la aplicacion de GA; a partir del
estado 78-BBCH inhibe significativamente la floracion, y la de paclobutrazol o prohexadione-
Ca, inhibidores de la sintesis de giberelinas, la promueve en todas las especies y cultivares
estudiados, si bien en este caso el fruto anula la accion.

La similitud temporal y de accion de la presencia del fruto, de concentraciones elevadas
de giberelinas endogenas en el floema préximo a las yemas, y de la aplicacién exdgena de
GA;, demuestra la participacion de estos fitorreguladores en la accion inhibidora del fruto sobre
la floracion.
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Abstract

This Thesis studies alternate bearing behavior of Citrus, sweet orange, Clementine
mandarin and hybrids, and the influence of fruit in the process.

The hypothesis is that, in Citrus, the fruit inhibits flowering through the synthesis of
gibberellins and their transport to the buds, preventing them to sprout and altering apex
differentiation into flower.

Fruit exerted its inhibitory effect from the time it was close to reaching its maximum
weight, namely 80% of its final size (BBCH stage 78). From then until the fruit completes the
growth and colour break starts (BBCH stage 79; early November) flowering intensity is reduced
by 6 times, from 43 flowers/100 nodes to 6.9 flowers/100 nodes. From then to bud sprouting
(April) flowering intensity does not reduce significantly (2.9 flowers/100nodes). Experiments with
tangor "Nadorcott" trees with similar crop load and differing in the harvesting date showed
significant reduction of flowering, but since date of harvest and crop load interactions becomes
statistically significant reveals that the effect is mediated by the number of fruits per tree.

The reduction in flowering paralleled the reduction in bud sprouting. This reduction was
due to a decrease in the number of generative sprouted buds, whereas mixed-typed shoots
were largely independent of the time of fruit removal, and vegetative shoots increased in
frequency. The number of leaves and/or flowers per sprouted shoot was not significantly
modified by fruit load. Fruit, however, did not alter the number of flowers per bud but rather the
number of buds that eventually sprout.

Neither soluble sugar content nor the accumulation of reserve carbohydrates seems to
fulfil an inductive function, but our results show evidence that sprouting and/or flower formation
may require a threshold level of carbohydrates as an energy source. Only some kind of
imbalance in nitrogen metabolism was observed in trees tending to flower scarcely.

Changes in GA; and GA, gibberellins’ concentration in the bark tissue of the shoot
feeding the fruit in navel sweet orange indicate transport from the fruit to the bud, explaining its
flowering inhibition effect. Further, GA; applied from BBCH stage 78 to whole maturation inhibits
flowering significantly, and paclobutrazol and prohexadione-Ca, two inhibitor of the gibberellins
synthesis, applied at the same dates promote it in all species and cultivar studied, although the
fruit avoids the action of these inhibitors.

Accordingly, fruit presence effect, high endogenous gibberellins concentrations in the
bark tissues next to buds, and GA; exogenously applied, coincide in time and way of action,

what demonstrates gibberellins participate in the inhibitory effect of fruit on flowering.
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Resum

En esta Tesi Doctoral s'avalua el comportament alternant, al llarg de diversos cicles
successius de cultiu, del taronger dol¢ cv. ‘Salustiana’, del tangor ‘Nadorcott' i del mandariner
Clementino cv. ‘Hernandina'.

La hipotesi de treball és que en els citrics el fruit inhibix la floracié a través de la sintesi i
exportacié de giberelinas als rovells que es troben davall la seua influéncia impedint la seua
brotacié i alterant la seua diferenciaci6.

Els nostres resultats eliminant fruits en diferents estats del seu desenrotllament indiquen
que el fruit comenga a exercir la seua accié a partir de moments proxims a completar el seu
desenrotllament (estat 78 de I'escala BBCH). Des d'eixe moment i fins que ho completa i inicia el
canvi de color (estat 79 de I'escala BBCH; principis de novembre), la floracié del taronger dolg
cv.Valencia' passa de 43 flors/100 nucs a 6.9 flors/100 nucs. | des de I'inici del canvi de color fins a
la seua completa maduraci6 la reducci6 addicional observada no va aconseguir la significacié
estadistica (2.9 flors/100 nucs). Experiments amb el tangor ‘Nadorcott' en els que es va retardar
I'epoca de recol-leccid6 d'arbres amb diferent intensitat de collita demostren una reduccid
significativa de la floracio, pero el fet que la interaccié també aconseguira la significacié estadistica
indica que I'efecte esta mediat pel nombre de fruits.

Esta reducci6 de la floracio va resultar ser aproximadament paral-lela a una reduccié de la
brotacié, perd el nombre d'drgans per brot (nombre de fulls i/o flors) no va ser alterat en cap cas, la
qual cosa indica un efecte directe del fruit sobre el rovell impedint-li brollar. El fruit, per tant, no
altera el nombre de flors per rovell sin6 el nombre de rovells que brollen.

La modificacié en el contingut en sucres solubles i mid6 derivada de I'eliminacié dels fruits
no presenta relacié convincent amb els canvis en la floraci6. Només un desajust en el metabolisme
del nitrogen provocat per la presencia del fruit s'ha relacionat significativament amb la intensitat de
floracio.

L'evolucié de la concentracio de les giberelinas GA{ i GA4 en la corfa de la tija que suporta

el fruit indica una exportaci6 d'estes des del fruit que es relaciona amb la seua accié inhibidora. En
coheréncia amb aixo, l'aplicacié de GA3 a partir de l'estat 78-BBCH inhibix significativament la

floracié, i la de paclobutrazol o prohexadione-Ca, inhibidors de la sintesi de giberelinas, la promou,
si bé en este ultim cas el fruit anul-la I'acci6.

La similitud temporal i d'acci6 de la preséncia del fruit, de concentracions elevades de

giberelinas endogenes en el floema proxim als rovells, i de I'aplicacié exdgena de GA3, demostra la

participacié d'estos fitoreguladors en I'accio6 inhibidora del fruit sobre la floracio.
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Introduccién
1. Aspectos generales del fenomeno de la alternancia en los frutales

La alternancia de cosechas supone un serio problema en el cultivo de numerosas especies
frutales. Se trata de un fenédmeno ampliamente extendido y que afecta tanto a plantas caducifolias

como perennifolias (Davies 1957; Singh 1971).

El comportamiento alternante de un arbol supone una produccion irregular a lo largo de los
ciclos productivos. Cosechas muy abundantes son seguidas de cosechas escasas y viceversa. Los
afnos de cosechas elevadas, se denominan ‘afios on’ y los de cosechas escasas ‘afios off. Se trata
de un aspecto desfavorable en ambos casos. Cuando las producciones son escasas, los frutos son
de tamafio excesivo y baja calidad comercial, mientras que cuando las producciones son elevadas
el excesivo numero de frutos que llega a desarrollarse no alcanza un tamafio adecuado
comercialmente. Las ramas individuales llegan a comportarse, también, como entidades
auténomas en relacion a la alternancia. Un estudio detallado de este ultimo aspecto en cultivares
alternantes de Prunus domestica se llevé a cabo por Couranjou (1978) demostrandose que la

autonomia se incrementaba con el tamaino de la rama.

El término ‘comportamiento bianual’ puede utilizarse en el mismo sentido que
‘comportamiento alternante’ pero, la alternancia de cosechas no implica estrictamente un modelo

bianual regular, uno, dos o0 mas afos on pueden ser seguidos por uno o varios afios off.

El comportamiento alternante puede iniciarse de dos modos distintos. El primero aparece de
forma gradual y esta relacionado con el incremento progresivo de la produccion durante los
primeros afios de produccién de la planta. El segundo surge como consecuencia de alguna
situacién de estrés ambiental. Este es mas frecuente que el anterior y aparece de forma
generalizada en toda una zona de cultivo. Este caso incluye el efecto de las heladas primaverales
en arboles caducifolios o de un estrés hidrico durante el cuajado en zonas templadas; la intensidad
del comportamiento alternante que se desarrolla depende de la severidad de las condiciones
ambientales que se den, ya sean favorables o desfavorables para el proceso de floracién o cuajado
(Lavee, 1996).

En las especies con comportamiento alternante las flores no se forman en las ramas en las
que se desarrollaron frutos en el ciclo anterior (Plummer et al. 1989; Nielsen y Dennis 1998; Dennis
y Nielsen, 1999), por lo que tras un afio de produccion intensa se limita el nimero de puntos

potenciales para el desarrollo de flores.
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La alternancia de cosechas es un fenédmeno comun en todas las especies frutales, si bien la

intensidad con que la sufren es variable con ellas. De entre las especies de mayor valor fruticola,

las que estan sujetas a un comportamiento alternante mas intenso se muestran en la siguiente

tabla. En ella se indica también las fuentes bibliograficas mas importantes al respecto para una

mas completa informacion.

Familia Especie Nombre comun Fuente
Anacardiaceae Magnifera indica Mango Singh 1971

Pistacia vera Pistacho Crane y Nelson 1971
Corylaceae Corylus avellana avellano Gardner 1966
Ericaceae Vaccinium macrocarpon  Arandano Eaton 1978
Euphorbiaceae Aleurites fordii Tung Potter et al., 1947
Juglandaceae Carya illinoensis Nuez pecan Worley 1971

Juglans ssp. nuez
Lauraceae Persea americana Aguacate Chandler 1950
Oleaceae Olea europae Olivo Morettini 1950
Rosaceae Malus sylvestris Manzano Jonkers 1979

Pyrus communis Peral Jonkers 1979

Prunus domestica Ciruelo Couranjou 1970

Prunus armeniaca Melocotonero Fisher 1951
Rubiaceae Coffea arabica Café Chandler 1950
Rutaceae Citrus sinensis Naranjo West y Barnard 1935

Citrus reticulata Mandarino Jones et al., 1975

Hibridos Tangor Murcott Stewart et al., 1968

Citrus unshiu Satsuma Iwasaki et al., 1962
Sapindaceae Litchi sinensis Litchi Chandler 1950

Euphoria longana Longan Olszack 1986
Arecaceae Phoenix dactylifera Palmera Pillary et al., 2005
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Normand y Habib
Myrtaceae Psidium cattleianum Guayava fresa 2001
Ebenaceae Diospyrus kaki caqui Ojima 1985
Proteaceae Macadamia integrifolia Macadamia Thompson 1993

Entre cultivares de una misma especie se aprecian diferencias notables en cuanto a su
comportamiento alternante, como es el caso del manzano y el peral (Westwood, 1978; Jonkers,
1979). Este puede variar de unas areas a otras, asi los cvs. 'Golden Delicious’ y ‘Yellow
transparent’ fueron considerados como alternantes por Westwood (1978) y como no alternantes por
Jonkers (1979), y en Israel, Gur y colaboradores (1969) consideraron al cv.’Delicious’ con un fuerte
comportamiento ‘biannual’, pero con tendencia a disminuir con la distancia entre zonas de cultivo.
En los citricos, algunos cultivares de naranjo dulce, pomelo y limdn no presentan comportamiento
alternante. Otros, como el cv. ‘Valencia’, bajo ciertas condiciones ambientales, como climas
extremos o semi-aridos, se comportan como alternantes (Moss et al. 1981). Cultivares de
mandarina e hibridos, como ‘Wilking’, ‘Kinnow’, ‘Murcott’ y ‘Michal’, son, de forma general,

intensamente alternantes.

Las diferencias en el comportamiento alternante de las especies frutales, dentro de un
mismo cultivar, no se conocen bien. Algunos autores (Monselise y Goldschmidt, 1982) intentan
explicar estas diferencias considerando la localizacion de las yemas de flor (ramos de mayo vs
ramos mixtos o chifonas) o la necesidad de polinizacion cruzada, otros las atribuyen a diferentes
respuestas ante situaciones de estrés climatico, a la capacidad para compensar la baja formacion
de flores con un alto indice de cuajado, a la mejor eficiencia de auto-polinizacion...

En los frutales no citricos raramente se considera el fenémeno de la alternancia
directamente inducido por el patron. Asi, en el aguacate no se encontraron diferencias en el
comportamiento alternante de cuatro cultivares cultivados sobre diferentes patrones (Ben-Yaakov
et al.,, 1991). Sin embargo, la utilizacion de patrones enanizantes en el manzano redujo el
comportamiento alternante de algunas variedades (Jonkers, 1979).

El efecto de la edad del arbol presenta resultados contradictorios, y generalmente no
uniformes, dentro de un mismo cultivar, cuando se consideran diferentes zonas de cultivo. Ciertos
cultivares de manzano presentan una alternancia mas intensa en edades juveniles que cuando son
adultos (Jonkers, 1979), a pesar de que generalmente, en esta especie la alternancia se acentua
con la edad, posiblemente por el incremento en la proporcion de frutos desarrollados en ramos de

mayo (Gur, 1976). En el mango, la alternancia también se incrementa con la edad (Singh y Khan,
25



Introduccién

1940). Algunos cultivares de aguacate, como ‘Anaheim’ y ‘Ettinger’, presentan un comportamiento
alternante creciente con la edad, mientras que otros intensamente alternantes, como ‘Nabal’ y
‘Hass’, no presentan diferencias a lo largo de los afios (Ben-Yaakov et al., 1991). Los arboles de
nuez pecan o pistachero no muestran alternancia hasta el décimo afio (Sparks, 1975; Crane y
Forde, 1976). En los citricos, generalmente, la alternancia se considera como una sefial de
juvenilidad (Monselise y Goldschmidt, 1982).

2. Causas de alternancia

Factores exégenos

Las condiciones ambientales pueden iniciar el fenomeno de alternancia de cosechas; sin
embargo, una vez iniciado, son los factores endégenos los que controlan el comportamiento ciclico
entre afios on y off. Ciertas situaciones de estrés ambiental, como las heladas, temperaturas
excesivamente calidas o una baja humedad ambiental, pueden iniciar el comportamiento alternante

de los arboles.

En el manzano, las heladas primaverales, pueden iniciar los ciclos de alternancia en los
cultivares sensibles al frio (Williams y Edgerton, 1974). La practica anulacion de la cosecha
provocada por ellas favorece una floracién intensa el afio siguiente, aumentando la cosecha e

iniciando este fendbmeno.

Las bajas temperaturas también pueden actuar de forma indirecta, anticipando la caida de
las hojas en otofio y alterando, de este modo, el contenido en reservas, almacenadas (Sparks,
1975) o afectando la actividad de los polinizadores y/o el propio proceso del cuajado (Moss et
al.,1981). Dificultades similares con efecto de las altas temperaturas son las responsables de una
cosecha final escasa en los citricos, el aguacate y el mango (Moss, 1974; Gardner, 1966;
Bhandwalkar y y Desai, 1995).

La baja humedad ambiental afecta la produccién de diferentes cultivos ya que provoca una
caida masiva de frutos en desarrollo. Es frecuente en el olivo (Morettini, 1950), citricos (Agusti,
2003), y probablemente la mayoria de los frutales cultivados en climas templados y secos. En el
aguacate, ademas, la baja humedad ambiental provoca una baja germinacion del polen por

deshidratacion del estigma (Gardner, 1966). En la nuez pecan, se puede promover la caida de
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hojas y causar, indirectamente, una importante caida prematura de frutos (Davis y Sparks, 1974;
Sparks, 1975).

Otros tipos de estrés, como la falta de disponibilidad de agua, la asfixia radicular, la
salinidad, plagas o enfermedades... pueden provocar reducciones intensas de la cosecha y

disparan el inicio de ciclos de alternancia.

Factores endoégenos.

En el origen de la alternancia de cosechas se encuentran las hormonas vegetales. El papel
de los reguladores del desarrollo en la reduccion de la formacién de yemas de flor después de un

afio on se ha estudiado para diferentes especies frutales.

Las citoquininas son necesarias para el desarrollo de los 6rganos reproductivos. En
experimentos realizados con segmentos de tallo Mullins y Rajasekaran (1981) demostraron que los
primordios vegetativos son sumideros mas potentes de citoquininas que los primordios florales, y
que una limitacion en la disponibilidad de citoquininas significaria una reduccién en el desarrollo de
yemas reproductivas. Aun mas, descensos en los niveles de citoquininas causan la caida de
racimos (Mullins 1980). La importancia de este tipo de hormonas fue demostrada, ademas,
mediante aplicaciones exdgenas a tallos sin raices. Otros autores, sin embargo, no han encontrado
este efecto de las citoquininas sobre la formacion de yemas reproductivas de olivo (Badr y Hartman
1972).

El acido abscisico puede reducir la intensidad de floracibn mediante la reducciéon del
desarrollo de inflorescencias sin hojas en los citricos (Davenport 1990), aunque no se ha
encontrado una relacion directa entre el contenido enddgeno de acido abscisico y algunas de las
condiciones inductoras de la floracién, como el estrés hidrico y las bajas temperaturas (Southwick y
Davenport 1986). Sin embargo, los frutos citricos contienen gran cantidad de acido abscisico
(Tanaka et al. 2004; Harris y Dugger 1986) y, las yemas de arboles on, es decir, los que van a
florecer poco, contienen mayor cantidad de acido abscisico que las de los arboles off (Jones et al.

1976), implicando a ésta fitohormona en el proceso de alternancia.

A pesar de esto, el que aplicaciones tempranas de acido abscisico no retrasen la brotacion
y so6lo prolonguen la dormicién de las yemas cuando se realizan inmediatamente antes de la
brotacion natural, es decir, cuando el efecto inhibidor del fruto sobre la floracién ya se ha
completado, impide atribuir a esta sustancia un papel regulador de la floracién (Garcia-Luis et al.

1986).
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Niveles mas elevados de acido indolacético se encontraron en hojas de mandarino durante
el afo off (Epstein, 1981). Sin embargo, Verreynne y Lovatt (2009) encontraron niveles mas
elevados de acido indolacético en las yemas de arboles de mandarino ‘Pixie’ en afio on, que en las
yemas de arboles en afio off. Asimismo, se consigui6é incrementar la floracion en plantones de
pomelo mediante la aplicacion de un inhibidor del transporte de auxinas, el TIBA (Kessler, 1959).
Todo ello sugiere que el acido indolacético puede influir en el proceso de floracion directa o

indirectamente, aunque su efecto concreto todavia es incierto (Okuda, 2000).

En el manzano, las auxinas producidas en las semillas se desplazan desde éstas a las
inflorescencias (Luckwill, 1957; Grochowska, 1968). Este movimiento es mas intenso en un cultivar
bianual o alternante de manzano, como el ‘Laxton Superb’, que en otros de comportamiento
regular, como el ‘Cox Orange Pippin’ (Hoad, 1978). Ademas, se han observado niveles mas bajos
de auxinas en los brotes en los que se diferencian flores durante el afio off que en los que no las

diferencian (Grochowska, 1964).

En la mayoria de frutales caducifolios, el inicio del desarrollo del fruto coincide con el
periodo de induccion floral, observandose una relacién directa e inversa entre los frutos en
desarrollo y las flores formadas (Lavee, 1996; Buban y Faust, 1982). Por otro lado, si la polinizacion
es intensa, los frutos contienen un gran nimero de semillas. En el manzano (Buban y Faust, 1982)
y en el pistachero (Crane et al., 1973) se ha demostrado el papel de éstas en la inhibicion de la
produccion de yemas reproductivas. Ademas, la presencia de semillas, generalmente, mejora la
persistencia del fruto en el arbol, evitando su caida, lo que se debe a un incremento en la
produccion de reguladores del desarrollo y, con ello, a una mas intensa actividad sumidero de los
frutos (Monselise y Goldschmidt, 1982). Este efecto de las semillas fue demostrado en cultivares de
fecundacion libre y partenocarpicos de manzano (Chan y Cain, 1967) y de peral (Huet, 1972), en

los que se observaban diferencias en las formacién de yemas reproductivas.

De entre todas las hormonas vegetales, las giberelinas son las mas influyentes sobre el
proceso de floracion (Pharis y King, 1985; Okuda, 2000) ya que: (1) la aplicacién de acido
giberélico reduce la floracion, especialmente las inflorescencias sin hojas (Monselise y Halevy,
1964; Davenport, 1983; Guardiola et al., 1977), (2) la actividad de las giberelinas se correlaciona
positivamente con el efecto del fruto sobre la floracion siguiente (Goren y Goldschmidt, 1970; Erner
et al.,, 1976; Garcia-Luis et al., 1986) y (3) existe actividad de las giberelinas en los tejidos

vasculares de los brotes alternantes (Saidha et al., 1983).

La aplicacion exdégena de acido giberelico reduce la floracion en frutales perennifolios y
caducifolios (Kachru et al., 1971; Monselise y Halevy, 1964; Gonzalez-Rossia et al., 2006; 2007), si

bien, el momento 6ptimo de aplicaciéon varia con la especie. En el olivo, las aplicaciones de acido
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giberélico en verano u otofio reducen la floracién, mientras que en la vid el momento adecuado de
aplicacion es en primavera (Lavee et al.,, 1981). En ciruelos (Gonzalez-Rossia et al., 2006),
melocotoneros (Gonzalez-Rossia et al., 2007) y manzanos (Looney et al., 1985) las aplicaciones al
inicio del verano reducen significativamente la formaciéon de yemas de flor.

Las giberelinas producidas en las semillas (Luckwill 1974; Hoad 1978) y traslocadas hacia el
resto de la planta actian como inhibidoras del desarrollo de flores. De hecho, aplicaciones
exogenas de inhibidores de las citoquininas como chlormequat o daminozide incrementaron el
desarrollo de yemas de flor en citricos (Monselise y Halevy 1964; Nir et al. 1972) y en el manzano
(Luckwill 1970, 1974). Al igual que ocurre con las auxinas, se difunden desde el fruto, en mayor
cuantia, en los cultivares alternantes de manzano que en los cultivares de comportamiento regular
(Hoad 1978; Ebert y Bangerth 1981; Callejas y Bangerth, 1997).

La importancia de la presencia de hojas para el desarrollo de yemas reproductivas se ha
demostrado en diferentes especies frutales como el mango (Reece et al. 1949), el manzano (Harley
et al. 1932), el olivo (Hackett y Hartmann 1964), el nispero (Fatta del Bosco 1961) y los citricos
(Ayalon y Monselise 1960) y puede entenderse desde el punto de vista hormonal y nutricional.

El esfuerzo energético que un arbol realiza para completar su actividad productiva durante
un ciclo de produccion, supone un agotamiento de las reservas en carbohidratos (Goldschmidt y
Golomb, 1982) y elementos minerales (Golomb y Golsdchmidt, 1981). En pistacheros en afio off se
acumulan cantidades superiores de nitrégeno, fésforo y potasio que durante el afio on

(Rosencrace et al. 1998).

El rayado de ramas incrementa el desarrollo de yemas de flor en diferentes especies
frutales, como el aguacate (Lahav et al., 1971), el olivo (Lavee et al., 1983; Ben-Tal y Lavee, 1984,
1985), el nispero (Reig et al., en preparacion) y los citricos (Agusti et al. 1992). Esta técnica
provoca la interrupcion del transporte floematico, incrementando la disponibilidad de carbohidratos
(Wallerstein et al., 1973; 1974) y modificando el balance hormonal en las yemas (Wallerstein et al.,
1978). A pesar de ello, en el olivo (Stutte y Martin 1986), pistachero (Crane et al. 1976),
melocotonero (Reig et al. 2006) y citricos (Garcia-Luis et al., 1995) los carbohidratos no son un
factor determinante en la induccién floral. En estos ultimos, se ha sefialado la necesidad de un
nivel umbral minimo para que la diferenciacion de flores tenga lugar (Garcia-Luis et al., 1995;
Goldschmidt, 1999).
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3. La alternancia de cosechas en los citricos

Descripcion del cultivo

Los citricos, como otras especies lefiosas, son plantas policarpicas que experimentan ciclos
continuos de floracion y fructificacion (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). Estas especies
mantienen un cierto balance entre el crecimiento vegetativo y el reproductivo, de modo que cada
afio solo transforman un porcentaje de los meristemos en flores, mientras el resto continuan el

crecimiento vegetativo para asegurar el futuro de la planta (Goldschmidt y Monselise, 1970).

En climas subtropicales, los citricos presentan de una a tres brotaciones al afio. De ellas, es
la brotacion de primavera la que proporciona flores Utiles, mientras que las brotaciones de verano y
otofio, dan brotes vegetativos, de modo que generan nuevos puntos de brotacién (nudos) para la
siguiente estacion (Krajewski y Rabe, 1995; Gravina, 1999).

La brotacion de primavera se presenta sobre ramas desarrolladas el afio anterior (Agusti y
Almela, 1991) siendo la brotacion mas joven, esto es, la del otofio anterior, la que aporta mayor
numero de flores, seguida de la de verano y esta, a su vez, de la de la primavera anterior, y asi
sucesivamente, de tal modo que solo ocasionalmente existe desarrollo de yemas adventicias o

latentes de mayor edad.

La distribucion de la floracién en tipos de brotes es idéntica para todas las especies y
variedades de agrios cultivados, pero presentan diferencias cuantitativas. En el naranjo dulce el
50%, aproximadamente, esta constituido por brotes mixtos, el 25% por ramos de flor; las flores
solitarias y los brotes vegetativos se encuentran en una proporcion de un 10%, aproximadamente,
cada uno, y el 5% restante corresponde a brotes campaneros (Guardiola et al., 1977). En el
mandarino Clementino e hibridos, son las flores solitarias los brotes mas abundantes (50%),
seguidos de los brotes campaneros (20%), el resto de los brotes se reparten por partes iguales
(10%). El mandarino Satsuma solo tienen brotes uniflorales, con hojas (35%) o sin hojas (25%) y
vegetativos (40%) (Agusti, 2003).

En los citricos, el numero de flores formadas depende de factores endégenos (genéticos y
hormonales) y exégenos (temperatura y fotoperiodo). De acuerdo con los conocimientos actuales,
todas las yemas de un arbol tienen la informacion suficiente para brotar y florecer; si no lo hacen es
por la existencia de factores inhibidores que impiden su desarrollo como flores (Goldschmidt et al.,
1997; Martinez-Fuentes et al., 2004).
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Tres factores independientes, al menos, controlan la formacion de las flores en citricos
(Garcia-Luis y Guardiola, 2000): a) un cambio en la sensibilidad de las yemas a las sefales
medioambientales; b) la accién inhibidora del fruto, probablemente a través de un mecanismo
hormonal (GAs?) pero independientemente de los niveles de carbohidratos en las hojas, y que
tiene lugar antes del periodo inductivo; y c) los carbohidratos, cuyo posible papel en la floraciéon es

el de fuente de energia para la brotacién y la iniciacion floral.

Estos factores han sido estudiados tratando de explicar el desarrollo del proceso floracional,
dividido en dos etapas bien definidas: induccion floral y diferenciacion. Se entiende por induccién
floral el proceso a través del cual las yemas vegetativas son promovidas a florecer (Davenport
1990). En condiciones subtropicales, la floracion ocurre principalmente durante la primavera,
después de que las bajas temperaturas del invierno causen la inactividad de la yema mientras la
inducen a florecer (Reuther et al., 1973), y el grado de induccién se ha mostrado proporcional a la
severidad y a la duracion del factor inductivo (Southwick y Davenport, 1986). Una vez inducidas las
yemas, su liberacion del estrés por un aumento de las temperaturas primaverales desencadena el
inicio del crecimiento reproductivo (Cassin et al., 1969). La diferenciacion floral es la transicion
morfolégica y anatomica de los meristemos vegetativos a meristemos florales (Davenport, 1990).
Durante este proceso, las altas temperaturas acortan el periodo de desarrollo y adelantan la fecha
de antesis (Valiente y Albrigo, 2000).

En general, la acumulacién de horas frio aumenta la brotacién y el numero de flores por
nudo (Poerwanto y Inoue, 1990), de modo que con el aumento de la acumulacién de frio aumenta

el numero de las yemas que cambian de vegetativas a reproductivas (Moss, 1969).

El estrés hidrico también se ha mostrado como factor inductor de la floracion. La biosintesis
de citoquininas principalmente se realiza en 6rganos en crecimiento, como las raices, de modo que
aquellas condiciones que promuevan la inactividad radicular reduciran la sintesis hormonal que
tiene lugar en las raices y el transporte de dichas hormonas a la copa. Esto explica la necesidad de
bajas temperaturas en climas templados para que se produzca la floracién (Goldschmidt et al.,
1985) y de periodos de sequia en las regiones con climas tropicales.

La floracion en los citricos, podria estar inducida por la longitud de los dias cortos del
invierno. Sin embargo, éstos por si mismos son insuficientes para inducir la floracion. Asi, se ha
comprobado que plantas que crecen a altas temperaturas sélo producen brotes vegetativos, con
independencia de la longitud del dia, mientras que plantas cultivadas a baja temperatura florecen
tanto en condiciones de dia corto como de dia largo (Reuther, 1973). Moss (1969) ya demostr6 que
para bajas temperaturas (15°C dia/5°C noche) la floraciéon del naranjo dulce es independiente del

fotoperiodo.
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Por otro lado, el estudio de la expresion de genes relacionados con el proceso de floracion
aporta informacion adicional. El analisis genético de Arabidopsis demuestra que los genes
CONSTANS (CO) Y FLOWERING LOCUS T (FT) estan involucrados en la induccion de la floracion
por el fotoperiodo (Koorneef et al., 1991). Otro factor importante en el control de la floracion es la
exposicion a bajas temperaturas durante cierto tiempo. Sin exposicion a una temperatura baja el
FLOWERING LOCUS C (FLC) reprime la floracién actuando sobre los activadores de la floracion
(Michels et al., 2005). Por el contrario, la expresion del FLC se reduce por la exposicién a una baja
temperatura, y, consecuentemente, se induce la expresion de genes activadores de la floracion
(Henderson y Dean, 2004; Amasino, 2005).

En el naranjo dulce, Pillitteri et al. (2004) encontraron que la acumulacion de transcritos de
CsTFL, un homoélogo del TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) en los citricos, se correlacionaba
positivamente con la juvenilidad y negativamente con la expresiéon de los homologos de LEAFY
(LFY) y APETALA (AP1) en este género. En los citranges (hibridos de C. sinensis x Poncirus
trifoliata) la expresion constitutiva de los genes LFY o AP1 de Arabidopsis, redujo notablemente el
periodo de juvenilidad (Pefia et al., 2001). Endo y colaboradores (2005), obtuvieron un Poncirus
trifoliata transgénico, en el cual un homologo del FT, CiFT1, derivado del mandarino Satsuma, fue
expresado constitutivamente. La planta transformada mostré una floracién extraordinariamente
precoz. Estos resultados indican que FT, LFY y AP1, son genes promotores clave de la floracién
en Arabidopsis, y podrian regular la transicion de la fase juvenil a la adulta en los citricos. Mas
recientemente Nishikawa et al. (2007) mostraron que la expresién del homologo del FT en los
citricos, Ci FT, presentaba un incremento estacional durante el periodo de induccion floral y
también era inducido por un tratamiento artificial con baja temperatura (15°C), que, a su vez,
promovia la floracion. Ademas, se observd que la expresion de TFL1, LFY y AP1, no mostraron
ninguna correlacion con la induccion floral, tanto en el campo como en condiciones de baja
temperatura artificial. En la actualidad no se han identificado ningliin gen que regule de manera

especifica la alternancia de cosechas (Goldschmidt, 2005).

Sagee y Lovatt (1991) estudiando el contenido en poliaminas del naranjo ‘Washington’ navel
observaron que las flores apicales de las inflorescencias presentaban mayores concentraciones de
NHs-NH,*, arginina, putrescina y espermidina, y que su concentracion se reducia paralelamente al
desarrollo de la flor hasta la caida de pétalos. Del mismo modo, el contenido en NH3;-NH," de las
flores disminuy6 durante las 4 semanas previas a la antesis paralelamente a su disminucion foliar.
Estos resultados permitieron establecer que las hojas y las flores sufren cambios conjuntos en el
metabolismo del nitrbgeno durante el proceso de ontogenia de la flor. Asimismo, durante el proceso
de biosintesis de novo de arginina y de putrescina sus niveles cambiaban paralelamente con los

contenidos florales de NHi;-NH,*, lo que sugiere que estos compuestos se encuentran
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metabdlicamente ligados. Finalmente, el estimulo floracional logrado con el estrés térmico en el
naranjo dulce ‘Washington navel’ y con el estrés hidrico en el limon ‘Lisbon’ fue proporcional la
acumulacion de ién amonio en las hojas (Lovatt et al., 1988a). Alteraciones en la reduccién de NH;-
NH," y su relacion con la floracion se han demostrado no solo en los citricos (Monselise et al.,
1981), sino también en el melocotonero como respuesta a la presencia del fruto (Reig et al., 2006).
Es mas, en el melocotonero, la concentracion NHs;-NH." aumenté con la acumulacién de horas frio

en la corteza de segmentos de tallo con yemas cultivados in vitro (Gonzalez-Rossia et al., 2008).

En resumen, el amonio es precursor de la biosintesis de novo de arginina, aminoacido
precursor, a su vez, de las poliaminas en su ruta de sintesis y las poliaminas han demostrado ser
compuestos promotores de la floracion (Lovatt et al., 1988a, 1988b), tanto en etapas de induccion
(Ali y Lovatt 1995), como de ontogenia floracional (Sagee y Lovatt, 1991). Aplicaciones exdgenas
del aminoacido arginina y de las poliaminas espermina, espermidina y putrescina, en época de
induccion floral al mandarino Clementino cv. ‘Hernandina®™ a una concentracion de 100 mg I", no

provoco, sin embargo, ninguna respuesta en la floraciéon (Arias, 1999).

Por el contrario, aplicaciones de acido giberélico entre mediados de septiembre y hasta el
momento de la brotacién, inhiben la floracion del naranjo dulce y de los mandarinos Satsuma y
Clementino (Monselise y Halevy, 1964; Guardiola et al., 1977; 1982). Estas aplicaciones exdgenas
de giberelinas disminuyen los niveles de floracién mediante la modificacién del balance hormonal
endogeno, como lo demuestra la aplicacion de paclobutrazol, un inhibidor de la sintesis de

giberelinas, aumentando la floracion (Martinez-Fuentes et al. 2004).

Un aspecto de interés se presenta al eliminar los frutos y realizar aplicaciones de acido
giberélico. En estos casos se ha observado una intensidad de floracién similar a la encontrada en
los arboles con fruto, lo que demuestra que las giberelinas exdgenas pueden sustituir el efecto
inhibitorio del fruto (Goldschmidt y Monselise, 1972). Las giberelinas, por tanto, son parte del
mecanismo de control de la floracion de los citricos (Goldschmidt y Monselise, 1970; Guardiola et
al., 1982).

El fruto inhibe la formacién de flores, de modo que la intensidad de la floracién se halla
inversamente relacionada con el nimero de frutos de la cosecha anterior (Becerra y Guardiola,
1984; Rivas et al., 2004) y se reduce si se retrasa la recoleccion (Agusti y Almela 1984; Garcia-Luis
et al., 1986). Se ha sugerido que la presencia del fruto podria reducir la sensibilidad de las yemas a
las condiciones inductivas, o incrementar la exigencia en condiciones inductivas de la floracion
(Albrigo y Sauco, 2004). Por otra parte, el contenido en giberelinas es mayor en las hojas de

brotes con frutos que en hojas de brotes sin frutos (Koshita et al., 1999).
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Estudios realizados en mandarino Satsuma han demostrado una correlacién positiva entre
la intensidad de brotacion y la de floracion. En términos absolutos la distribucion de la brotacion
afectd principalmente a los brotes florales, mientras que los brotes vegetativos se mantenian

practicamente constantes en su numero (Garcia-Luis et al., 1986).

El efecto inhibitorio de los frutos sobre la brotacién y sobre el desarrollo vegetativo y
reproductivo parece estar relacionado con cambios hormonales y por competencia por
carbohidratos (Goldschmidt et al., 1985; Valiente y Albrigo, 2004). Giberelinas y carbohidratos

actuan, por tanto, como factores reguladores independientes de la floracion (Erner, 1988).

Este efecto depresivo de la presencia del fruto sobre la floraciéon puede llegar a afectar la
cosecha siguiente. En estos casos, la floracion al afio siguiente de una cosecha elevada puede ser
practicamente nula. Ante la ausencia de frutos que ello comporta, y dado el papel de éste en el
control de la floracion, la floracion siguiente aumenta sensiblemente iniciandose lo que se

denomina alternancia de cosechas.

La alternancia de cosechas en los citricos.

Diferentes grados de alternancia pueden encontrarse en las especies de citricos. De forma
general, los cultivares sin semillas de naranjo dulce, pomelo y liméon (excepto el mandarino
‘Satsuma’) tienen un comportamiento regular. Algunos de éstos, sin embargo, pueden alternar en
cierto modo, cuando se desarrollan en determinadas condiciones de cultivo, como son los casos
del naranjo dulce cv. ‘Valencia’ cultivado en California o en zonas frias de Australia (Jones et al.
1976), el cv. ‘Shamouti’ en zonas semi-aridas y suelos pesados de Israel (Goren y Monselise,
1969), el cv. ‘Washington navel’ (Goren y Monselise, 1971) o el pomelo ‘Marsh’ recolectado con

retraso en Cuba (Betancourt et al., 2008)

La alternancia es un fendbmeno comun en algunas mandarinas. Se trata de hibridos de
Citrus reticulata con Citrus sinensis (tangors) o Citrus paradisi (tangelos), que normalmente tienen
semillas. En muchos casos la alternancia puede llegar a ser tan intensa que se alcance el colapso
de los arboles después de cosechas extremadamente abundantes (Monselise y Goldschmidt,
1982).

La capacidad de evitar la caida masiva de frutos durante el cuajado y de producir cosechas
moderadas y regulares, a lo largo de los afios, parece una caracteristica determinante de los

cultivares no-alternantes. Sin embargo, en los citricos, la presencia de semillas parece incrementar
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el comportamiento alternante. De hecho, muchos cultivares alternantes de citricos, como son

‘Wilking’, ‘Dancy’, ‘Murcott’ o ‘Michal’, contienen semillas.

En los citricos, el patrdn empleado puede condicionar el comportamiento alternante del
cultivar incrementando o reduciendo du intensidad. La intensa alternancia de cosechas de los
mandarinos en la zona del Mediterraneo puede deberse al empleo del naranjo dulce como patron
en esta area (Davies y Albrigo, 1994). En experimentos realizados en Australia con naranjo dulce
cv. ‘Valencia’ sobre diferentes patrones, se observaron diferencias notables en la alternancia de su

produccion en los seis afios del experimento (El-Zeftawi y Thornton, 1975).

Técnicas de control de la floracion en los citricos.

Inhibicién de la floracién.

Aplicacion de fitorreguladores.

Desde que Monselise y Halevy (1964) redujeron la floracion en el naranjo dulce cv.
‘Shamouti’ mediante la aplicacion de acido giberélico, se han obtenido resultados similares en
casi todas las especies y cultivares de citricos (Harty y Van Standen, 1988a), tales como el
naranjo dulce ‘* Washington Navel (Moss, 1970), ‘Valencia’ (Moss y Bellamy, 1973), ‘Navelate’
(Guardiola et al., 1977), mandarino ‘Satsuma’ (lwahori, 1978, Iwahori y Oohata, 1981; Guardiola
et al. 1982; Garcia Luis et al. 1986), mandarino Clementino (Deidda y Agabbio, 1978), tangor
‘Temple’ (Monselise et al. 1981), calamondin (Lenz y Karnatz, 1975) y lima Tahiti (Davenport,
1983). En el limonero, el acido giberélico inhibe también la floracion inducida tras un periodo de
sequia (Nir et al., 1972).

La respuesta siempre va acompafiada de una redistribuciébn de la brotacion,
aumentando la proporcion de brotes florales con hojas y reduciéndose la de los brotes florales
sin hojas. En los casos de reduccién intensa de la floracién, los brotes vegetativos también

sufren cambios, produciéndose un aumento de los mismos (Agusti, 2003).

La respuesta a estos tratamientos depende criticamente de la época de aplicacién. Si
bien la época de sensibilidad de los agrios a esta sustancia es muy amplia, existen dos épocas
de maxima eficacia bien definidas (Guardiola et al., 1982): durante el reposo invernal, de finales
de noviembre a principios de diciembre, un tratamiento con &cido giberélico, a una
concentracion de 25 mg.I"", reduce significativamente la floracién de la mayor parte de los

cultivares ensayados; y al inicio de la brotacion, cuando los brotes aun no han superado los 1-3
35



Introduccién

mm de longitud, tratamientos con 10 mg.I"" de acido giberélico reducen la floracién con la misma
intensidad que los efectuados durante el reposo invernal, aunque el periodo de sensibilidad en

este caso en mas corto.

Ademas del acido giberélico, las GA; (Goldschmidt y Monselise, 1972) y la GA4
(Goldschmidt y Monselise, 1972; Tamim et al., 1996), también provocan la inhibicion de la

floraciéon en los citricos.

La aplicacion de auxinas, como reguladoras del proceso de floracion, fue explicado por
Zeevart (1978). La aplicacion de 2,4-D a una dosis de 12 mg.I"' entre mediados de noviembre y
mediados de diciembre en arboles de naranjo dulce cv. ‘Navelate’ reduce la floraciéon

aproximadamente en un 30% (Guardiola et al,. 1977).

El papel de las citoquininas en la regulacion de la floracién en citricos ha recibido una
escasa atencion, a pesar de la correlacion entre los bajos niveles enddgenos de las citoquininas

y la apertura de yemas (Davenport, 1990; EI-Otmani et al., 1995).

Agusti y Almela (1991) revisaron los tratamientos mas eficaces y las condiciones de
aplicacién para inhibir la floracion en los citricos.

Estimulo de la floracion.

Aplicacion de retardadores del crecimiento.

Diferentes retardadores del desarrollo se han utilizado para promover la floracion de
variedades alternantes de citricos. La produccion de flores se incrementa con un aumento en la
concentracion de compuestos del triazol, inhibidores de la sintesis de giberelinas (Delgado et al.,
1986a, 1986b; Harty y van Staden, 1988b). Monselise (1979) considera la eficacia de los
antagonistas de la sintesis de giberelinas solamente antes de que éstas hayan sido sintetizadas y

no cuando estan presentes en cantidades elevadas.

En pomelo se obtuvieron incrementos de la floracién con aplicaciones foliares de 500 ppm
de acido triiodobenzoico (TIBA) (Kessler et al.,, 1959). Aplicaciones de 2-cloroetiltrimetilamonio
(CCC; Cycocel) a concentraciones de 1000 ppm, y de acido N-dimetilaminosuccinamico (Alar, B-
Nine), a concentraciones de 2500 ppm, aumentaron la floracion del limonero ‘Eureka’; el Alar
también provocd el estimulo de la floracién del naranjo dulce, aunque de modo no consistente
(Monselise y Goren 1984). Mas efectivo que los anteriores fue el benzotiazol-2-oxiacetato (BTOA).
Estos resultados fueron confirmados por diversos autores (Monselise et al., 1966; Nir et al., 1972;

Salomon, 1988; Lenz y Karnatz, 1975).
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La aplicacién de paclobutrazol [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1,2,4-triazol-lyl)
penta-3-ol], un inhibidor de la sintesis de giberelinas, entre 2.5y 10 g / arbol, al suelo (Delgado et
al. 1986a; 1986b) y via foliar, entre 25 y 100 ppm (Harty y van Staden 1988b), aumenta la floracion
en el naranjo dulce, el mandarino y el limonero. Otros autores, sin embargo, otros autores (lwahori

1986; Agusti et al. 1991) no encontraron respuesta a las aplicaciones foliares de paclobutrazol.

El rayado de ramas

El rayado de ramas es una técnica eficaz para estimular la floracion; la respuesta depende de la
época de ejecucion. Los mejores efectos se consiguen cuando se realiza a finales del otofio o
principios de invierno (Cohen, 1981). Sin embargo, Agusti et al. (1992) observaron que la
respuesta Optima se obtiene con rayados efectuados en verano. El efecto es independiente de la
edad de la rama que se raya; el rayado del tronco (Cutting y Lyne, 1993) o de ramas mas

pequefas (Goldschmidt et al., 1985) provocan resultados similares.

El rayado de ramas da lugar a la acumulacién de carbohidratos en la zona superior del corte
(Cohen, 1981) y por tanto, a un reparto mas ventajoso de carbohidratos (Wallerstein et al., 1974;
1978). Pero la posibilidad de que el rayado ejerza su accion a través de un mecanismo hormonal
ha sido también sefialada. La variaciones en el transporte (Monselise, 1979) y acumulacién de
auxinas (Dann et al., 1985), giberelinas (Wallerstein et al., 1973; Cutting y Lyne, 1993) y
citoquininas (Cutting y Lyne, 1993) tras el rayado invita a pensar en un control hormonal del efecto

provocado por éste, aunque su mecanismo todavia se desconoce.

Un aspecto de interés es el efecto combinado del rayado y la presencia del fruto en la floracion
de los arboles de mandarino ‘Murcott’ con elevada cosecha (Goldschmidt et al., 1985). A pesar del
efecto del rayado promoviendo la floracién, la presencia del fruto consigue anular su accion. Asi, el
rayado provoco un acumulacion de carbohidratos en las hojas y brotes situados por encima de la
zona de incision en los arboles off, pero en los arboles on la elevada demanda de carbohidratos por
parte de los frutos en desarrollo evit6é la acumulacion (Goldschmidt et al., 2003). Si esta es la razén

por la cual los frutos anulan el efecto del rayado, se desconoce.

Ademas del efecto del rayado de ramas sobre la disponibilidad de carbohidratos, algunos
autores (Rivas et al., 2007) han considerado su efecto sobre la actividad fotosintética en arboles de
mandarino, observando que debe existir un control hormonal por parte del fruto, ya que

aplicaciones con acido giberélico incrementan la tasa fotosintética mediante la promocién de la
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actividad Rubisco (Yuan y Xu, 2001). Aan mas, concentraciones mayores de GA1 se encontraron

en frutitos en desarrollo de arboles rayados (Talén et al., 2000).

El estrés hidrico.

Trabajos realizados por Lovatt et al. (1988a) en limonero ‘Frost Lisbon’ demostraron el efecto
conocido del estrés hidrico en el incremento de la floracion (verdelli), de forma que un estrés
moderado (-2 MPa durante 50 dias o -3 MPa durante 20 dias seguido de -2 MPa durante 40 dias)

y su rotura posterior aumento significativamente el numero de flores por arbol.

Otras técnicas.

Se han intentado diversas técnicas para promover la floracion de los citricos, como la aplicacion
de urea, buscando un incremento de la concentracion foliar del ion NH4+, de acuerdo con los

experimentos de Lovatt et al. (1988), pero la respuesta nunca fue reproducida.

El aclareo quimico de frutos resulta, aparentemente, el mejor método de control de la floracion
(Goldschmindt y Golomb, 1982). Para ello, se han utilizado aplicaciones acido 2-cloroetilfosfonico
(CEPA, Ethephon o Ethrel) o de acido naftalenacético (ANA), que se han mostrado eficaces
cuando se aplican en los primeros estados de desarrollo del fruto (Galliani et al. 1975; Monselise et

al., 1981; Hield, 1969, Moss et al., 1977), pero tampoco resuelven el problema.

La anticipacién de la época de recoleccion puede ser un método util para el control de la
alternancia de cosechas (Moss et al., 1977). La inhibicidén que el fruto ejerce sobre la floracion
aumenta gradualmente con el tiempo de modo que recolecciones tempranas pueden provocar un
aumento del numero de brotes de flor (Garcia-Luis et al., 1986). Tampoco con ello se consigue

promover la floracion de las yemas.

La eficacia de la poda en el control de la floracion depende de la época y su severidad. Ha sido
empleada en pomelos (Fucik, 1977) y en naranjo dulce (Moss et al., 1977) pero sin ningun

resultado convincente.

El hecho de que ningun tratamiento se haya mostrado eficaz en la induccién de un
meristemo a la diferenciacién de flores es porque se desconoce el proceso de la floracion. La

posibilidad de que éste no fuera un proceso inductivo sino inhibitorio se explora en este estudio.
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4. Hipétesis y Objetivos

En la presente Tesis Doctoral se plantea la siguiente hipétesis de trabajo:

En los citricos, el fruto inhibe la floracion a través de la sintesis y exportacién de giberelinas a las

yemas que se hallan bajo su influencia impidiendo su brotacién y alterando su diferenciacion.

Para su estudio se plantean los siguientes objetivos:

1. Determinar el efecto del tiempo de permanencia del fruto en la planta sobre la brotaciéon y
floracion siguientes. Definir la época a partir de la cual el fruto ejerce su accion inhibidora sobre la
floracion.

2. Establecer la influencia del fruto sobre el contenido foliar en carbohidratos y fracciones
nitrogenadas, y su relacion con la floracion.

3. Estudiar el aislamiento del fruto y el transporte de giberelinas desde éste sobre la brotacion
y diferenciacién de las yemas adyacentes.

4. Estudiar la eficacia del paclobutrazol y la prohexadione-Ca como promotores de la floracion.
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Materiales y métodos.
1. Material vegetal

Los experimentos se realizaron en plantaciones comerciales de naranjo dulce [Citrus
sinensis (L.) Osb.], cvs. ‘Salustiana’, ‘Washington navel’, ‘Navelate y ‘Valencia’, mandarino
Clementino (Citrus clementina Hort. ex Tanaka), cvs.’Marisol’, ‘Orogrande’ y ‘Hernandina’, y el
hibrido ‘Nadorcott’. Todas ellas disponian de condiciones normales de riego localizado,

fertilizacion y cultivo.

Los naranjos dulces eran arboles adultos de entre 12 y 20 afios de edad, injertados sobre
citrange Carrizo [Poncirus trifoliata x Citrus sinensis], con un marco de plantacion de entre 5 x 6
y 7 x 6 m, y localizados en Cartaya (Huelva, 37:30:04 N; 7:16:22 W). Ademas se utiliz6 una
parcela de naranjo dulce cv. ‘Valencia’, localizado en Lliria (Valencia, 39:37:29 N; 0:35:41 W),

con suelo arenoso-franco y franco-arcilloso, respectivamente.

Los mandarinos eran, también, arboles adultos, de 7-8 afios de edad, injertados sobre
citrange Carrizo, con un marco de plantacion de entre 4 x 5 y 4 x 6 m, localizados en la Vall
d’Uixo (Castellon, 40:14:29 N; 0:08:48 W) (cv. ‘Marisol’, cv. ‘Orogrande’), Godelleta (Valencia,
39:25:30 N; 0:41:09W) y Ribarroja (Valencia 39:33:00 N; 0:34:00 W) (cv. ‘Hernandina’ en los

dos ultimos casos), con un suelo franco-arcilloso en todos los casos.

Los arboles del hibrido ‘Nadorcott’ se encontraban en Cartaya (Huelva, 37:30:04 N; 7:16:22
W) y Gibraleén (Huelva, 37:21:46 N; 06:56:59 W), en suelo arenoso-franco, eran de 10 afios de
edad y estaban injertados sobre citrange Carrizo, con un marco de plantacién de 6 x 4 m.

2. Experimentos.

Capitulo 1. Interrelaciones floracidn-fructificacion en los citricos. Estudio del
comportamiento alternante.

Se seleccionaron 10 arboles de naranjo dulce cv.’Salustiana’ con intensidad creciente de
floracion. De cada uno de ellos se seleccionaron 4 ramas orientadas segun los cuatro puntos
cardinales. De cada una de ellas se evalud, durante 4 aflos consecutivos, el nimero total de nudos,
el nimero de brotes por nudo y el niumero de flores y hojas por brote. A partir de estos valores se
determiné el nimero de nudos brotados y el numero flores, y también se determind el nimero de

frutos producidos, expresando estos resultados por 100 nudos para compensar las diferencias de
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tamano de las ramas seleccionadas. Los brotes se clasificaron de acuerdo con Guardiola et al.
(1977). En el momento de la recoleccion se determiné el diametro medio del fruto y la cosecha (kg)
de cada arbol.

Capitulo 2. Efecto del tiempo de permanencia del fruto en el arbol sobre la floracion
siguiente.

En las plantaciones de naranjo dulce cv. ‘Valencia’, se seleccionaron 70 arboles de
cosecha aparentemente similar y de cada uno de ellos se seleccionaron 4 ramas con un numero de
frutos practicamente idéntico. Desde el inicio de la caida fisiolégica de frutos hasta la recoleccion,
se fueron eliminando periédicamente la totalidad de los frutos de las ramas seleccionadas de 5
arboles, de las que en la primavera siguiente se evalu6 la brotacion, floracién y cosecha del modo

descrito anteriormente. Las fechas en las que se eliminaron los frutos fueron las siguientes:

« Junio: inicio de la caida fisiologica de los frutos. Estado 72 de la escala fenolégica BBCH
(Agusti et al., 1997).

« Julio: fin de la caida fisiologica de los frutos. Estado 74 de la escala BBCH.
» Septiembre: plena fase de desarrollo lineal del fruto. Estado 78 de la escala BBCH

* Noviembre: cuando el fruto alcanz6 el 90% de su tamafio final. Estado 79 de la escala
BBCH.

e Diciembre: cuando el fruto alcanzé su tamafio definitivo e iniciaba el cambio de color.

Estado 80 de la escala fenologica BBCH
* Enero: en el momento del cambio de color del fruto. Estado 81 de la escala BBCH

« Abril: en el momento de la maduracion fisiolégica del fruto, cuando esta apto para su

recoleccion y consumo e inicia su senescencia. Estado 89 de la escala BBCH

En los estados fenologicos 78, 81 y 89 de la escala BBCH se tomaron muestras de hojas
para analisis de carbohidratos y de fracciones nitrogenadas de las ramas a las que se les habia
eliminado el fruto en el estado 72 (BBCH) y de las que se eliminaria el fruto en el estado 89
(BBCH).
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Un experimento basado en la aplicacion, a finales de septiembre, de GA; a diferentes dosis
(0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg I'") se realizd en el naranjo dulce cv. ‘navelate’ con el fin de evaluar el
efecto de la aplicacion en etapas proximas al completo desarrollo del fruto sobre la floracion y
brotacion siguientes. Para ello se seleccionaron unos 50 arboles en los que se realizaron los
diferentes tratamientos y en los que se evalué la brotacion y cosecha como se ha descrito

anteriormente.

En el tangor ‘Nadorcott’ se disefiaron experimentos para determinar la influencia de la época
de la recoleccion comercial sobre la intensidad de floracion de la primavera siguiente. El primer
experimento consistié en el fraccionamiento de la cosecha. Un grupo de 60 arboles de cosecha
similar, se dividid en 4 grupos de 15 arboles, recolectandose 3 de ellos en su totalidad (3/3) o
parcialmente (2/3 y 1/3) el 21 de febrero, completandose el 7 de abril, y dejando un cuarto grupo de
15 arboles para recolectar totalmente en la ultima fecha. El segundo estaba formado por 45 arboles
seleccionados por la cuantia de su cosecha y agrupados en lotes de 15 segun los tres intervalos
siguientes: 1) 100-150 Kg arbol ™'; 2) 150-200 Kg arbol " y 3) >200 Kg arbol '; la recoleccion de 5
arboles de cada intervalo de cosecha se llevd a cabo en tres fechas separadas un mes,

aproximadamente, 23 de febrero, 21 de marzo y 10 de abril.

De todos los arboles se evalu6 la brotacion y la floracién durante la primavera siguiente del

modo descrito en el apartado anterior.

Capitulo 3. Efecto del aislamiento parcial del fruto sobre la floracion. Micro-rayado de la
corteza del pedunculo.

De arboles de naranjo dulce ‘Valencia’, ‘Navelate’ y ‘Washington navel’, se seleccionaron
120-200 frutos, segun el cultivar, situados en brotes campaneros que contuvieran, al menos, 5
nudos. A la mitad de ellos se les ray6 el pedunculo, eliminado un anillo de 2-3 mm de anchura de
corteza con un bisturi, dejando la otra mitad como controles sin rayar. En el cv. ‘Valencia, el
experimento se llevdé a cabo en 3 afios consecutivos rayando los pedunculos en el momento
sefialado en la bibliografia como de induccién floral (finales de noviembre). En este mismo cultivar
(afio II) y en el cv. ‘Navelate’ se ensayaron, un solo afo, diferentes épocas de rayado, desde

mediados de julio hasta finales de enero.

De todos los brotes marcados se evalud la brotacion y la floracion durante la primavera
siguiente, del modo descrito en el capitulo 1, y la longitud media de los nuevos brotes, asi como el

tamafio medio del fruto y su coloracion mediante un colorimetro Minolta (CR-300) (Japon).
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Cuarenta dias después de efectuado el rayado (finales de noviembre, estado fenolégico 79
de la escala BBCH), se tomaron muestras de la corteza de 60 brotes de las zonas apical (zona

proxima al fruto) y basal del rayado para analisis de carbohidratos.

En el naranjo dulce cv. ‘Washington navel’, se tomaron muestras de flavedo y de brotes en
tres fechas a lo largo de la maduracion del fruto del mismo modo descrito anteriormente, para el

andlisis de giberelinas.

Capitulo 4. Estudio de la aplicacion de inhibidores de la sintesis de giberelinas sobre la
floracion.

Los experimentos para modificar la intensidad de floracién se llevaron a cabo en arboles de
cosecha uniforme de naranjo dulce cvs. ‘Salustiana’ y ’'Navelate’, mandarino Clementino cvs.
‘Marisol’ y ‘Orogrande’, y el tangor ‘Nadorcott’. En el mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’ los
arboles se clasificaron como arboles de escasa cosecha (arboles off) y de cosecha elevada

(arboles on).

El acido giberélico (GA;) se aplicd via foliar a las concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50
mg I". El paclobutrazol (PBZ) se aplic via foliar, a una concentracion de 2000 mg I”", localizado a
las hojas, yema o rama, a una concentracion de 2500 mg I y al suelo, a razén de 1 6 2 g planta™.
La prohexadione-Ca se aplico via foliar a una concentracién de 200 mg I"". Dejando siempre

controles sin tratar.

Las aplicaciones se realizaron con un tanque de pulverizacion, a una presion de trabajo de
30 atm, con un consumo medio de 10 | por arbol, procurando mojarlo en su totalidad hasta el goteo.
En todos los casos se afiadid un agente tensoactivo no ionico, a la dosis recomendada por el
fabricante. Las aplicaciones localizadas a las hojas y a las ramas se llevaron a cabo mojandolas
con un pulverizador manual; las yemas se mojaron depositando sobre ellas una gota de la solucién
con una pipeta (10 pl.yema™). Las aplicaciones al suelo se llevaron a cabo depositando la solucion

directamente al area de goteo de los emisores de riego.

En todos los casos, se evalud la brotacion y floracion siguientes del modo descrito

anteriormente.

En el reposo vegetativo (noviembre y enero) y al inicio de la brotaciébn (marzo) se tomaron

muestras de brotes de otofio y raiz, para analisis de carbohidratos. En los brotes de otofo, las
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hojas y los tallos se analizaron por separado. Al menos 10 brotes por arbol y 200 g de raiz se

tomaron por muestra.

3. Determinaciones analiticas.
3.1.  Carbohidratos

Partiendo de 100 mg de tejido vegetal previamente liofilizado y molido, se procedi6 a su
extraccion. A dicha muestra se afiadié 1ml de etanol al 80% y 100 ul de una solucién de 60 mg ml™
de fucosa (Sigma Quimica). La fucosa es un compuesto hidrocarbonado que no existe en los
tejidos vegetales, por tanto sirve como estandar interno para corregir las posibles pérdidas de

azucares durante el proceso de extraccion y purificacion.

Tras homogeneizar la muestra, se calenté en un bafio termostatizado a 85°C durante 5
minutos. El homogeneizado obtenido se centrifugd durante 10 minutos a 12.000 rpm vy el
sobrenante se recogié en un tubo eppendorf. La extraccion se repiti6 dos veces mas. El
sobrenadante resultante fue evaporado en condiciones de vacio en un Speed-Vac (Savant®,

Holbrook, NY) a 40°C, hasta obtener un volumen de 0.5 ml.

El extracto vegetal se purificd filtrandolo a través dos columnas de intercambio, una
anionica y ofra cationica. La primera, resina catiébnica Dowex 50WX8-100 (Acros Organics), se
disolvi6 en acido clorhidrico 2N, y la segunda, resina aniénica Dowex 1 x 4, CI” (Sigma-Aldrich), en
carbonato sédico 1M, antes de su utilizacién, la resinas fueron llevadas a un pH entre 4.5-5

(Mehouachi et al., 1995) y 7.5-8 respectivamente, mediante sucesivos lavados con agua milliQ.

La muestra, ademas se hizo pasar por un filtro de nylon de 0.45 ym y un cartucho tipo C-
18. La muestra purificada se evapordé en el Speed-Vac hasta obtener un residuo sélido de

azlcares.

El residuo solido de azulcares, resultante de la extraccion y purificacion de la muestra
vegetal, se disolvi6 en 60 pl de una disolucién de acetonitrilo y agua miliQ (60-40%). Para
determinar los azlcares existentes en la solucién, se inyectaron 20 pl de esta solucién en un HPLC
(High Performance Liquid Cromatography) Thermo Spectra System® (California, USA), equipado
con un refractrometro diferencial R150, una bomba de vacio P2000 y un sistema de procesamiento
de datos Chrom Quest para Windows NT®. Se utilizé una columna APS-2 Hypersil, 250 x 4.6 mm,
adaptada a una precolumna. Se empled como disolvente una mezcla de acetonitrilo y agua miliQ
(80:20), a un flujo de 1 ml min™.
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Los azucares fructosa, glucosa y sacarosa se identificaron por su momento de retencion, y
se cuantificaron por las areas de sus picos en relacién a una curva de calibracién elaborada con
concentraciones conocidas de cada azucar. Se utilizé un factor de correccion, dependiente de la

recuperacion de fucosa, y los resultados se expresaron en g de azucar por 100 g de materia seca.

Para la determinacion de almidén, el residuo soélido obtenido después de la extraccion de

azucares con etanol, se diluy6é con agua miliQ hasta un volumen de 6 ml.

El material se esteriliz6 en autoclave (P-Selecta® Presoclave 30, Barcelona, Espafia)

durante 2h a 130°C y a una presion entre 1.2 y 1.5 bares.

Los tubos autoclavados se centrifugaron a 4500 rpm en una centrifuga P Selecta®
Meditronic BL (Barcelona, Espafia) y se enrasé el volumen de agua de cada tubo hasta

aproximadamente 2 ml.

Posteriormente se afiadieron 0.2 ml de una solucién de fucosa de concentracién 30 mg ml™,
0.5 ml de una solucion tampdn de acetato sodico a pH 4.5 (40% acido acético 0.2M y 60% acetato
sodico 0.2M) y 1ml de solucién de enzima amiloglucosidasa de Rhizopus mold (Sigma Quimica, St.

Louis, Missouri, USA) de concentracion 60 mg mi™.

Se dejé actuar el enzima durante 2h en un bafio a 55°C, para hidrolizar el almidén a
glucosa, agitando de vez en cuando con el agitador del bafio. Pasado este tiempo, se centrifugd

durante 30 min a 4500 rpm para recoger el sobrenadante en tubos de vidrio Pirex-18.

Se evaporé el agua en un rotovapor Speed Vac (Savant® Holbrook, NY) hasta sequedad. A
continuacion se le afiadié 1ml de agua MilliQ a cada tubo, y finalmente, se centrifugaron durante 20

minutos a 12000 rpm en una centrifuga P-Selecta Meditronic-BL (Barcelona, Espafia).

Posteriormente se filtrd el conjunto con un cartucho C-18 y con uno de nylon de 0.45 pm. Se
inyectaron 20 pl de esta solucion en el HPLC, cuyas caracteristicas se detallaron en apartado

anterior, para cuantificar la glucosa liberada.

Los resultados se expresaron en mg de glucosa liberada por g de materia seca.

3.2. Fracciones nitrogenadas.
Nitrégeno proteico y amoniacal (N-NH,4").
Para la extraccion de las fracciones de nitrbgeno proteico y nitrbgeno amoniacal se utilizd

en la metodologia propuesta por Maquieira et al. (1984). Partiendo de una muestra de tejido
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vegetal previamente liofilizado y molido, se consigue separar el nitrdgeno proteico (insoluble) y no

proteico (soluble) usando acido tricloro acético, que precipita la fraccion proteica.

Se pesaron 0.5 g de muestra, a la que se adicionaron 10 ml de acido tricloro acético frio al
5% (TCA 5%-T6399, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). La solucién se mantuvo durante 15 min en
agitacion; a continuacion se afiadieron 30 ml de TCA 5% y se introdujo en nevera (temperatura

aproximada de 4°C) durante 15 minutos.

Después se procedio al filtrado por medio de un embudo con un papel de filtro (Schleicher y
Shvell, de @ 90 mm), recogiendo la parte soluble en un matraz. Se realizdé un lavado del recipiente
en que se encontraba la muestra, con 10 ml de TCA al 5%, pasandolo también a través del filtro, y
luego se lavé el embudo tres veces con 10 ml de TCA al 5%. Después del ultimo lavado se dej6

escurrir el residuo durante 15 min, aproximadamente.

El matraz se enras6 con agua destilada hasta 100 ml y se almacend en nevera a 4°C. En
esta solucion se encuentra la fraccibn amoniacal soluble, que se analizara posteriormente con un

analizador FlAstar 5000 Analyzer® (Hoaganas, Sweden).

El residuo soélido procedente del filtrado, junto con su papel de filtro, se introdujo en un tubo
de digestién Tecator® (Foss, Hoaganas, Sweden). Al tubo se le adicionaron 3 g de una mezcla de
tres catalizadores; sulfato potasico (K,SQ,), sulfato cuprico al 99% (CuSQ,) y selenio (Se), en
proporcion 10:1:0.1, respectivamente; ademas se afiadieron 10 ml de peroxido de hidrdégeno, al
35%, y 10 ml de acido sulfurico, al 96%. El tubo Tecator se introdujo en el digestor a 450°C durante
30 min. Posteriormente, y una vez enfriados los tubos, se le afiadieron 50 ml de agua destilada a
cada tubo, tras lo cual se introdujeron en un destilador (Foss Kjeltec 2200 Auto Destillation,
Hoéagands, Sweden), en corriente de vapor durante 4 min, utilizando NaOH, al 40%, como
alcalinizante, agua destilada y una solucion de acido boérico indicador (acido bérico 2, rojo de
metilo, verde de bromocresol). El destilado se valord con acido clorhidrico, 0.1 N, factor 1, la

solucién vira de color verde a morado-rojizo. Paralelamente se llevé a cabo un ensayo en blanco.
El porcentaje de nitrégeno proteico se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% NP = ml HCI x factor x N del HCI x 100 x 14

1000 x Peso muestra (g)

El nitrgeno amoniacal se midié a partir del filtrado guardado en nevera, tomando alicuotas

de 10 ml y usando un equipo FlAstar 5000 Analyzer® con un muestreador automatico 5027
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Sampler. El equipo se dotd del cassette correspondiente para la determinacion del idbn amonio (N-
NH4"). Se sigui6 la metodologia propuesta por Raigén et al. (1992) y Foss Tecator AB (2000).

El cassette de amonio contiene una membrana de difusion cuya finalidad es permitir el
paso del amoniaco liberado de la muestra al alcalinizarse ésta con NaOH 0.5M (Reactivo 1). El
amoniaco es arrastrado y disuelto por el Reactivo 2, con el cual reacciona, produciendo un cambio
de color que se cuantifica por espectrofotometria a una longitud de onda de 590nm. Para la
determinacion del N-NH," son necesarios los siguientes reactivos:

Carrier: Agua miliQ.

Reactivos: NaOH 0.5M (Reactivo 1) y solucién indicadora (Sulfanilamida; Reactivo 2). La
solucién indicadora se prepar6 diluyendo 10 ml de la solucién madre indicadora (Indicator Stock
Solution) en 500 ml de agua miliQ. La solucién madre indicadora se preparé disolviendo 1 g de
amonio indicador con 10 ml de NaOH 0.01M y 10 ml de etanol 95% y finalmente enrasando hasta

200 ml con agua miliQ.

El equipo requiere realizar una calibracion previa a cada analisis, para la cual se
prepararon los siguientes patrones de calibracion a distintas concentraciones en ppm: 0, 0.1, 0.3,
0.7, 1, 1.5, 2 y 4, a partir de la Standard Stock Solution 1000 mg I NH, (SSS) y de la Interim
Stock Solution 20 mg/l NH, (ISS). La SSS se prepard con 2.998 g de NH4CI (cloruro de amonio,
AMO0273, Scharlau, Barcelona, Espafa) diluidos hasta 1000 ml con agua miliQ. La ISS se prepara
diluyendo 10 ml de la SSS hasta 500 ml con agua miliQ. Posteriormente, se extraen las alicuotas a

partir de la ISS para obtener los patrones de calibracién.

Fracciones Nitrato y Nitrito (N-NO3;" y N-NO;).

La extraccion de las fracciones de nitrégeno nitrato y nitrito se bas6 en la metodologia
propuesta por Beljaars et al. (1994) y FOSS Tecator AB (2001). Se pesaron 0.5 g de muestra,
previamente liofilizada y finamente molida, en un vaso de precipitados de 100 ml, al que
posteriormente se le afiadieron 50 ml de agua miliQ. La suspensién se agité durante 30 min en un
agitador magnético multiple RO5 IKA-WERKE (GMBH & CO, Staufen, Germany) con un iman, al
cabo de lo cual se filtr6 el conjunto mediante un embudo de plastico y papel de filtro (Schleicher y
Shvell de @ 90 mm). El filtrado se recogié en un matraz de vidrio aforado de 100 ml del cual se
tomd una alicuota de 10 ml por muestra y se introdujo en un tubo de ensayo directamente en el
muestreador automatico 5027 Sampler del equipo FlAstar 5000 Analyzer® equipado con el cassette
correspondiente para la determinacion del i6n nitrato (N-NOg3") y del i6n nitrito (N-NOy"), siguiendo la
metodologia propuesta por Foss Tecator AB (2001). El cassette de NO3 y NO; incluye una
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columna de reduccion de Cadmio cuya finalidad es reducir todos los nitratos a nitritos, y una
membrana de didlisis que sirve para purificar la muestra evitando el taponamiento y la pérdida de
eficiencia de la columna de reduccién. Los nitritos resultantes de la reduccién reaccionan con la
sulfanilamida (Reactivo 2) y el NED (ver mas adelante) (Reactivo 3), generando una coloracion rojo
purpura que se mide con un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm. Para la

determinacion del N-NH," son necesarios los siguientes reactivos:
Carrier: Agua miliQ.

Reactivos: NH,Cl a pH 8.5 (Reactivo 1), Sulfanilamida (Reactivo 2) y NED (Reactivo 3). El
reactivo 1 se prepar6 con 85 g de cloruro de amonio (NH4CI, Scharlau AM0273, Barcelona,
Espafia), 500 ml de agua miliQ y aproximadamente 12 ml de hidréxido de amonio (NH4OH,
Scharlau AM0250, Barcelona, Espafia) hasta obtener un pH de 8.5. El reactivo 2 se prepar6
disolviendo 5 g de sulfanilamida con 250 ml de agua miliQ, a los que se afiadieron 25 ml de HCI, el
conjunto se homogenizé y enrasé hasta 500 ml con agua miliQ. El reactivo 3, se obtuvo disolviendo
0.5 g de N-(1-naphtyl)-ethylene diamine dihydrochloride (NED) en 250 ml de agua miliQ y

enrasando hasta 500 ml posteriormente.

Para la correcta cuantificacion del i6n nitrato y antes de cada analisis, debe calibrarse dos
veces, una preparando patrones a baja concentracion y otra a alta concentracion. Para éstas rectas
se prepararon los siguientes patrones de calibracion (ppm): 0, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1,y 1, 2.5, 5,
7.5, 10, 15, 20, a partir de la Standard Stock Solution 1000 mg/l NOj3™ (SSS) y de la Interim Stock
Solution 100 mg/l NO3™ (ISS). La SSS se prepar6 a partir de 1.663 g de KNOj3 (Panreac, Barcelona,
Espafia) diluidos hasta 1000 ml con agua miliQ. De esta se tomaron 10 ml y se diluyeron hasta 500
ml con agua miliQ para la obtencién de la solucién ISS, a partir de la cual se tomaron diferentes

alicuotas, en funcién de la concentracion, para obtener los diferentes patrones de calibraciéon

El contenido de nitrégeno total en las hojas se obtuvo sumando el nitrégeno proteico y el no

proteico.

3.3. Giberelinas (GA1y GAy)

La determinacion de giberelinas se realizé por cromatografia liquida y 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 realizé la extraccion con 5 ml de solucidén de extraccion MeOH:H20:HOAc (80:19:1, a pH 1-3).
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Se agregaron 100 ng de estandares deuterados (2H2-GA1, 2H2-GA4), se agitaron en vortex, y se
colocaron a 4°C por 12 horas. Posteriormente, se centrifugd a 290 g durante 10 minutos,
separando el sobrenadante del pellet para la evaporacion de la fase acuosa. Luego, mediante
particion por dos veces con acetato de etilo (C4H802), acidificado con HOAc (1%), se reunio6 la
fase organica para ser evaporada a sequedad. Se re-suspendié con metanol para su purificacion
con cartucho C18 (Sep-Pak, Waters-Millipore), la fracciébn con GAs, se llevd a sequedad en
SpeedVac. La muestra se disolvi6 con 100 pL de MeOH (100%) para su identificacion y
cuantificacién en LC-MS/MS. Se inyectaron 10 pl en un cromatégrafo liquido (Alliance 2695, Waters
Inc), provisto de una columna Restek C18 (2.1 x 100 mm, 5 ym), a 25°C. Se utilizd un gradiente
que comenz6 (40% MeOH: 60% H20:HOAc al 0.2%) a un flujo de 0.2 mL min—1. Las muestras se
analizaron a través de un doble quadrupolo (Quatro Ultimatm Pt., Micromass, UK), utilizando la
fuente de iones en modo negativo y un capilar de ionizacién por electrospray (ESI). Las GA1 y GA4
se identificaron por comparacién de tiempos de retencion con el estandar puro, y los iones se
monitorearon por reaccion multiple (funcion MRM), siguiendo las masas moleculares y las masas
de transicion para GA1 y 2H2-GA1: 348 > 242 y 350 > 244, mientras que para GA4 y 2H2-GA4:
332 > 244 y 334 > 246. La cuantificacibn se hizo sacando la relacion de areas
enddégeno/deuterado, y extrapoladas a través de una curva de calibracion elaborada con

concentraciones conocidas.

4. Analisis de los resultados

En todos los casos se disefiaron experimentos de bloques al azar, con un minimo de tres bloques

y tres repeticiones por tratamiento.

A los resultados obtenidos se les aplico el analisis de la varianza o de la regresion, con un nivel de
confianza entre P = 0.01 y P = 0.05. Para la separacion de medias se aplicé el test de Student-
Newman-Keuls. A los valores porcentuales se les aplicé la transformacion arcsen (\p) para

normalizar la muestra.
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1. Capitulo 1. Interrelaciones floraciéon-fructificacion en los citricos. Estudio del
comportamiento alternante.

La evolucién anual de la floracion de 10 arboles de naranjo dulce cv. ‘Salustiana’
seleccionados por su intensidad de floracion, muestra el caracter alternante de este cultivar (Fig.
1.1). Clasificados los arboles desde el de mayor intensidad de floracién (71.7 flores/100 nudos) al
de floracién mas baja (1.7 flores /100 nudos), los 5 con la mayor floracién (hasta 29.7 flores/100
nudos) y los 3 con la menor (£ 5 flores/100 nudos) mostraron dicho caracter de modo marcado y
con los ciclos cambiados, como corresponde a su floracion. Mientras los primeros sufrieron una
reduccion drastica de su floracion el segundo afio de experimento (0.1 — 3.0 flores/100 nudos), los
segundos la incrementaron extraordinariamente (20.8 — 47.1 flores/100 nudos) (Fig. 1.1). Yesa
tendencia alternante se mantuvo en afios sucesivos hasta los 4 estudiados. Los é&rboles con
floraciones intermedias, entre 10 y 15 flores/100 nudos (arboles 6 y 7), no mostraron alternancia
alguna en nuestro experimento (Fig. 1.1).

La evolucién anual de la produccién, expresada en frutos/1000 nudos, fue, a su vez,
alternante con la floracion. Asi, la produccion correspondiente a la floracion del afio 1 fue mayor
(8.3 — 15.9 frutos/1000 nudos) en los arboles que mas florecieron y menor (2.8 — 6.3 frutos/1000
nudos) en los que florecieron menos (Fig. 1.2). También para la cosecha la tendencia alternante se
mantuvo en afios sucesivos. Cuando los resultados se expresan en kg/arbol (valores con menor
variabilidad que los expresados en frutos/1000 nudos) el comportamiento alternante del cv.

‘Salustiana’ fue evidente (Fig. 1.3).
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Figura 1. 1. Evolucién con los
afios de la floracion de 10
arboles de naranjo dulce cv.
‘Salustiana’  seleccionados
por su intensidad de

floracion.

Figura 1. 2. Evolucion con los
afios del numero de frutos
por 1000 nudos de 10
arboles de naranjo dulce cv.
‘Salustiana’  seleccionados
por su intensidad de
floracion.

Figura 1. 3. Evolucién con
los afios del numero de
frutos por arbol de 10 arboles
de naranjo dulce cv.
‘Salustiana’  seleccionados
por su intensidad de
floracion.
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Esta alternancia floracion - cosecha tiene su origen en la dependencia que la segunda tiene
de la primera en esta especie. Para los 4 afios del experimento, la relacion floracién - fructificacion
sigue una curva logaritmica en dos fases, una primera con una fuerte dependencia positiva entre el
nuamero de frutos que se recolectan y el nimero de flores inicialmente formadas, y una segunda, en
la que ambas variables son independientes (Fig. 1.4). Esta relacion floracion-fructificacion fue
estadisticamente significativa a lo largo de los afios de estudio, con valores de los coeficientes de
regresion entre r=+ 0.61 (P<0.05) y r=+ 0.89 (P<0.01). Resulta interesante que habiendo elegido
arboles con diferente intensidad de floracion y habiendo demostrado su alternancia, la relacion
floracion-fructificacion sea practicamente idéntica afio tras afio para el conjunto de los mismos.
Para comprender mejor este fenédmeno, se han inscrito en un circulo rojo los 5 arboles inicialmente
en afio on, es decir, con mayor intensidad de floracién (arboles 1, 2, 3, 4 y 5), y en un circulo gris
los tres arboles inicialmente en su ciclo off, es decir, con menor floracion (arboles 8, 9 y 10) (ver
Fig. 1.1).
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Figura 1.4. Relacion floracion-fructificacion en el naranjo dulce cv.’Salustiana’ durante cuatro afios consecutivos. Inscritos
en un circulo rojo se puede seguir la evolucién anual de dicha relacién en los arboles con una mayor intensidad de
floracién inicial, e inscritos en un circulo gris los de menor intensidad. * ssignif. P < 0.05; ** = signif. P < 0.01.
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Siguiendo las figuras de la regresion de los diferentes afios se observa como los arboles del
circulo rojo se desplazan en el grafico de derecha (Fig. 1.4 A) a izquierda (Fig. 1.4 B), es decir de
mayor a menor floracion, en el primer ciclo de alternancia, y de nuevo a la derecha (Fig. 1.4 C) y de
alli otra vez a la izquierda (Fig. 1.4 D), es decir de nuevo a mayor y luego a menor intensidad de
floracion, respectivamente, en los dos ciclos siguientes, mientras que los arboles inscritos en el
circulo gris llevan siempre un camino opuesto (Fig. 1.4). Los arboles con una intensidad de
floracion intermedia (6 y 7) no sufren ningun cambio al respecto, es decir, presentan una posicion
relativa respecto de los dos grupos anteriores, estable con los afios, de floracién-fructificaciéon-
floracion (Fig. 1.4).

La relacion entre el numero de frutos cosechados y la floracion siguiente siguio, por el
contrario, una relacion negativa (Fig. 1.5), es decir, cuanto mayor fue el nimero de frutos
cosechados, menor lo fue la intensidad de floracién siguiente. En las tres relaciones de este tipo
que se pueden determinar con 4 afios de floracion y sus tres cosechas intermedias, se observo
siempre una correlacion potencial de ambas variables que solo en uno de los casos (afio 3) no
alcanzo la significacion estadistica (r= - 0.441; P<0.01; Fig. 1.5 B). También en este caso se han
inscrito en un circulo rojo y gris los arboles con una mayor y menor intensidad de floracion inicial,
respectivamente. Aqui la fructificacion alterna de derecha (Figs. 1.5 Ay 1.5 C) a izquierda (Fig. 1.5
B) y la floracién de arriba (Figs. 1.5 A 'y 1.5 C) abajo (Fig. 1.5 B): es decir, ambas variables

alternaron con los afios.

50 10

45 F 9 y=38,571x0511
— 40 F ~ 8
2 35 | 2 5
> y= 1E+10x3643 o
gt r=-0.769* s °
LN 2 s

o

g 20 S 4
S 15 | s 3
2 10 T 2

3 1

0 0

0 200 400 600 800 0 50 100 150 200 250 300 350
Frutos/arbol afio 2 Frutos/arbol afio 3

50 Figura 1.5. Influencia de la intensidad de floracion

45 |
™ 40 de tres afios consecutivos sobre la fructificacion en
2 35 | y=16791x18%7 . , . , :
] 1 0.660* el naranjo dulce cv.’Salustiana’. Los arboles
3 30 | ’ . . . .
b ) inscritos en un circulo rojo corresponden a los de
c 5F
8 0} mayor intensidad de floracion inicial y en un circulo
<
g 15 1 gris a los de menor. * signif. P < 0.05.
= 10 |

s |

0

0 50 100 150

Frutos/arbol afio 4

58



Resultados

Estas relaciones, sin embargo, se hallan parcialmente enmascaradas por las variaciones en
el porcentaje de flores cuajadas, que es inversamente proporcional a la intensidad de floracion, de
modo que los arboles con mayor floracion cuajaron en menor proporcion que los arboles de menor
floracion (Tabla 1.1). Este efecto, sin embargo, no indica, necesariamente, que el numero de frutos
desarrollados en los primeros sea menor que en los segundos, antes al contrario, los arboles con
mayor numero de flores desarrollan mas frutos, pero dicho efecto compensa, en parte, la relacion
positiva floraciéon-fructificacion, y por eso, esta relaciéon acaba saturandose (Fig. 1.4). A pesar de
ello, el fendbmeno es tan consistente que adn con estas compensaciones prevalece, como efecto
principal entre afos, la alternancia de la intensidad de floracion.

En efecto, la relacién entre dos floraciones sucesivas siguio, también, una curva potencial,
de pendiente negativa, en las tres relaciones anuales posibles de nuestro experimento (4 afos) y
estadisticamente significativa en todos los casos (Fig. 1.6). Es decir, a un afio de floracion elevada
le sigui6 otro de baja floracion y a éste otro de floracién elevada, y asi sucesivamente. ambién
en este caso, aun habiendo elegido arboles con intensidades de floracion distintas, y habiendo
demostrado su alternancia, la relacion entre la intensidad de floracion de dos afios sucesivos fue
practicamente idéntica para el conjunto de los mismos. La razon de ello es la fructificacion
intermedia entre dos floraciones, que es la que finalmente marca la floracion siguiente, es decir, es
el fruto el que regula la floracién y, por tanto, el responsable de la alternancia de cosechas en el

naranjo dulce.

Tabla 1.1. Evolucién anual del porcentaje de flores cuajadas en el naranjo dulce cv. ‘Salustiana’ en los cuatro afios del

experimento. El orden inicial del afio, 1-2, se corresponde con los arboles de floracion decreciente (ver Fig. 1.1).

arbol afios
- 1.2 2.3 3.4  4-5 |

1 22 - 435 9.9
2 0.5 - 214 771
3 2.1 9.83 445 15.9
4 2.3 14.5 131 26.3
5 2.8 8.7 11.7 443
6 7.3 255 4.9 7.8
7 14.7 27 22.8 15.9
8 11.9 27 42 5.6
9 12.6 0.4 9.8 3.7
10 34.2 1.9 62.5 5.3
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Figura 1.6. Relacion entre dos floraciones sucesivas en el naranjo dulce cv.’Salustiana’ a lo largo de los cuatro afios
consecutivos del experimento. Los arboles han sido numerados desde el de mayor floracion (1) al de menor (10) al inicio

del experimento (ver Fig. 1.1). * ssignif. P < 0.05; ** =signif . P <0.01

Por tanto, haber seleccionado arboles dentro de un amplio rango de intensidades de
floracién ha permitido demostrar, 1) el fenémeno alternante de Ila floracién, 2) que la fructificacion
en este tipo de variedades se halla positiva y significativamente determinada por la floracion, 3) que
en ellas la floracién se halla negativa y significativamente determinada por la fructificacion previa, 4)
que lo que son alternantes son los arboles, y 5) que el fendmeno de la relacion floracién-
fructificacidn de una poblacién se perpetla, precisamente, porque son sus arboles los que alternan
en afios ony off.

La alternancia de la floracion es un fiel reflejo de la alternancia del tipo de brotes. En la
figura 1.7 se muestra la evolucion con los afios del numero de brotes reproductivos con hojas (Fig.
1.7 A) y sin hojas (Fig. 1.7 B). Aparentemente, los brotes reproductivos con hojas muestran una
alternancia mas marcada con los afios que los reproductivos sin hojas, si bien su menor numero
(entre 1 y 7 brotes/100 nudos) frente al de los segundos (entre 1 y 20 brotes/100 nudos,
aproximadamente) resta importancia, en su computo, sobre la intensidad de floracién global (Fig.
1.1). Los brotes vegetativos muestran, en general, una alternancia opuesta (Fig. 1.7 C) a los

reproductivos.
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Figura 1.7. Evolucion anual del nimero de brotes florales con hojas (A), sin hojas (B) y vegetativos (C) de arboles de
naranjo dulce cv.’Salustiana’ con diferente intensidad de floracién inicial (afio 1). Los arboles han sido numerados desde

el de mayor floracién (1) al de menor (10) al inicio del experimento (ver Fig. 1.1).
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Esta notable alternancia entre brotes reproductivos con hojas se refleja, también, en la
dependencia que su presencia tiene de un afo para otro. Asi, la relacién entre su niumero por 100
nudos entre dos afios consecutivos presentd indices de regresion negativos y significativos de

=-0.664 (P<0.05) para los afios 3-4 y r=-0.849 (P<0.01) y r=-0.94 (P<0.01) para los afios 1-2
y 2-3, respectivamente (Figs. 1.8 A, B y C). Los brotes reproductivos sin hojas, sin embargo, y
como corresponde a su menor alternancia, presentaron correlaciones poco estrechas, de modo
que solamente los afios 1-2 (Fig. 1.8 D) mostraron una relacién estadisticamente significativa (r = -
816; P<0.05); en los afios 2-3 (Fig. 1.8 E) y 3-4 (Fig. 1.8 F) la relacion interanual entre los brotes
reproductivos sin hojas alcanzd coeficientes de regresion de r = - 0.237 y r = - 0.119, no

estadisticamente significativos.
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Figura 1.8. Interrelaciones anuales de los brotes con hojas (A, B y C) y sin hojas (D, E y F) del naranjo dulce
cv.’'Salustiana’ a lo largo de cuatro afios consecutivos. ®lores expresados por 100 nudos. Los arboles han sido
numerados desde el de mayor floracién (1) al de menor (10) al inicio del experimento (ver Fig. 1.1). * ssignif. P < 0.05; **
signif. P <0.01.
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La importancia de la alternancia del tipo de brotes radica en su aportacién a la cosecha. En
efecto, la relacion entre el nUmero de brotes reproductivos con hojas y el nimero de frutos de la
cosecha siguiente para los afios 1-2 (Fig. 1.9 A) sigue una curva logaritmica con un coeficiente de
regresion r =+ 0.691 ( P<0.05). Los brotes sin hojas también presentan una correlacion logaritmica
con los frutos producidos por arbol (Fig. 1. 9 B) pero dada la escasa influencia que tienen sobre la
cosecha siguiente, no alcanza la significacion estadistica (r =+ 0.412). Relaciones similares se

encontraron para los cuatro afios de nuestro experimento (datos no presentados).
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Figura 1.9. Influencia del numero de brotes florales con hojas (A) y sin hojas (B) sobre la cosecha en el naranjo dulce
cv.’Salustiana’. Los éarboles han sido numerados desde el de mayor floracion (1) al de menor (10) al inicio del
experimento (ver Fig. 1.1). * signif. P <0.05.
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Es de destacar las relaciones encontradas entre el nimero de brotes vegetativos y la
intensidad de floracién del afio siguiente. Para todos los afios estudiados, la relacion entre ambas
variables fue exponencial, positiva y significativa (Fig. 1.10). Es mas, para los afios 1-2 (Fig. 1.10 A)
y 3-4 (Fig. 1.10 C), esto es, para las floraciones de los afios 2 y 4, el numero de brotes vegetativos
fue mayor (véase el eje de abscisas) que para los afios 2-3 (Fig. 1.10 B), esto es, para la floracién
del afio 3, lo que coincide con la mayor floracion de los afios 2 y 4 frente a la del afio 3. En los dos
primeros casos los coeficientes de regresion fueron r=t 0.910 (P<0.01) y r= + 0.816 (P<0.01),
respectivamente, y para el tercero r= 0.649 ( P<0.05). Este hecho, a su vez, demuestra que en los
citricos la brotacion y, por consiguiente, la floracion de un afio dado son dependientes de la

brotacion vegetativa del afio anterior.
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Figura 1.10. Relacion entre el numero de brotes vegetativos y la floracion del naranjo dulce cv.’Salustiana’ a lo largo de
cuatro afios consecutivos. Los arboles han sido numerados desde el de mayor floracion (1) al de menor (10) al inicio del

experimento (ver Fig. 1.1). * ssignif. P < 0.05; ** = signif. P < 0.01.
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El descenso en el estudio hasta la determinacion de si el nUmero de flores por inflorescencia
alterna o no con la cosecha, no revel6 una tendencia clara (Fig. 1.11), de modo que el numero de
flores por inflorescencia fue, practicamente, constante con independencia de la cosecha anterior y
del numero desarrollado de cada una de ellas. Yina respuesta similar se obtuvo con el nimero de

hojas por brote en los brotes mixtos, multi y uniflorales (datos no presentados).
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Figura 1. 11. Evolucion del numero de flores por inflorescencia (A) y por brote mixto (B) del naranjo dulce cv. ‘Salustiana’
durante cuatro afios consecutivos. Los arboles han sido numerados desde el de mayor floracion (1) al de menor (10) al

inicio del experimento (ver Fig. 1.1).
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Figura 1. 12. Evoluciéon de la brotaciéon del naranjo dulce cv. ‘Salustiana’ durante cuatro afios consecutivos. Los arboles

han sido numerados desde el de mayor floracion (1) al de menor (10) al inicio del experimento (ver Fig. 1.1).
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Finalmente, la brotacién, mostr6 la misma tendencia que la floracion a la alternancia, si bien
menos acusada entre afos (Fig. 1.12). Ello se debe a que parte de los nudos brotados dieron lugar
a brotes vegetativos que, logicamente, no computan en la floracion y éstos son tanto mas
numerosos cuanto menor es la floracién, y viceversa, compensando las diferencias entre afios
encontradas para la floracién y modulando, de este modo, la alternancia de la brotacién. En todo
caso, la brotacion y la floracién presentaron una relacion positiva, lineal y significativa (Fig. 1.13) en

todos los afios del experimento.

%
80 y=4,4533x- 34,851

70 r=0,946** i
60 |
50
a |
30 |
0 |
0 f

Flores/100 nudos

0 5 10 15 20 25 30

% nudos brotados

Figura 1. 13. Relacién brotacion — floracion en el naranjo dulce cv. ‘Salustiana’. ¥ lores correspondientes al afio 1. ** =
signif. P < 0.01.

Una respuesta fructificacion-floracién similar a la descrita para el naranjo dulce cv.
‘Salustiana’ (ver Fig. 1.5) se observé en el Tangor ‘Nadorcott’ (Fig. 1.14), de modo que cuanto
mayor fue el nimero de frutos cosechados menor fue la floracion del afo siguiente, estando ambas
variables relacionadas también segin una funcién potencial y alcanzando la significacion
estadistica (r= - 0.727; P<0.05).

Un aspecto relevante de este estudio es la existencia de independencia entre ramas en las
interrelaciones floracion-fructificacion. En un experimento con mandarino Clementino cv.
‘Hernandina’ en la que, por razones naturales, la cosecha se habia distribuido asimétricamente,
estando en su practica totalidad (=50 kg/arbol) localizada en la cara este de los arboles, mientras
que la cara oeste apenas tenia cosecha (210 kg/arbol), se evalué la brotacion y la floracion y su
distribucion en las caras este y oeste. En la cara con cosecha, el aio siguiente brotaron el 22% de
los nudos, mientras que en la cara sin cosecha brotaron el 32% (P<0.05). Es mas, en la primera las
flores apenas alcanzaron las 12 flores por 100 nudos, mientras que en la segunda superd las 30
flores por 100 nudos (P<0.05) (Fig. 1.15).
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Figura 1.14. Influencia del nimero de frutos por arbol sobre la floracion siguiente en el Tangor ‘Nadorcott’. Cada valor es

la media de nueve arboles. * = signif. P < 0.05.
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Figura 1.15. Comparacion de la brotacion y la floracion entre la parte con frutos (cosecha = 50 Kg/arbol) y sin frutos
(cosecha <10 Kg/arbol) de arboles de mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’. Las barras verticales indican el error

estandar. Cada valor es la media de 6 arboles.
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También en esta especie, los tipos de brotes alternaron entre si dependiendo de la cosecha
previa. Asi, el numero de brotes multiflorales con hojas (brotes mixtos) al afio siguiente de la
cosecha evaluada fue de 0.2 brotes/100 nudos en la cara con frutos y de 2.1 brotes/100 nudos en
la cara sin frutos (P<0.05), y el de los multiflorales sin hojas (ramos de flor) de 0.2 brotes/100 nudos
y 1.3 brotes/100 nudos (P<0.05), respectivamente (Tabla 1.2). Los brotes uniflorales con hojas
pasaron de 5.1 brotes/100 nudos en la cara con frutos a 7.9 brotes/100 nudos en la cara sin frutos
(P<0.05), y las flores solitarias de 6.0 brotes/100 nudos a 14.1 brotes/100 nudos (P<0.05),
respectivamente. Finalmente, los brotes vegetativos del mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’, al
igual que en el caso del naranjo dulce ‘Salustiana’, aumentaron con la cosecha previa,
contabilizadndose en la cara del arbol que habia desarrollado una mayor cosecha 15.2 brotes/100
nudos y 13.2 brotes/100 nudos de la cara sin cosecha, si bien sin alcanzar la significacion
estadistica (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Distribuciéon de la brotacion en arboles de mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’. Influencia de la presencia

del fruto. ®lores expresados por 100 nudos . Cada valor es la media de 6 arboles. * = signif. P < 0.05.

FS FC BM RF BV
Sin frutos  14.1 7.9 21 1.3 13.2
Con frutos 6.0 5.1 0.2 0.2 15.2
Signif. * * * *
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2. Capitulo 2. Efecto del tiempo de permanencia del fruto en el arbol sobre la floracidn siguiente.

Los resultados anteriores demuestran que el fruto es, probablemente, el factor endégeno
mas importante en la regulacion de la floracion. Es mas, existe una relacion cuantitativa que indica
que cuanto mayor es el nimero de frutos por arbol, menor es la floracién de la primavera siguiente
(Fig. 1.5). Es decir, su accion en el arbol depende del niumero de los que se desarrollan, pero no
sabemos con precisién a partir de qué momento ejerce su accién o si su efecto es continuo en el
tiempo o si existen épocas de mayor o menor sensibilidad. Para ello se disefié un experimento, en
arboles de naranjo dulce cv. ‘Valencia’, en el que los frutos de ramas previamente seleccionadas se
eliminaron en etapas diferentes del desarrollo del fruto desde el inicio de la fase Il (mediados de
junio) hasta su recoleccion (finales de abril) y se contaron las flores de la brotacion siguiente.

La floracién resultoé inversamente relacionada con el tiempo de permanencia del fruto en el
arbol (Fig. 2.1), mostrando dos épocas de influencia del fruto sobre la floracion: 1) desde el inicio
de la caida fisiologica de frutos en Junio hasta el casi completo desarrollo del fruto (septiembre), y
2) desde la fecha en que el fruto alcanza su maximo tamafio (noviembre) hasta la completa
maduracién, coincidiendo este ultimo con el momento de la recoleccién. Para el primer periodo, la
floracion de la primavera siguiente alcanzé un valor medio de 41.8 flores/100 nudos, mientras que
para el segundo resulté inferior a 10 flores/100 nudos (6.9 flores/100 nudos de valor medio) (Fig.
2.1). Una reduccion adicional en la intensidad de floracién, marcadamente menos importante, se
observo a lo largo de este segundo periodo, desde el inicio del cambio de color (noviembre) hasta
la completa maduracién del fruto (abril). Es importante destacar que este Ultimo estado de

desarrollo coincidié con la brotacién siguiente.

69



Resultados

50 r 80
45 L 70
40 ——efpemmm—mmm b
f”i- -}-
- - 60
35 - c
£
§ 30 | o Flores P50
=] m Diametro del fruto 5
c 4 =
Q 25 / - 40 ©
= /s 3
NG / <}
®w 20 / =
o 3 2
£
E 15 | II., ©
/ (m]
] r 20
10+
.
5 | b 10
0 T T T T T T T T T T 0
iun iul aqo sep oct nov dic ene feb mar abr mavy
72 74 78 79 80 81 89

Estado fenoldgico de la escala BBCH en el momento de eliminacién de los frutos

Figura 2.1. Influencia del tiempo de permanencia de los frutos en el arbol sobre la floracién siguiente en el naranjo dulce
cv. ‘Valencia’. Evolucion del desarrollo del fruto. En cada fecha indicada se eliminé el total de frutos y se midié su
diametro. Cada valor es la media de 10 arboles. Las barras verticales indican el error estandar. Letras distintas indican

diferencias significativas (P< 0.05).

La brotacion siguié una tendencia decreciente con la reduccién de la floracion (Fig. 2.2),
existiendo una relacion significativa entre el porcentaje de yemas brotadas y el numero de
flores/100 nudos (r = +0.976; P<0.05), de un modo similar a lo ocurrido al comparar arboles del cv.
‘Salustiana’ con diferentes intensidades de floracion (Fig. 1.13).

El nimero de brotes de verano y otofio también se redujo significativamente (P<0.05)
cuando los frutos permanecieron en el arbol desde el momento que alcanzaron su maximo tamafio
hasta su completa maduracion (0.5 brotes por 100 nudos de media), en comparacién con la
presencia de los frutos desde la caida fisiolégica (mediados de junio) hasta su completo desarrollo
(3.4 brotes por 100 nudos de media).

Las yemas de brotes reproductivos (con o sin hojas) fueron las mas sensibles al efecto
inhibidor del fruto. Comparando los dos periodos de sensibilidad descritos, la frecuencia de este
tipo de brotes se redujo en un 80%, por término medio, debido a la permanencia del fruto desde el
inicio del cambio de color (noviembre) en adelante (Fig. 2.3). Por el contrario, la frecuencia de
distribucion de los brotes vegetativos fue incrementada en un 60%. Estos resultados son similares
a los obtenidos comparando arboles del cv. ‘Salustiana’ con diferente niumero de frutos (ver

Capitulo 1).
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Figura 2. 2. Influencia del tiempo de permanencia de los frutos en el arbol sobre el porcentaje de nudos brotados en el
naranjo dulce cv. ‘Valencia'. En cada fecha indicada se elimind el total de frutos. Cada valor es la media de diez arboles.

Las barras verticales indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 2.3. Influencia del tiempo de permanencia de los frutos en el arbol sobre el nimero de los tipos de brotes
desarrollados en el naranjo dulce cv. ‘Valencia’. En cada fecha indicada se eliminé el total de frutos. Cada valor es la
media de diez arboles. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05). En cada fecha se indica el estado
BBCH.

En valores absolutos, los brotes multiflorales sin hojas (inflorescencias) se redujeron de 7.8
a 1.2 brotes/100 nudos, por término medio (P<0.05), cuando se compararon los dos periodos de
permanencia de los frutos, y los brotes uniflorales sin hojas (flores solitarias) de 3.0 a 0.4 brotes por
100 nudos (P<0.05); sus equivalentes con hojas se redujeron solo ligeramente por efecto del fruto,
de 1.2 a 0.8 los multiflorales (brotes mixtos) y de 0.5 a 0.3 los uniflorales (brotes campaneros).

Las caracteristicas de los brotes, esto es, niumero de flores y/o hojas por brote, no fueron
modificadas significativamente por la presencia del fruto, con independencia del tipo de brote
(datos no presentados). Esta respuesta también es similar a la encontrada al comparar arboles con
diferente nimero de frutos (Fig. 1.11).

Coincidente con estos resultados, la aplicacion de GA; a finales de septiembre, cuando la
influencia del fruto sobre la floracién ya resulta marcada (Fig. 2.1.), redujo significativamente la
floracion de la primavera siguiente en el naranjo dulce cv. ‘Navelate’. La respuesta fue progresiva
con el aumento de la concentracién, siendo maxima para 30 mg I o concentraciones superiores

(Tabla 2.1). La reduccién de la floracién paso6 de 35.4 flores/100 nudos en los arboles control a 13.6
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flores/100 nudos (P<0.05) en los tratados con 30 mg I de GA; y aunque se redujo hasta 5.3
flores/100 nudos para 50 mg I' de GA;, la diferencia no alcanzé la significacién estadistica. Aunque
la brotacién también se redujo paralelamente a la reduccion de la floracion, el efecto sobre ella no
alcanzo la significacion estadistica para ninguna de las concentraciones ensayadas (Tabla 2.1). La
distribucion de los brotes también fue significativamente alterada, disminuyendo el nimero de

brotes florales y aumentando el numero de brotes vegetativos (Tabla 2.2).

Tabla 2.1. Efecto de la dosis de aplicacion de GA3z sobre la brotacion y floracion del naranjo dulce cv. ‘Navelate”. Cada

valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Brotes / 100 nudos  Flores / 100 nudos

Control 20.9 354c
GA; 10 mg I” 22.9 35.0c
GA;20 mg I 22.1 25.6 bc
GA; 30 mg I 18.0 13.6 ab
GA; 40 mg I 17.8 6.2a
GA; 50 mg I”' 17.4 53a

Tabla 2.2. Efecto de la dosis de aplicacion de GAs sobre la distribucion de los tipos de brotes en el naranjo dulce cv.
‘Navelate’. Valores expresados por cien nudos. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma

columna indican diferencias significativas (P<0.05).

FS FC BM RF BV ‘
Control 2.68c 2.35b 4.90b 2.35b 8.84 a
GA; 10 mg I 1.78abc  2.27b 461b 2.87b 11.45 ab
GA;20 mg I 2.38 bc 123ab  2.78ab 2.84b 12.17 ab
GA; 30 mg I 0.81 ab 1.72 ab 1.81a 1.03 ab 12.67 ab
GA; 40 mg I 0.27 a 1.22 ab 095a 0.39a 14.99 b
GA; 50 mg I 0.21a 0.89 a 0.78 a 0.21a 15.28 b
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Un estudio mas detallado del efecto del fruto sobre la floracién, a partir del inicio del cambio
de color hasta la completa maduracion del fruto, se llevé a cabo en el Tangor ‘Nadorcott’,
fraccionando, por una parte, el volumen de cosecha recolectado entre febrero y abril, y evaluando,
por otra, la influencia de diferentes cuantias de cosecha segun su momento de recoleccion, asi
como su interaccion. En el primer caso, la cosecha (200-205 Kg/arbol de valor medio) se recolecto
en el mes de febrero: en su totalidad (3/3), 2/3, 1/3 o se dej6 para la segunda fecha de recoleccion,
abril; en este mes se recolect6: nada, 1/3, 2/3 o la totalidad, respectivamente. Cuanto menor fue el
porcentaje de cosecha recolectado en la primera fecha, mayor fue la floracion siguiente, y
viceversa, reduciéndose paulatinamente la intensidad de floracién a medida que se redujo aquel
desde 54 flores/100 nudos, en los arboles en los que se recolecté la totalidad de los frutos en
febrero, hasta 27 flores/100 nudos en los que todos los frutos se recolectaron en abril (Tabla 2.3).
También en este caso existié una variacién paralela de la intensidad de brotacion (porcentaje de

nudos brotados) y la intensidad de floracion (flores/100 nudos) (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Influencia del tiempo de permanencia del fruto maduro en el arbol determinado por el momento de su
recoleccion y su fraccionamiento, sobre la floracion y brotacién siguientes en el Tangor ‘Nadorcott’. Efecto del
fraccionamiento de la recoleccion. La cosecha se recolecté en su totalidad (3/3) o parcialmente el 21de febrero y se
completé el 7 de abril. Cada valor es la media de 15 arboles. Letras distintas en la misma columna indican diferencia
significativa (P<0.05).

Cosecha recolectada Flores/100 nudos %brotacion

313 54.7b 50.9b
2/3 43.5ab 45.5 ab
1/3 271a 349a
== 272a 36.9a
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En el segundo caso, en arboles de Tangor ‘Nadorcott’, que diferian notablemente en su
cosecha (entre 100 y mas de 200 kg/arbol) y que se recolectaron en tres fechas distintas, entre
finales de febrero y principio de abril, tanto la cuantia de la cosecha como la fecha de recoleccion
se relacionaron negativamente con la floracion siguiente (flores/100 nudos) (Tabla 2.4). Asi, la
comparacion del efecto de la cosecha con independencia de la fecha de recoleccion indica que, la
intensidad de floracién se redujo significativamente de 55.5 flores/100 nudos, en los arboles con un
rango de cosecha de 100-150 kg/arbol, a 24.5 flores/100 nudos en los arboles con una cosecha
superior a 150 kg/arbol; cosechas superiores a 200 kg/arbol redujeron aun mas la floracién, hasta
casi 12 flores/100 nudos, pero sin alcanzar la significacion estadistica respecto a los arboles del
rango 150-200 kg de cosecha. Por otro lado, los arboles recolectados el 23 de febrero presentaron
una floraciéon media de 41.1 flores/100 nudos, sin tener en cuenta la cuantia de la cosecha,
mientras que la de los recolectados el 10 de abril fue de 20.5 flores/100 nudos (P<0.05); los
recolectados en una fecha intermedia (21 de marzo), presentaron una respuesta, a su vez,
intermedia, sin diferir estadisticamente de las dos fechas extremas (Tabla 2.3). La interaccion
cosecha-floracion alcanzoé la significacion estadistica (P< 0.05). Como en los casos anteriores, los

cambios en la floracién fueron paralelos a los cambios en la brotacion (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Influencia de la cuantia de la cosecha y el tiempo de permanencia del fruto maduro en el arbol, determinado
por la fecha de recoleccion, sobre la floracién y brotacién siguientes en el Tangor ‘Nadorcott’. Cada valor es la media de 5
arboles. Las fechas de recoleccion fueron: 1: 23 febrero; 2: 21 marzo; 3: 10 abril.

.. Flores/100nudos

Fechas de recoleccion
Rango (Kg arbol 1 2 3

Intervalo de 100-150 86.6 bA 55.8 bA 24.1 aA 55.5 b
cosecha 150-200 25.8 aA 22.9 aA 24.9 aA 24.5a
>200 10.8 aA 12.5 aA 12.5 aA 119a

41.1B 30.9 AB 20.5 A

- % nudos brotados e

Intervalo de Rango (Kg arbol ™’ 66.2 bA 49.2 bA 31.7 aA 49.0b
cosecha 100-150 32.7 aA 26.2 aA 28.1 aA 28.9 a
150-200 22.8 aA 20.0 aA 21.7 aA 21.5a

>200 40.6 B 31.8 AB 27.2 A

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas entre fechas para un mismo intervalo de cosecha.

Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre intervalos de cosecha para una misma fecha.
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El contenido en carbohidratos de las hojas de los arboles del cv. ‘Valencia’, presento
diferencias significativas debido a la presencia del fruto, dependiendo la intensidad de la respuesta
de la fecha de analisis (Tabla 2.5). Mientras la concentracion de glucosa fue significativamente
menor en las hojas de las ramas en las que el fruto estuvo ausente desde inicio de su desarrollo
lineal (junio), tanto al final del periodo de desarrollo de éste (septiembre) como al inicio del cambio
de color (enero), la concentracion de fructosa fue significativamente inferior Unicamente durante el
cambio de color, y la de sacarosa solo al final del desarrollo del fruto. Las hojas de las ramas que
mantuvieron todos sus frutos hasta la maduracién presentaron el menor contenido en almidén en
abril, al final del periodo de permanencia del fruto en el arbol, coincidente con la brotacién.
Excepto para el almidén y la glucosa en las ramas en las que el fruto estuvo ausente desde el inicio
de la fase lineal del desarrollo (mediados de junio), todos los azlcares presentaron
concentraciones mas elevadas en el momento del cambio de color, independientemente de la
presencia del fruto. Para el almidén, se observd una concentracidbn mayor en el momento de la

brotacion, independientemente de la permanencia de los frutos.

La concentracion de NO3-N acumulada en las hojas de las ramas que mantuvieron todos
sus frutos hasta la maduracion fue significativamente menor de la acumulada en las hojas de las
ramas en las que los frutos estuvieron ausentes desde el inicio del desarrollo lineal (junio). Las
primeras presentaron concentraciones casi constantes durante las dos Ultimas fechas de analisis,
mientras que los niveles en las Gltimas descendieron de 68 a 29 ug g”' PS (Tabla 2.6). Asi, en el
momento del cambio de color (enero) la concentracién de NO3-N en las hojas de las ramas con
todos los frutos era 27 ug g™ PS inferior a la de las hojas de ramas sin frutos, mientras que en el
momento de su recoleccion, coincidente con la brotacion, el contenido foliar era 17 ug g'1 PS
superior.

El contenido de la fraccion NH,"-N en las hojas se incrementd durante el periodo de
desarrollo del fruto independientemente de su presencia en el arbol, y el contenido en las hojas de
las ramas que mantuvieron todos los frutos también permaneci6é constante a partir del cambio de
color, desde enero hasta abril (28-29 ug g’ PS); no se encontraron diferencias significativas
debidas al efecto del fruto durante el desarrollo del mismo (septiembre) ni en el momento del
cambio de color (enero); sin embargo, durante la brotacion (coincidente con la plena madurez del
fruto, abril), la concentracién de NH4*-N de las hojas que mantuvieron todos sus frutos (29 ug g™

PS) fue significativamente inferior a la de las hojas de las ramas que no soportaban frutos (36 pug g°
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! PS). Cabe destacar que, mientras en estas ultimas, la concentracion foliar de NO3-N se redujo
significativamente, la de NH,*-N se incrementé significativamente desde el inicio del cambio de
color. No se encontraron diferencias significativas en las hojas de las ramas que mantuvieron todos
sus frutos a partir de dicho momento (Tabla 2.6). Tampoco se encontraron diferencias significativas
en la fraccion de nitrégeno proteico debido a la presencia del fruto (Tabla 2.6); no obstante, en
momento de la recoleccién, coincidente con el de la brotacion (abril), la concentracion en las hojas
de las ramas que mantuvieron todos los frutos y en las hojas de las ramas sin fruto fue 4.5y 4.1 ug
g PS inferior, respectivamente, a la concentracion que tenian en el momento del cambio de color

(enero).
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Resultados

3. Capitulo 3. Efecto del aislamiento parcial del fruto sobre la floracion. Micro-rayado de la corteza del
pedunculo.

El aislamiento parcial del fruto de brotes campaneros, mediante la interrupcién del
transporte floematico a través de un anillado permanente en su pedunculo, modificé la pauta de
brotacién de primavera de las yemas adyacentes. Asi, en un experimento llevado a cabo durante
tres afios en el naranjo dulce cv. ‘Valencia’, en el primer afo (afio 1) el anillado del pedunculo del
fruto en el mes de noviembre, cuando el fruto se encontraba en el estado fenolégico 79 de la
escala BBCH y habia iniciado la degradacion de clorofilas del flavedo (a/b = - 0.3), incremento
significativamente el numero de nudos brotados la primavera siguiente en el propio brote en el que
se encontraba el fruto.

Todos los brotes fueron vegetativos, sin diferencias significativas en su longitud y con un

numero de hojas por brote similar (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Efecto del anillado del pedunculo del fruto de un brote campanero de naranjo dulce cv. ‘Valencia’ (Lliria) sobre
la brotacién de primavera de sus yemas. El anillado se efectu6 a finales de noviembre (30 de noviembre, afios | y IlI; 28
de noviembre, afio Il) en el estado fenologico 79 de la escala BBCH. Cada valor es la media de 60 brotes campaneros

repartidos entre 5 arboles. PF: peso fresco; N: n° de nudos; NB: nudos brotados; H: n° de hojas; L: longitud del brote; FI:

n° de flores
Fecha Fruto maduro Brf)tat_:ién y Floracién
afno (28 marzo) (2 junio)
rayado
PF frito”  Color | Nbrote? NBbrote” H brote” L brote” FL brote”
(9) aHL (%) (cm)
| - 221 18.1 7.7 0.7 (9.9) 3.8 6.6 0
30 nov. 174 9.3 8.1 1.1 (15.4) 4.3 7.2 0
* * n.s. * n.s. n.s. n.s.
Fruto maduro Brotacion y Floracion
(28 abril) (16 mayo)
PF fruto?  Color | Nbrote”™ NBbrote” Hbrote” L brote’ FL brote”
(9) aHL (%) (cm)
|| - 140 17.6 7.8 0.9 (12.6) - - 0
28 nov. 77 13.3 7.2 1.5 (19.8) - - 0
* * n.s. * n.s.
Fruto maduro Brotacién y Floracion
(15 abril) (15 abril)
PF fruto?  Color | Nbrote”™ NBbrote? Hbrote” L brote’ FL brote”
(9) aHL (%) (cm)
1] - 136 17.4 7.1 0.1 (0.90) 4.5 10.0 0
30 nov. 105 11.8 7.2 1.1 (15.52) 4.9 8.6 0
* * n.s. * n.s. n.s. n.s.

*: significativo (P<0.05); n.s: no significativo.
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El anillado también anticip6 el inicio de la brotacién (Fig. 3.1.), de modo que el 28 de marzo,
momento de la recoleccién, en los brotes con fruto control solamente habia brotado el 3% de las
yemas (0.7 brotes), mientras que en los anillados el porcentaje de brotacion fue del 15.4% (1.1
brotes). A partir de esa fecha, el porcentaje de brotacion en los controles aumenté con el tiempo,
alcanzando un valor del 9.9% a finales de mayo. En los brotes con fruto anillados el porcentaje de
brotacion no se alteré con el tiempo (15.4%), siendo siempre significativamente superior al de los
brotes con fruto sin anillar. Visto de otro modo, el 85% de las yemas del brote campanero con el

pedunculo del fruto rayado no brotaron y, de las que lo hicieron, ninguna dio flores (Fig. 3.1.).

Figura 3.1. Efecto del anillado del pedunculo del fruto de un brote campanero de naranjo dulce cv. ‘Valencia’ (Lliria) .
sobre la evolucion de la brotacién de primavera de sus yemas. La flecha indica el momento de recoleccion del fruto.
Valores correspondientes al afio |. El anillado se realizo cuando el fruto se encontraba en el estado fenolégico 78 de la
escala BBCH y sin haber cambiado de color (a = -5.7). Cada valor es la media + ES de 60 brotes campaneros repartidos

entre 5 arboles. Todas las diferencias son estadisticamente significativas (P<0.05).

20

o
&
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>

En los otros dos afios del experimento los resultados fueron similares. Asi, en el afio Il todos
los brotes obtenidos fueron, también, vegetativos, brotando en los brotes con fruto control el 12.6%
de las yemas (0.9 brotes), y en los rayados el 19.8% (1.5 brotes) (Tabla 3.1), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. Este afio los frutos de los brotes sin rayar pesaron, en el
momento de la recoleccion, 140 g y los de los rayados 77 (P<0.05), y el valor de la coordenada a
de Hunter fue de 17.6 y 13.3, respectivamente (P<0.05). En el afio lll, el porcentaje de yemas
brotadas fue de 0.9% en los brotes con fruto control y de 15.5% en los rayados (P<0.05), dando
lugar a 0.1y 1.1 brotes, respectivamente (P<0.05), el peso de los frutos maduros de 136 gy 105 g,

respectivamente (P<0.05), y la coloracion, medida por la coordenada a de Hunter, 17.4 y 11.8,
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respectivamente (P<0.05) (Tabla 3.1). También este afio todos los brotes fueron vegetativos y no
se detectaron diferencias significativas en su longitud ni en el nimero de hojas por brote.

La respuesta encontrada en la brotaciéon de primavera dependié de la época en la que se
aisl6 al fruto, esto es, de su estado fenologico. Asi, en el naranjo dulce cv. ‘Valencia’ y para el ciclo
vegetativo del afio |, cuando el anillado del pedunculo se realiz6 en el mes de septiembre (estado
78 de la escala BBCH,; relacion de coordenadas Hunter a/b = -0.65) o de noviembre (estado 79; a/b
= -0.40), el porcentaje de brotacion de las yemas adyacentes al fruto mostré una respuesta similar
y sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos, registrandose un 24.5% de yemas
brotadas (2.1 brotes) y un 31.9% (2.6 brotes), respectivamente, que difirieron significativamente de
los brotes con fruto control sin rayar (19.9% de yemas brotadas y 1.9 brotes), pero cuando se
realizd6 en el mes de enero (estado 88 de la escala BBCH; y relacion a/b = +0.49) tanto el
porcentaje de yemas brotadas, 21.5%, como el nimero de brotes, 2.0 brotes, no difirieron
significativamente de los valores de los brotes con fruto control sin rayar (Tabla 3.2). Una respuesta
similar se encontr6 en el naranjo dulce cv. ‘Navelate’ para el mismo afo. La brotacion de los
pedunculos con frutos rayados en los estados fenologicos 76 (a/b=-14.6) y 78 (a/b= -14.1) no
difirieron entre si, con porcentajes de nudos brotados de 22.4% y 24.6%, respectivamente, y
nuamero de brotes por pedunculo de 2.0 y 2.1, respectivamente, pero si lo hicieron del control, con
19.8% de yemas brotadas y 1.6 brotes (Tabla 3.2). El rayado en etapas mas avanzadas del
desarrollo, estados 79 y 88 de la escala BBCH, no provoc6 una brotacion significativamente distinta
(19.0% y 20.9% de yemas brotadas y 1.6 y 1.4 brotes, respectivamente) del control sin rayar (Tabla
3.2).
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Tabla 3.2. Efecto del anillado del pedinculo del fruto de un brote campanero de naranjo dulce cvs. ‘Valencia’ y ‘Navelate’
(Huelva) sobre la brotacion de primavera de sus yemas. Afio Il del experimento. Cada valor es la media de 60 brotes

campaneros repartidos entre 5 arboles. @: diametro del fruto; N: n°® de nudos; NB: nudos brotados; H: n° de hojas; FI: n®

de flores.
Naranjo Fecha Estado Fruto maduro Brotacién y Floracion
dulce cv. anillado fenolégico (27 abril) (16 mayo)
(BBCHIColor alb)
@ fruto" Color | N NB brote” H FI
(mm) a brote” ' (%) brote”  brote™
- - 721¢ 20.2c | 9.6 1.9 (19.9) 3.0 0.04
a
6 sept 78/-0.65 55.7 a 54a |87 §b1 (24.5) 3.7 0.05
Valencia 23 nov 79/-0.40 66.7 b 175b | 8.4 2.6 (31.9) 3.1 0
b
21 ene 85/+0.49 708 ¢ 216¢c | 89 2.0 (21.5) 3.0 0
a
Fruto maduro Brotacién y floracién
(22 febrero) (27abril)
@ fruto” Color | N NB brote” H Fl
(mm) a brote” ' (%) brote”  brote™
- - 82.9d 19.9d | 7.7 1.6 (19.8) 3.9 0.15
a
13 jul 76/-14.6 51.0a 0.8a |80 2.0 (224) 42 0.20
ab
. ) 6 sept 78/-14.1 66.4 b 6.5b | 8.1 2.1 (24.6) 4.7 0.13
Navelate b
23 nov 79/-9.9 77.0c 15.4c | 8.0 1.6 (19.0) 4.7 0
a
21 ene 88/17.5 80.0d 209d |78 1.4 (20.9) 441 0
a

Letras distintas en una misma columna indican significacion estadistica (P<0.05).
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En ambos cultivares y para todas las fechas de rayado, los brotes fueron, en casi su
totalidad, vegetativos y sin diferencias estadisticamente significativas en su nimero de hojas (Tabla
3.2), como en los experimentos anteriores (Tabla 3.1). En este caso se registré la presencia de
algunos brotes con flores, pero su numero fue tan escaso (Tabla 3.2) que no merece ser
destacado.

El analisis de carbohidratos en la corteza del brote en el que se encontraba el fruto y en las
dos zonas independizadas por el anillado, proxima al fruto y sin yemas (zona apical) y por debajo
del rayado y con yemas (zona basal), revel6 diferencias estadisticamente significativas (Tabla 3.3).
A los 40 dias de efectuado el rayado, la concentracion de glucosa y fructosa en los brotes con fruto
control sin rayar era de 14 mg I"'y 13 mg "' de materia seca, respectivamente, y en la zona basal
del brote con fruto rayado de 15 y 13 mg g de materia seca, sin que estos valores difirieran
significativamente de los del control (Tabla 3.3.); en la zona apical del brote con fruto rayado la
concentraciéon de ambos azlcares fue de 4 mg I, difiriendo significativamente de la zona basal y
de los brotes control sin rayar (Tabla 3.3.). La concentracién de sacarosa de los brotes con fruto
control era, en esa fecha, de 26 mg g”' de materia seca, y en la zona basal del brote con fruto
rayado de 30 mg I"", diferencia que no alcanzé la significacion estadistica; sin embargo, en la zona
apical de dicho brote la concentracion se redujo hasta 9 mg I, significativamente distinta de la de

la zona basal del brote con fruto rayado y de la del brote con fruto sin rayar (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Efecto del anillado del pedunculo del fruto de un brote campanero de naranjo dulce cv. ‘Valencia' sobre la
concentracion de carbohidratos del floema del brote 40 dias después de su ejecucion.. El anillado se efectud a finales de
noviembre en el estado fenolégico 79 de la escala BBCH y sin haber cambiado de color del fruto (a/b = -08). Cada valor

es la media de 60 brotes campaneros repartidos entre 5 arboles.

Control 14b 13b 26b

basal apical basal apical basal apical

Rayado
15b 4a 13b 4a 30b 9a

Letras distintas en una misma fila y para un mismo metabolito indican significacion estadistica (P<0.05).
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La eficacia del rayado del pedunculo reduciendo el transporte de nutrientes al fruto queda,
por tanto, demostrada, explicando la reduccién del peso medio del fruto que, al final del
experimento, era de 221 g en los brotes sin rayar y de 174 g en los brotes rayados. Asimismo, el
cambio de color del fruto se retrasé significativamente, alcanzando la coordenada a de Hunter
valores de 9.3 y 18.1, respectivamente para los frutos del afio | (Tabla 3.1.). Resultados similares
se dieron en el resto de afios del experimento (Tabla 3.1).

La evolucion de la concentraciéon de giberelinas endoégenas (GAy GA,) en el floema de los
brotes de frutos campaneros de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’ y en el flavedo de éstos se
presenta en la tabla 3.4. En el flavedo, la GA; aumenté significativamente con el desarrollo del fruto
desde 2.0 ng g a finales de septiembre a 4.0 ng g a finales de octubre, cuando el fruto aun
presentaba valores negativos de a/b (datos no presentados), disminuyendo a continuacion a
medida que el tejido cambiaba de color hasta 2.5 ng g a mediados de noviembre. En el floema, sin
embargo, entre estas dos fechas extremas, la concentracién aumenté de 3.2 ng g'a 5.0ng g™,
aunque sin alcanzar la significacion estadistica.

La evolucién de la GA, en el flavedo fue similar a la de la GA;, aunque con valores
marcadamente mas altos, alcanzando también un maximo a finales de octubre, 50 ng g'1, respecto
de finales de septiembre (7.0 ng g”') y mediados de noviembre (5.0 ng g”). En el floema, y a
diferencia de la GA4, la concentracion aumenté significativamente desde finales de septiembre, 2.0
ng g, hasta mediados de noviembre, 11.5 ng g™

En los brotes anillados, la concentraciéon de GA; en el flavedo aumenté significativamente
desde 1.9 ng g™ a finales de septiembre hasta 5.2 ng g a mediados de noviembre, manteniendo,
ademas, valores negativos de a/b, esto es, permaneciendo el fruto verde. En la zona apical,
respecto del rayado, de estos brotes la concentracion de GA; en el floema aumenté
significativamente entre ambas fechas desde 3.0 ng g a 14.0 ng g, y en la zona basal del brote,
donde se sitlian las yemas, aument6 de 2.9 ng g a 19.0 ng g, difiriendo significativamente tanto
de su zona apical como de los brotes sin anillar.

La GA; en el flavedo también aumenté significativamente entre las dos fechas extremas, si
bien con valores marcadamente mas altos, desde 7.0 ng g' a 80.0 ng g', y el mismo
comportamiento se encontré en los brotes y en la zona basal respecto del rayado, en la que la
concentracion de GA, pasd de 1.9 ng g a 9.0 ng g (P < 0.01). En la zona apical, respecto del
rayado, la concentracién de esta giberelina no difirié significativamente entre las dos fechas
extremas, 2.1 ng g’y 2.9 ngg”, respectivamente.

La suma de ambas giberelinas indica una mayor concentraciéon de éstas por la presencia del
fruto a mediados de noviembre en el floema en ambos tipos de brotes, control (16.5 ng g™") y con el
pedunculo del fruto rayado (16.9 ng g™), pero el contenido en el flavedo fue mucho mayor en los

frutos con su pedinculo rayado (85.2 ng g”') que en los controles (7.5 ng g™).
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Tabla 3.4. Efecto del anillado del pedunculo del fruto de un brote campanero de naranjo dulce cv. ‘Washington navel’
sobre la concentracion de giberelinas (GA1 y GA4) del flavedo del fruto y del floema del brote en el momento de la
maduracién del fruto de los brotes sin anillar. Valores expresados en ng g'1 de peso seco. El anillado se efectud en el

estado fenoldgico 78 de la escala BBCH. Cada valor es la media de 5 brotes campaneros.

Tratamiento Flavedo Floema

27 sept 27 oct 12 nov 27 sept 12 nov
GA;
Control 20aA 4.0 aB 2.5 aAB 32aA 5.0 aA
Ravado Basal 2.9 aA 19.0 bB
Y 1.9 aA 5.0 aAB 5.2 bB Aoical
p 3.0 aA 14.0 bB
GA4
Control 7.0 aA 50 B 5.0 aA 2.0aA 11.5bB
Ravado Basal 1.9 aA 9.0 bB
Y 7.0 aA nd. 80 bB Aoical
p 2.1aA 29aA

Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas entre fechas para un mismo tratamiento (P<0.05).
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma fecha (P<0.05).

nd: no determinado.
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4. Capitulo 4. Estudio de la aplicacion de inhibidores de la sintesis de giberelinas sobre la
floracion.

La aplicacion de 1 g.érbol'1 de PBZ al suelo entre principios de octubre y mediados de
noviembre, aumento significativamente la brotacién y la floracion del Tangor ‘Nadorcott’, el naranjo
dulce cv. ‘Salustiana’ y el mandarino Clementino cvs. ‘Hernandina’, ‘Marisol’ y ‘Orogrande’, si bien
la cuantia de la respuesta estuvo ligada al cultivar y a las condiciones previas de cosecha (Tabla
4.1).

Tabla 4.1. Efecto de la fecha de aplicacion de PBZ (1 g.arbol™) al suelo sobre la brotacion y floracion del naranjo dulce
cv. ‘Salustiana’ y el Tangor ‘Nadorcott’. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna y

para un mismo cultivar indican diferencias significativas (P<0.05).

Tratamiento % nudos brotados Flores / 100 nudos

Control 14.5a 6.2a
‘Salustiana’ PBZ oct. 232b 14.8b

PBZ nov. 229b 17.0b

Control 473 a 92.2a
‘Nadorcott’ PBZ oct. 58.4 b 155.2b

PBZ nov. 63.2b 206.3 c

En el naranjo dulce cv. ‘Salustiana’, la floracion pasé de 6.2 flores/100 nudos en los arboles
control a 14.8 flores/100 nudos y 17 flores/100 nudos en los arboles tratados a principios de
octubre o a principios de noviembre, respectivamente. Y el porcentaje de nudos brotados del 14.5%
en el control al 23%, aproximadamente en ambos tratamientos (Tabla 4.1).

En el Tangor ‘Nadorcott’, la floracion pasé de 92 flores/100 nudos a 155 flores/100 nudos
en los arboles tratados a principios de octubre y a 206 flores/100 nudos los tratados a principios de
noviembre (Tabla 4.1). En éste, la brotacion también se increment6 significativamente por accién
del PBZ pasando de 47.3% de nudos brotados en los arboles control a 58.4% y 63.2% en los
arboles tratados a principios de octubre y de noviembre, respectivamente, sin que la diferencia
entre fechas alcanzara la significacion estadistica (Tabla 4.1).

El nimero de brotes desarrollados también vari6 significativamente por efecto del PBZ. Asi,
en el naranjo dulce cv. ‘Salustiana’, el de flores campaneras aumentd de 1.5 brotes/100 nudos a
3.8 y 3.3 brotes/100 nudos en los arboles tratados en octubre y noviembre, respectivamente, con 1
g arbol", y el de ramos florales de 0.1 brotes/100 nudos a 0.8 y 1 brote/100 nudos,
respectivamente (Tabla 4.2). Los tipos de brotes restantes no variaron significativamente su

numero por efecto de los tratamientos.
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En el Tangor ‘Nadorcott’ el numero de todos los brotes florales aument6 significativamente
por efecto de los tratamientos, aunque con mayor intensidad en el realizado en noviembre
(P<0.05); el numero de brotes vegetativos disminuy6 significativamente en ambas fechas de
aplicacion (Tabla 4.2). El numero de brotes multiflorales, ramilletes de flor y brotes mixtos, se
duplicé por accion del PBZ aplicado en noviembre, mientras que el de flores solitarias se triplico; el
de brotes campaneros se incrementd un 30%. El niumero de brotes vegetativos pas6 de 17
brotes/100 nudos en los arboles control a 13.1 brotes/100 nudos y 7.6 brotes/100 nudos en los

tratados a principios de octubre y de noviembre, respectivamente (tabla 4.2).

Tabla 4.2. Efecto de la época de aplicacion de PBZ (1 g.érbol*) al suelo sobre la distribucion de los tipos de brotes en el
naranjo dulce cv. ‘Salustiana’ y el Tangor ‘Nadorcott’. Valores expresados por cien nudos. Cada valor es la media de 8

arboles. Letras diferentes en una misma columna y para un mismo cultivar indican diferencias significativas (P<0.05).

Tratamiento FS FC BM RF BV
Control 2.5 15a 0.6 0.1a 14.1
‘Salustiana’ PBZ oct. 438 3.8b 1.2 0.8b 13.6
PBZ nov. 3.8 3.3b 2.0 1.0b 14.2
Control 264 a 139a 11.1a 3.0a 17.0b
‘Nadorcott’ PBZ oct. 59.8 b 18.3b 17.4b 39a 13.1a
PBZ nov. 781¢c 20.1b 233c 74b 76a

Por tanto, el PBZ aumenta la floracion del naranjo dulce cv. ‘Salustiana’ y del Tangor
‘Nadorcott’, pero con diferencias conceptuales importantes. En efecto, en el naranjo dulce cv.
‘Salustiana’ y para el intervalo 100-700 frutos/arbol, la relacion negativa entre el nimero de frutos
cosechados por arbol y la intensidad de floracion se mantuvo para todos los arboles, tratados o no,
segun una funcion potencial (Figura 4.1 A), de un modo similar a lo descrito en el Capitulo 1. Las
pendiente de estas curvas no difieren entre si, de modo que las diferencias significativas lo son
para las ordenada en origen; es decir, estas curvas son estadisticamente paralelas pero sus puntos
se distribuyen en valores mas elevados (mayor nimero de flores/100 nudos, por tanto) para los

tratamientos de noviembre y octubre (que no difieren entre si) que para los controles (P<0.05).
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Figura 4.1. Efecto del niumero de frutos por arbol sobre la intensidad de floracion siguiente en el naranjo dulce cv.

‘Salustiana’ (A) y el Tangor ‘Nadorcott’ (B). Influencia sobre la respuesta a la aplicacion de PBZ (1 g.érbol'1) al suelo.

Para valores de fructificacion mas elevados, como es el caso del Tangor ‘Nadorcott’, la
relaciéon ndmero de frutos-flores/100 nudos también se distribuye segin una funcion potencial que
no difiere, sin embargo, de una funcion lineal, como corresponde al segmento de mayor nimero de
frutos de las curvas del naranjo dulce cv. ‘Salustiana’. En este caso, ademas, la pendiente es casi
cero para todos los casos, y las funciones difieren también en la ordenada en el origen. Es decir,
son distribuciones paralelas cuyos puntos se distribuyen, como en el caso del naranjo dulce cv.
‘Salustiana’, en valores mas elevados (mayor nimero de flores/100 nudos) para los tratamientos de

noviembre y octubre (que no difieren entre si) que para los controles (P<0.05) (Fig. 4.1 B).
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En un experimento adicional con el naranjo dulce cv. ‘Navelate’, la aplicacion de 1 6 2 g
arbol" de PBZ en septiembre, también aumentd significativamente la floracion de la primavera
siguiente (Tabla 4.3), paralelamente a un aumento de la brotacién que, sin embargo, no alcanz¢ la
significacion estadistica. Esta época es coincidente con la que se detecto, en el mismo cultivar,
para el acido giberélico como inhibidor de la floraciéon (ver tabla 2.1). En este caso, dado que la
produccion del cv. ‘Navelate’ no es alternante, el aumento de la floracién no acarre6 un incremento
de la cosecha que ya fue elevada en los arboles control, indicando, ademas, que 30 flores/100
nudos garantizan una buena cosecha (Tabla 4.3). La distribucion de los tipos de brotes no sufrié

modificaciones estadisticamente significativas (Tabla 4.4).

Tabla 4.3. Efecto de la dosis de aplicacion de PBZ al suelo sobre la brotacion y floracién del naranjo dulce cv. ‘Navelate’.

Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Brotes / 100 nudos  Flores / 100 nudos

Control 20.86 32.26 a
PBZ 1 g arbol 25.45 54.53 b
PBZ 2 g arbol 23.94 53.46 b

Tabla 4.4. Efecto de la época de dosis de PBZ al suelo sobre la distribucion de los tipos de brotes en el naranjo dulce cv.
‘Navelate’. Valores expresados por cien nudos. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma

columna indican diferencias significativas (P<0.05).

FS FC BM RF BV

Control 2.77 2.45 4.45 219a 8.89
PBZ 1 g arbol ™ 4.22 2.01 6.83 511b 7.26
PBZ 2 g arbol ™ 3.28 1.62 6.52 542D 7.09
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En el caso del mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’, la aplicacién de 1 g.a’:lrbol'1 de PBZ al
suelo aument6 la floracion como en los casos anteriores, pero la respuesta fue altamente
dependiente de la presencia de frutos. Asi, en el experimento resefiado en el capitulo 1 en el que la
cosecha se habia localizado asimétricamente solo en la cara este de los arboles, el nUmero de
flores desarrolladas por efecto del PBZ en la parte del arbol con frutos no alcanzoé la significacion
estadistica respecto de los controles sin tratar, pero en la parte del arbol sin frutos, se pasé de 31
flores/100 nudos a 87 flores/100 nudos con la aplicacion de PBZ a finales de octubre y a 71
flores/100 nudos con la de mediados de noviembre, difiriendo ambos tratamientos del control
(P<0.05) pero no entre si (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Influencia de la presencia de frutos sobre la eficacia de la aplicacion de PBZ (1 g.arbol™) al suelo sobre la
brotacién y floracién del mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’. Efecto de la fecha de tratamiento. Cada valor es la

media de 6 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Tratamiento % nudos brotados Flores / 100 nudos
Control 22.4 12.1
Con frutos
PBZ oct. 28.5 17.7
on
PBZ nov. 26.8 15.2
Control 316a 311a
Sin frutos
PBZ oct. 442b 86.5b
off
PBZ nov. 401b 70.5b

El aumento de la brotacion también fue mayor en la parte del arbol sin frutos, en la que se
paso6 de un porcentaje de nudos brotados del 32% en el control al 44% y 40% en los tratamientos
con PBZ de octubre y noviembre, respectivamente; en la parte con frutos el porcentaje de nudos
brotados paso6 del 22% en los controles al 29% y 27% en los tratados a principios de octubre y de
noviembre, respectivamente (Tabla 4.5).

En la parte de los arboles con cosecha, la aplicacion de PBZ se mostré ineficaz para
modificar la distribucién de los brotes en cualquiera de las dos fechas de tratamiento; sin embargo,
en la parte de los arboles que no tuvieron cosecha fue modificada significativamente por el
tratamiento (Tabla 4.6). El nimero de flores solitarias pasé de 14 brotes/100 nudos en los controles
a 40 y 28 brotes/100 nudos en los arboles tratados a finales de octubre y mediados de noviembre,
respectivamente; del mismo modo, los brotes mixtos pasaron de 2 brotes/100 nudos en los arboles
control a 9 y 6 brotes/100 nudos, respectivamente, y los ramilletes de flor fueron incrementados
significativamente de 1 brote/100 nudos a mas de 5 con los tratamientos de PBZ realizados a

mediados de noviembre. Los brotes campaneros no fueron significativamente alterados en nimero

93



Resultados

por accion del PBZ, mientras que los brotes vegetativos fueron significativamente reducidos de mas
de 13 brotes/100 nudos a menos de 5 en los arboles tratados a finales de octubre (Tabla 4.6). En

ningun caso, se detectaron diferencias significativas debidas a la fecha de tratamiento.

Tabla 4.6. Efecto de la época de aplicacién de PBZ (1 g.érbol'w) al suelo sobre la distribucion de la brotacion del
mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’. Influencia de la presencia de frutos. Valores expresados por cien nudos. Cada

valor es la media de 6 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).

Tratamiento FS FC BM RF BV
Control 6.0 4.0 0.2 0.2 15.1
Con frutos
PBZ oct. 9.0 7.8 0.4 0.04 19.6
on
PBZ nov. 6.6 7.8 0.2 0.1 17.0
Control 14.1a 7.9 21a 1.a 13.2b
Sin frutos
PBZ oct. 39.8b 11.5 8.8b 3.2ab 4.8 a
o
PBZ nov. 27.8 ab 75 6.3b 55b 96a

Un experimento adicional con este mismo cultivar pero con arboles seleccionados con
elevada cosecha (>100 kg/arbol) y sin cosecha (1-5 kg/arbol), ratificé la respuesta. Mientras en los
arboles sin frutos, la aplicacion de 1 g.arbol™ de PBZ aumenté significativamente la floracion,
pasando de 97 flores/100 nudos a 107 flores/100 nudos, en los arboles con una cosecha elevada la

respuesta fue inexistente (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Efecto de la aplicacién de PBZ (1 g.érbol’1) al suelo durante el reposo vegetativo, sobre la floracion de arboles
con frutos y arboles sin frutos del mandarino Clementino, cv. ‘Hernandina’. Valores expresados en flores/100 nudos. Cada

valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05).

Tratamiento Flores / 100 nudos

Con frutos Control 1.4
on PBZ 0

Sin frutos Control 96.9 a
off PBZ 107.3 b

94



Resultados

La distribucion de los brotes como consecuencia de la aplicacion de PBZ tampoco se
present6é uniforme en este caso, siendo las flores solitarias y los brotes mixtos, las inflorescencias
mas afectadas en los arboles sin cosecha, incrementandose en mas del doble en ambos casos
(Tabla 4.8). Como en los casos anteriores, el numero de brotes vegetativos en los arboles tratados
con PBZ fue significativamente reducido. En los arboles con cosecha, sin embargo, solo los brotes
vegetativos fueron significativamente incrementados en nimero (Tabla 4.8). Esta respuesta ya se

present6 en el experimento anterior aunque sin alcanzar la significacién estadistica (Tabla 4.6)

Tabla 4.8. Efecto de la aplicacién de PBZ (1 g.érbol'ﬂ) al suelo durante el reposo vegetativo en la distribucion de los
brotes de arboles con frutos y arboles sin frutos de mandarino Clementino, cv. ‘Hernandina’. Valores expresados por 100
nudos. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas
(P<0.05).

Tratamiento FS FC BM RF BV
Con frutos Control 0.1 0.1 0.1 0.1 19.5a
on PBZ 0 0 0 0 258b
Sin frutos Control 275a 7.4 49a 9.6 1.3
off PBzZ 549b 5.1 11.1b 12.8 25

En los otros cultivares de mandarino Clementino estudiados, ‘Marisol’ y ‘Orogrande’, la

aplicacion de PBZ también aumento significativamente la floracion (Fig. 4.2).

50 b

30 4

20 +

Flores/ 100 nudos

cv. 'Marisol' cv.'Orogrande’

O Control O PBZ
Figura 4.2. Efecto de la aplicacion de PBZ (1 g.arbol-1) al suelo durante el reposo vegetativo sobre la floracion del

mandarino Clementino cvs. ‘Marisol’ y ‘Orogrande’. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05).

95



Resultados

La respuesta sobre la distribucién de los brotes, no fue, sin embargo, igual para las dos
variedades. Mientras en el cv. ‘Orogrande’ el niumero de todos los brotes florales aumentd
significativamente por efecto del tratamiento (Tabla 4.9), en el cv. ‘Marisol’ las diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica, siendo las flores solitarias las unicas estructuras florales que

aumentaron significativamente (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Efecto de la aplicacion de PBZ (1 g.érbol’1) al suelo durante el reposo vegetativo sobre la distribucion de los
brotes de mandarino Clementino cvs. ‘Orogrande’ y ‘Marisol’. Valores expresados en brotes por cien nudos. Cada valor

es la media de 8 arboles. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)

Tratamiento FS FC BM RF BV
Control 45a 99a 22a 0.6a 11.4
cv. ‘Orogrande’
PBzZ 9b 14.4b 6.7b 1.7b 8.2
Control 9.1a 13.2 2.2 0.5 14.5
cv. ‘Marisol’
PBZ 174 b 19.3 2.8 0.8 21

Debe destacarse que, al igual que al estudiar la influencia del numero de frutos sobre las
caracteristicas de los brotes, expresadas como niumero medio de hojas y/o flores, éstas no fueron

alteradas por las aplicaciones de PBZ en ninguno de estos tres experimentos (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Efecto de la aplicacion de PBZ (1 g.érbol'1) al suelo durante el reposo vegetativo sobre las caracteristicas de
los brotes de mandarino Clementino cvs. ‘Orogrande’, ‘Marisol’ y ‘Hernandina’. Valores de hojas y flores expresados por

brote. Cada valor es la media de 8 arboles.

Tratamiento RF BM BV
flores flores hojas hojas

Control 0.9 3.1 1.5 2.4 24
cv. ‘Orogrande’

PBz 1.9 2.7 2.7 2.7 2.1

Control 0.9 3.8 15 1.9 4.4

cv. ‘Marisol’

PBz 2.3 3.7 2.1 2.2 4.5

Control 2.7 25 3.4 24 2.1
cv. ‘Hernandina’

PBz 2.8 1.8 3.1 1.9 1.1

96



Resultados

La adicién de PBZ al suelo aumentd la brotacion en los tres cultivares de mandarino
Clementino estudiadas (Fig. 4.3). Asi, en el cv. ‘Orogrande’ la brotacion pasé de 29 brotes/100
nudos en los controles a 40 en los tratados con 1 g de PBZ por arbol, en el cv. ‘Marisol’ de 40
brotes/100 nudos a 61.3, respectivamente, y en los arboles sin fruto del mandarino Clementino cv.

‘Hernandina’ de 57 a 80 brotes/100 nudos, respectivamente (Fig. 4.3).
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40
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cv.'Orogrande’ cv. 'Marisol' cv.'Hernandina'
H control OPBZ

Figura 4. 3. Efecto de la aplicaciéon de PBZ (1 g.érbol'1) al suelo durante el reposo vegetativo sobre la brotacion del
mandarino Clementino cvs. ‘Orogrande’, ‘Marisol’ y ‘Hernandina’. Cada valor es la media de 8 arboles. Letras distintas en

un mismo cultivar indican diferencias significativas (P<0.05).
En los arboles de mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’ con elevada cosecha, la

aplicacion de PBZ al suelo no consiguié aumentar la floracién; sin embargo, la brotacién pasé de

20 brotes/100 nudos en los controles a 26 brotes/100 nudos en los tratados.
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Con el fin de conocer la accion directa del PBZ sobre las yemas, se aplicaron 2500 mg.I"' de
PBZ localmente a las yemas, hojas o ramas completas de arboles off y on de mandarino
Clementino cv. ‘Hernandina’ en la época de induccion floral (mediados de noviembre). En los
primeros se logré6 un aumento de la brotacion y de la floracion similar para las tres aplicaciones
(Tabla 4.11). La brotacién se increment6 significativamente, pasando de un 32% de nudos brotados
en las ramas control a un porcentaje cercano al 60%. La intensidad de floracién también aument6
significativamente, pasando de 59 flores/100 nudos en los arboles control sin tratar a 113 flores/100
nudos en el tratamiento a la yema, a 129 flores/100 nudos en el tratamiento a las hojas y a 122
flores/100 nudos en el tratamiento a la rama completa. En los arboles on el efecto del PBZ fue

inexistente (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Efecto de la aplicacion de PBZ (2500 mg I-1) localizada a la yema, hoja o rama sobre la brotaciéon y floracion
del mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’. Influencia de la presencia del fruto. Cada valor es la media de 9 arboles.

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

Tratamiento % nudos brotados  Flores / 100 nudos

Control 31.6a 59.5a
, PBZ yema 594 b 1135b
Arboles off

PBZ hoja 59.8b 129.5b

PBZ rama 59.0b 122.4 b

Control 224 a 78a
; PBZ yema 228a 76a
Arboles on

PBZ hoja 21.5a 10.8 a

PBZ rama _ _
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La aplicacion de prohexadione-Ca (PHD-Ca) también increment6 la floracion. Una
concentracion de 200 mg |, aplicada via foliar, aumento la floracion del naranjo dulce cv.
‘Salustiana’ en un afio on (exp. |) con independencia de la fecha de aplicacion (Tabla 4.12). Al igual
que para el PBZ, un tratamiento cuando el fruto esta préoximo a alcanzar su tamafio final
(septiembre) increment6 significativamente la floraciéon en cuantia similar a la lograda en época de
induccion floral (diciembre). La floracion pasé de 8.6 flores /100 nudos en los controles sin tratar a
25.6 y 18.5 flores/100 nudos, respectivamente, sin que éstos ultimos valores difirieran entre si
(Tabla 4.12). Todos los brotes florales incrementaron su nimero para el tratamiento de septiembre,
mientras que para el de diciembre solo lo hicieron los BM y las FS, de modo que el incremento de
FC y RF no alcanzé la significacion estadistica y el descenso en el numero de brotes vegetativos

tampoco se alter6 significativamente (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Efecto de la aplicacion de prohexadione-Ca (200 mg I'') sobre la floracién y brotacién del naranjo dulce cv.
‘Salustiana’ en dos experimentos independientes. Influencia de la época de aplicacién. Cada valor es la media de 8

arboles. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

Exp. Epoca PHD-Ca %nudos BNB" Flores/100 Brotes / 100 nudos
brotados nudos

FS FC BM RF BV

- 0 16 a 8.6 a 34a 1.8a 0.5a 0.5a 9.0

| Sept 200 21b 256 b 9.4b 41b 20b 21b 5.6

Dic 200 23 b 18.5b 7.7b 27ab 14b 14ab 8.5
" - 0 19 a 1.07 229 a 5.8a 3.1 2.5 1.9a 3.8b
Marz 200 26 b 1.09 436 b 145b 3.6 3.8 41b 4.7 a

Resulta relevante en este experimento que la aplicacion de PHD-Ca cuando las yemas
iniciaron su diferenciacion (marzo) consiguiera, también aumentar la floraciéon. Los arboles control,
que en este caso se encontraban en afio off, presentaron una intensidad floracién de 22.9
flores/100 nudos y los tratados con PHD-Ca de 43.6 flores/100 nudos (P<0.05) (Tabla 4.12),
aumentando el numero de brotes florales sin hojas (P<0.05).

Un tratamiento a la misma concentracién (200 mg ') y en el mismo ciclo productivo (off)
también aumento6 la floracion en el Tangor ‘Nadorcott’, pasando de 82 a 94 flores/100 nudos
(P<0.10).
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La comparacion de los efectos del PBZ y PHD-Ca se llevo a cabo en el naranjo dulce cv.
‘Salustiana’. La aplicacion foliar al inicio de la diferenciacién de las yemas (marzo) de una
concentracion de 2000 mg I' de PBZ o de 200 mg I"' de PHD-Ca, incrementd la floracion en
cuantia similar, pasando de 22.9 flores/100 nudos en los arboles control a 46.4 y 43.6 flores/100
nudos, respectivamente (P<0.05) (Tabla 4.13). Ambas sustancias incrementaron significativamente
el nimero de brotes florales sin hojas, pero el aumento del de los brotes con hojas no alcanzé la
significacion estadistica. EI numero de brotes vegetativos por 100 nudos tampoco difirid
estadisticamente del de los arboles control sin tratar (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Efecto de la aplicacion foliar de PBZ (2000 mg I'1) y PHD-Ca (200 mg I'1) al inicio de la diferenciacion floral
(marzo) sobre la floracién y la distribucion de los tipos de brotes en el naranjo dulce cv. ‘Salustiana’. Valores expresados
por cien nudos. Datos correspondientes al exp. Il. Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (P<
0.05).

Control PBZ PHD-Ca

Flores /100 nudos 229a 46.4b 436b
Distribucion (Brotes / 100 nudos)
FS 58a 17.8b 12.7b
FC 3.1 3.2 3.6
BV 3.8 1.8 1.7
BM 25 4.1 3.8
RF 3.8 1.8 1.7

Es de destacar que la aplicacion de PBZ al inicio de la diferenciacion floral result6 igual de
eficaz que la de de PHD-Ca en el estimulo de la floracion, ratificando dicho momento de

sensibilidad al estimulo de la floracion.
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Al inicio del periodo de induccion floral (8 de noviembre), las hojas de los arboles off habian
acumulado mayor cantidad de sacarosa que las de los arboles on (Fig. 4.4 A). Algo similar ocurrié
en las raices, en las que el contenido en sacarosa de los arboles off era mas de 2 veces superior al
de los arboles on (Fig. 4.4 B). En las hojas, las diferencias se mantuvieron, aproximadamente, para
los contenidos en hexosas. Asi el contenido total de glucosa y fructosa era de 26.2 mg g™ de peso
seco en los arboles off y de 22.8 en los arboles on (Fig. 4.4 A). La relacion sacarosa/hexosas era
practicamente la misma para ambos grupos de arboles (0.36 para los off y 0.27 para los on), lo que
indica un contenido estable de carbohidratos en las hojas adaptado a la demanda. En las raices, la
concentracion de glucosa y fructosa era practicamente la misma para los dos tipos de arboles (Fig.
4.4 B). Como en las hojas, el contenido en sacarosa, glucosa y fructosa de las ramas fue mas

elevado en los arboles off (Fig. 4.4 C).

Al final de este periodo, cuando el fotoperiodo inicia su crecimiento (enero), el contenido en
las hojas de glucosa y fructosa era mayor que el de sacarosa, pero sin diferencias significativas
entre los arboles on y off (Tabla 4.14). En las ramas, sin embargo, la sacarosa era el azicar mas
abundante en ambos tipos de arboles, con mayor concentracion en los arboles off (P<0.05); la
glucosa y fructosa se encontraban en una concentracion casi 4 veces inferior a la de sacarosa y sin
diferencias significativas debidas a la presencia del fruto (Tabla 4.14). En las raices, la
concentracion de sacarosa también era la mas elevada, pero en este caso a favor de los arboles
on; la glucosa y fructosa se encontraban en concentraciones mitad que la sacarosa en los arboles

off y 5 veces inferiores en los arboles on (Tabla 4.14).

Tabla 4. 14. Contenido en carbohidratos de hojas, ramas y raices de mandarino Clementino, cv.’Hernandina’,
en pleno reposo (4 de enero). Influencia de la presencia del fruto. Valores expresados en mg por gramo de

peso seco. Cada valor es la media de 8 arboles + error estandar.

Raices Ramas

sacarosa 5.6+0.9 11+£002 192 £0.2
Con frutos
glucosa 99+11 24+01 48+0.3
on
fructosa 11 +£0.05 25+0.2 57+01
sacarosa 5615 75+£0.01 23.3x1.1
Sin frutos
- glucosa 116+£02 32+02 6.6+1.7
o
fructosa 11.9+03 301 57104
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Resultados

Figura 4.4. Contenido en carbohidratos de las hojas (A), raices (B) y ramas (C) del mandarino Clementino

cv. ‘Hernandina’ al inicio de la induccién floral (noviembre). Efecto de la presencia del fruto. Las barras

verticales indican el error estandar. Cada valor es la media de 8 arboles.
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La evolucion del contenido en azucares en los 6rganos estudiados, desde el reposo invernal
(época de induccién floral) hasta el momento de la brotacién (marzo), no revela diferencias debidas
a la presencia del fruto (Fig. 4.5). Solamente la concentracion de sacarosa en las hojas en el
momento de la brotacion fue significativamente mas elevada en los arboles off respecto de los on.

La aplicacion de PBZ al suelo (1 g arbol”) aumenté significativamente la concentracién foliar
de glucosa y fructosa de los arboles on en relacién con los off cuando se aplica en la época de
induccion floral (noviembre), pero disminuy6 la de sacarosa (Fig. 4.6). Las mayores diferencias
aparecieron en las etapas inmediatamente anteriores a la brotacion (enero), permaneciendo
practicamente constantes hasta el final del experimento, es decir, cuando la brotacion ya era
evidente (marzo). En las ramas no se encontraron diferencias en la concentracion de los tres
azucares (Fig. 4.6).

En las raices, la concentracion de glucosa y fructosa desde el momento de induccion floral
(noviembre) apenas present6 diferencias debidas a la presencia del fruto, mientras que la sacarosa
aumento significativamente en los arboles on respecto de los off (Fig. 4.7). La aplicacion de PBZ al
suelo (1 g arbol ™) no alterd la concentracién de monosacaridos en las raices de ninguno de los dos
tipos de arboles, on y off, pero si el de sacarosa que aumenté significativamente en los arboles off
(Fig. 4.7). En este ultimo caso, sin embargo, en etapas proximas al inicio de la brotacion (enero) las
diferencias entre ambos tipos de arboles desaparecieron, iniciando la brotacién con

concentraciones iguales de sacarosa.
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Figura 4.5. Evolucion de la concentracion de carbohidratos de las hojas (A) y ramas (B) del mandarino
Clementino cv. ‘Hernandina’ desde la época de induccion floral hasta la brotacion. Efecto de la presencia del
fruto. Cada valor es la media de 8 arboles.
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Figura 4.6. Efecto del PBZ (1 g arbol™") aplicado al suelo en la época de induccion floral sobre la evolucion de
la concentracion de carbohidratos de las hojas (A) y ramas (B) del mandarino Clementino cv. ‘Hernandina’
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Cada valor es la media de 8 arboles.

106



Discusion






Discusioén

El efecto inhibidor del fruto sobre la floracién se ha identificado en numerosas
especies fruticolas lefiosas, tanto perennifolias como caducifolias, tales como el
manzano (Jonkers, 1979), el melocotonero (Reig et al., 2006) y los citricos (Monselise
y Goldschmidt, 1982), pero ninguno de estos estudios indican a partir de qué momento
del desarrollo el fruto inicia su accion. Recientemente, Verreynne y Lovatt (2009) han
mostrado evidencias de que la eliminacién de todos los frutos de un arbol de
mandarino ‘Pixie’ a principios del verano aumenta el numero total de flores la
primavera siguiente. Este efecto es indirecto a través de un incremento en el niUmero
de brotes de finales del verano-principios del otofio. El papel de esta brotacion sobre la
floracion de la primavera siguiente ya habia sido sefialado para el naranjo dulce
(Agusti y Almela, 1991).

Experimentos de defoliacion, de aplicacion de giberelinas y de rayado de
ramas, llevados a cabo en diferentes épocas del afio, han demostrado que el proceso
de induccion floral tiene lugar a finales de otofio para el naranjo dulce y el pomelo (Furr
y Armstrong, 1956; Ayalon y Monselise, 1960; Guardiola et al., 1982) y un mes mas
tarde para el mandarino Satsuma (Sanchez-Capuchino y Casanova, 1973; lwahori,
1978; Garcia Luis et al., 1986). No obstante, existen serias objeciones a este modo de
deteccion de la época de induccion floral. El rayado de ramas durante el verano
provoca, en nuestras condiciones climaticas, un estimulo de la floracién mucho mas
notable que cuando se efectua durante el reposo invernal (Agusti et al., 1992), y es
posible encontrar épocas de gran sensibilidad a las aplicaciones de acido giberélico
para inhibir la floracion muy alejadas de dicho periodo de reposo tanto en el naranjo
dulce, como demuestran nuestros resultados, como en el mandarino Satsuma (Garcia
Luis et al., 1986).

Por otra parte, estaquillas defoliadas pueden ser inducidas a florecer sin mas
que someterlas a un estrés hidrico, lo que, por una parte, compromete al papel de las
hojas como receptoras de un estimulo de induccién floral (Southwick y Davenport,
1986), y, por otra, abre la puerta al estudio de la floracién como consecuencia de algun
tipo de estrés, bien sea hidrico, térmico (Lovatt et al., 1988a) o inducido por la propia
carga de frutos. Jones et al., (1976) observaron que las yemas de arboles de naranjo
dulce cv. ‘Valencia® que mantenian una alta fructificacion durante el invierno,
mostraban un periodo de latencia mas largo y un menor crecimiento en primavera,
comparadas con las yemas de arboles sin frutos o con pocos frutos. El acido abscisico
(ABA) ha mostrado su capacidad de restringir el desarrollo de las yemas en muchas
especies, incluyendo los citricos (Young y Cooper, 1969). Mas tarde, Goldschmidt
(1984) demostrd que la concentracion de ABA en hojas, ramas y yemas de mandarino

‘Wilking’ durante los afios de elevada cosecha es superior a la encontrada en los afios
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de cosecha reducida, reflejando el estrés impuesto por la elevada produccion. Puesto
que los frutos acumulan altos niveles de ABA durante su maduracion, la accion de esta
hormona restringiendo el crecimiento de las yemas axilares (Young y Cooper, 1969),
estaria ligada a la capacidad de la yema para brotar y, por tanto, florecer, sobre todo
después de una elevada cosecha.

Este efecto del estrés sobre la brotacion/floracién de las yemas también se ha
relacionado con el metabolismo del nitrégeno. Lovatt et al. (1988a) sometiendo plantas
de naranjo dulce ‘Washington navel’ a un estrés térmico y de limén ‘Frost Lisbon’a un
estrés hidrico demostraron una acumulacion de iones amonio en las hojas que se
correspondia con un aumento de la floracion. Monselise et al. (1981) ya habian
detectado una alteracion del metabolismo del nitrdgeno en hojas de éarboles de
mandarino ‘Wilking’ con elevada cosecha en comparacion con arboles de escasa
cosecha, y Reig et al. (2006) encontraron algo similar durante la latencia en el floema,
proximo a la yema, de arboles de melocotonero que soportaron todos sus frutos hasta
la maduraciéon en comparacion con aquellos a los que se les eliminaron todos los
frutos en el momento de la lignificacion del endocarpo. Esta alteracion metabdlica
consiste en una tendencia opuesta de la concentracion de N total y de NO3™-N segun el
numero de frutos que soporta el arbol, de modo que la relacién NO3-N para arboles
off/fon es inferior a 1 tanto en las hojas como en los brotes y las raices. Nuestros
resultados estan de acuerdo con esta alteracion del mecanismo de reduccion de
nitratos ya que a lo largo del periodo de maduracién de los frutos la concentracién de
NO3™-N en las hojas de las ramas que los mantuvieron hasta la brotacion de las yemas
no disminuy6, mientras que en las ramas sin frutos la concentracion foliar de NO3-N
disminuy6 significativamente en etapas proximas a la brotacién (estado 89 de la escala
BBCH), al mismo tiempo que la concentracion foliar de la fraccion NH,*-N en estas
ramas aumentaba. De acuerdo con ello, en los citricos, el mecanismo de reduccién de
nitratos en las hojas es alterado por la presencia del fruto. A pesar de ello, puesto que
la concentraciéon de NO3s-N es una fraccion pequefia del N total, entre el 0.4% vy el
0.6% de acuerdo con nuestros resultados (ver Tabla 2.4), la relativa alta concentraciéon
en época de induccion floral de NOs-N en las hojas de las ramas a las que se les
elimino el fruto al inicio de su desarrollo (junio) podria ser mas un reflejo metabdlico
que una accion nutricional directa (Monselise et al., 1981).

En el naranjo dulce ‘Valencia, nuestros resultados demuestran que las ramas
de arboles on de las que se eliminaron todos los frutos desde el estado 72 al 78 de la
escala fenolégica BBCH florecieron, la primavera siguiente, 8 veces mas que las
ramas de los mismos arboles a las que se les dejaron todos los frutos. De acuerdo con

ello, el fruto ejerce su accion inhibidora de la floracién desde el momento en que esta
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proximo a adquirir su maximo peso, es decir, cuando alcanza el 90% de su tamafio
final (noviembre), de un modo similar a como ha sido demostrado en el pomelo ‘Marsh’
bajo condiciones climaticas tropicales (Betancourt et al., 2008). Asi, la presencia del
fruto no ejerce ninguna accion inhibidora de la floracion desde el estado 72 (43 flores
por 100 nudos) hasta el estado 78 (42.8 flores/100 nudos), pero en el estado 79 de la
escala fenolégica BBCH (noviembre) reduce la floracién en un 80% (8.6 flores por 100
nudos). Esta época de sensibilidad es coincidente con la época de sensibilidad de la
yema a las aplicaciones de acido giberélico para inhibir exdgenamente la floracién (El-
Otmani et al., 2000). Posteriormente, durante la maduracion, es decir, desde el
momento en que el fruto adquiere su maximo tamafo en adelante, no se observo
ningun efecto adicional en la reduccién de la floracion hasta la brotacién de la yema.
Garcia-Luis et al. (1986) sugieren, para el mandarino Satsuma ‘Owari’, que la
inhibicién de la floracién por accién del fruto estd més estrechamente relacionada con
la coloracion del flavedo que con el crecimiento del fruto, pero su estudio fue realizado
solamente a lo largo del periodo de maduracion del mismo. El fruto del naranjo dulce
cv. ‘Valencia’ cambia de color 45 dias después (en nuestro experimento) de haber
alcanzado su maximo tamario, mientras que el del mandarino Satsuma ‘Owari’ lo hace
justo cuando deja de crecer (Garcia-Luis et al., 1985). Por otra parte, este mandarino
madura antes que el naranjo dulce ‘Valencia’ y su época de sensibilidad a las
aplicaciones de acido giberélico para inhibir la floracion es un mes mas tardia que la
del naranjo dulce (Guardiola et al.,, 1982). Estas razones pueden explicar las
diferencias encontradas entre especies.

A pesar de ello, nuestros experimentos con el naranjo dulce ‘Washington navel’
revelan un flujo de giberelinas desde el flavedo del fruto hacia el brote que lo sustenta
al mismo tiempo que aquél cambia de color, de un modo similar a como lo habian
sugerido Garcia-Luis et al. (1986) y ha demostrado Gambetta (2009). Asi, la
concentracion de GA; y GA4 en el floema del pedunculo de los frutos control (sin el
pedunculo rayado) aumenté con el transcurso del tiempo hacia etapas de sensibilidad
a las aplicaciones exégenas de GA; para inhibir la floracion (ver tabla 3.4).

En un intento de demostrar que son las giberelinas exportadas desde el fruto
hacia las yemas del brote que lo sustenta las responsables de su accion inhibidora de
la floracion, se ray6 el pedunculo de los frutos para interferir en el transporte. La
respuesta, sin embargo, no fue la esperada y si bien la interrupcion del transporte
basipeto de las GA; y GA, desde el flavedo al brote consiguié su acumulacién en la
parte apical del rayado, no consigui®6 promover la floracién. La razén fue una
acumulacion de giberelinas GA; y GA, también en la otra parte del rayado en la que se

encuentran las yemas. De acuerdo con los conocimientos sobre el proceso de
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cicatrizacion de la herida producida por el rayado de ramas (Hamada et al., 2008), la
propia herida debe ser la causa de que en la parte basal de ésta, es decir, en la zona
del tallo en la que se encuentran las yemas, la concentracion de giberelinas también
aumentara en nuestro experimento y no difiriera de la encontrada en la zona apical,
inhibiendo asi la floracién de dichas yemas haciendo inviable el rayado de pedunculo
como modelo de estudio de la accion inhibidora de la floracién por el fruto.

La coincidencia del aumento de la exportacion de giberelinas desde el fruto
hacia las yemas de su brote con la época de mayor accién inhibidora del fruto y con la
época de sensibilidad a la aplicacion exdgena de GA; para inhibir la floracion
(septiembre-noviembre), fue la razdn de la propuesta de utilizacion de inhibidores de la
sintesis de giberelinas como técnica para estimular la floracién en un intento de “inhibir
al inhibidor” y demostrar, de este modo, que el proceso de la floracion podria ser un
fenémeno inhibitorio mas que inductivo (Goldschmidt y Samach, 2004). Ello, a su vez,
atribuiria a las giberelinas un papel decisivo en el control de la floracion. Monselise y
Havely  (1964) encontraron que aplicaciones de diversos retardadores del
crecimiento, durante el verano, incrementaban la floracion y la produccion en el
limonero "Eureka". Aplicaciones de 2-cloroetiltrimetii amonio (CCC; Cycocel), a
concentraciones de 1000 mg I"', y de acido N-dimetilaminosuccinamico (Alar, B-Nine),
a concentraciones de 2500 mg I', aumentaron la floracién, sobre todo en las ramas
jovenes. Mas eficaz que los dos anteriores fue el benzotiazol-2-oxiacetato (BTOA),
pero en las ramas de mayor edad.

Aunque algunos de estos resultados fueron posteriormente confirmados
(Monselise et al., 1966; Nir et al., 1972; Salomon, 1988; Lenz y Karnatz, 1975), si bien
sin una explicacion unificada de los mismos, y mas tarde se demostrd que el efecto
estimulador del Alar sobre la induccidn floral también se da en el naranjo dulce, pero
de modo no consistente (Monselise y Goren, 1969), otros autores no pudieron
reproducirlos (Moss, 1971). Es mas, Davenport (1983) encontr6 un efecto inhibidor
de la floracién por parte del Alar cuando lo aplicé a una concentracion de 2500 mg I
en verano a plantas de lima Tahiti y Agusti (1980) encontr6 que el CCC inhibe la
floracion cuando se aplica repetidamente a una concentracién de 1000 mg I durante
el reposo vegetativo a arboles de naranjo dulce ‘Washington navel’. Monselise (1979)
razona esta respuesta erratica proponiendo que los antagonistas de la sintesis de
giberelinas pueden ser efectivos solamente antes de que éstas hayan sido
sintetizadas y no cuando estan presentes en cantidades elevadas, pero la inhibicion
encontrada en la lima Tahiti y en el naranjo dulce no puede ser explicada asi,

quedando este tema todavia por resolver.
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Mas recientemente se han conseguido buenos resultados con la aplicacion de
paclobutrazol. Esta sustancia inhibe la actividad kaureno-oxidasa v,
consecuentemente, la biosintesis de giberelinas (Henry, 1985), explicandose asi su
accion promotora de la floracion. Delgado et al. (1986a; 1986b) con aportaciones al
suelo entre 2,5 y 10 g arbol” y Harty y Van Staden (1988a, 1988b) con tratamientos
foliares a una concentracion entre 25 y 100 mg I, aumentaron la floracion en el
naranjo dulce, el mandarino y el limonero, de un modo similar a lo conseguido en
nuestros experimentos. No obstante, Iwahori y Tominaga (1986) trabajando con
Kumquat (Fortunella crassifolia) encontraron que la aplicacion foliar de 1000 mg I de
paclobutrazol durante la época de induccién floral no modificaba la floraciéon de la
primera y segunda brotaciones, que incluso se redujeron ligeramente. El elevado
numero de frutos que produce esta especie en los afios on puede ser la razén de ello,
de un modo similar a lo que ocurri6 en nuestros experimentos con el mandarino
Clementino cv. ‘Hernandina’ en la que la presencia del fruto anulé la respuesta al
paclobutrazol.

Los resultados con prohexadione-Ca fueron similares a los encontrados con el
paclobutrazol. Esta sustancia actia como mimético estructural del acido 2-oxoglutarico
inhibiendo de este modo la accion de las dioxigenasas que catalizan diferentes pasos
de la biosintesis de giberelinas (Rademacher, 2000). Su uso en manzanas (Evans et
al.,, 1997; Owens y Stover, 1999) y otros frutales (Basak y Rademacher, 2000) para
retardar el crecimiento vegetativo se halla en expansién por su caracter practicamente
inocuo y, sobre todo, por su eficacia, pero su uso como promotor de la floracion,
particularmente en los citricos, es novedoso y no existen referencias al respecto. Pero
también en este caso la presencia del fruto anula su respuesta. Esta accién del fruto
impidiendo la promocién de la floracion ya habia sido detectada por Goldschmidt et al.
(1985) en sus experimentos de rayado de ramas conducentes al estudio de la
implicacion de los carbohidratos en el proceso floracion de los citricos.

En nuestros experimentos, la eliminaciéon de los frutos modifico el contenido
foliar en azucares solubles. En las ramas a las que se les eliminé el fruto, la
concentracion foliar de carbohidratos disminuy6 inmediatamente dado que el principal
sumidero de los mismo habia desaparecido; posteriormente, se observé un incrementd
de su contenido tanto en las ramas sin frutos como en las ramas con frutos, tal como
habian sefialado Garcia-Luis y Guardiola (2000), seguido de un descenso en el
momento de la maduracion del fruto, como también ocurre en el melocotonero (Reig et
al., 2006). Pero en el momento de la brotacién no se observd ninguna diferencia
significativa en la concentracion foliar de carbohidratos por efecto de la presencia del

fruto. Siendo que éste es el responsable de la inhibiciéon de la floracion, la accién de
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los carbohidratos sobre la floracion resulta, por tanto, irrelevante, como se ha
demostrado para otras especies y cultivares del género Citrus (Garcia-Luis et al.,
1988; Lovatt et al., 1988b) y para el melocotonero (Reig et al., 2006).

La acumulacion de almidon durante el invierno ha sido registrada por diferentes
autores (Davenport, 1990) y cuantificada por Yelenosky y Guy (1977), quienes
relacionan su acumulacion con las bajas temperaturas. Sin embargo, los trabajos de
Goldschmidt et al. (1985) demuestran, para el tangelo ‘Minneola’, que la acumulacion
de almiddn en hojas, tallos y raices no tiene ninguna relacién ni con el régimen térmico
(dia/noche) ni con la floracion, pero ésta aumenta a medida que el régimen térmico
disminuye. En nuestros experimentos, el contenido significativamente mas bajo de
almidén en las hojas de las ramas que mantuvieron todos sus frutos hasta la
recoleccion aparece, también, como una buena razén para correlacionar su
concentracion con la intensidad de floracién; sin embargo, las diferencias aparecen
solamente en la época en que el fruto se muestra menos eficaz inhibiendo la floracién.
Es mas, aunque una cierta concentracion umbral de almidén debe ser necesaria para
que una yema brote y se inicie la floracion, la comparacién de resultados de diferentes
experimentos de sombreado, rayado de ramas, aclareo de frutos,..., en citricos y otras
especies, prueba que la existencia de otros factores oscurece una posible correlacion
entre la concentracion de almidéon en los tejidos y la floracién, indicando que ésta
permanece sin ser probada (Garcia-Luis y Guardiola, 2000; Garcia-Luis et al., 1988;
Goldschmidt et al., 1985; Reig et al., 2006). La existencia del citado valor umbral
también se desprende de nuestros resultados que muestran una reducciéon
significativa de las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa desde el cambio
de color (estado 81 de la escala BBCH) hasta la plena madurez del fruto y la brotacion
(estado 89 BBCH), independientemente de la cuantia de la cosecha.

El mantenimiento del fruto en el arbol hasta el estado 79 de la escala BBCH (o
mas tarde), reduce significativamente el nimero de brotes vegetativos de verano/otofio
que se desarrollan, reduciendo de este modo el nimero de brotes en los que se
desarrollan las inflorescencias la primavera siguiente, como se ha demostrado en los
mandarinos ‘Pixie’ (Verreynne y Lovatt, 2009) y ‘Nour’ (EI-Otmani et al., 2004)). Es
mas, el nimero de nudos de dichos brotes queda también alterado, lo que afecta, a su
vez, el numero de flores producidas (Verreynne y Lovatt, 2009; Agusti, 1980).

En nuestros experimentos, la reduccion de la floracién provocada por la
presencia del fruto en el naranjo dulce ‘Valencia’ coincide, en parte, con un descenso
del nimero de nudos brotados. Este efecto es similar al sefialado para el mandarino
Satsuma ‘Owari’ (Garcia-Luis et al., 1986). En ambas especies, las yemas generativas

son las mas sensibles a la presencia del fruto, mientras que las yemas vegetativas
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aumentan su brotacion en las ramas en las que el fruto se mantiene hasta que
completa su tamafio. De un modo similar, Okuda et al. (2002a; 2002b) demostraron
para el mandarino Satsuma que los arboles con un mayor numero de frutos dieron
lugar, la primavera siguiente, a un menor numero de brotes florales, con hojas o sin
hojas, y un mayor nimero de brotes vegetativos, en comparacion con los que tenian
una reducida cosecha. Asimismo, el rayado de ramas en verano incrementa la
floracion del naranjo dulce cv. ‘Salustiana’ y del mandarino Satsuma ‘Owari’ porque
estimula la brotacion de la yema en primavera (Agusti et al., 1992).

Es importante destacar que las caracteristicas de los brotes, es decir, el
numero de flores y/o hojas, no fue alterado por el tiempo de permanencia del fruto en
el arbol. Ello indica un efecto directo de fruto sobre la yema impidiéndole brotar.
Solamente las yemas que consiguen eludir este efecto pueden brotar y, en su caso,
desarrollar flores (Lang, 1965), manteniendo el promedio de numero de hojas y flores.
Por tanto, aparentemente el fruto no altera el nimero de flores por yema brotada, sino
el numero de yemas que brotan.

En conclusion, en el naranjo dulce ‘Valencia', el fruto inhibe la floracién a partir
del momento en que alcanza su maximo tamafo a través de un proceso de reducciéon
del numero de nudos que brotan y del nimero de yemas brotadas por nudo,
particularmente florales, sin afectar el niumero de flores por brote desarrollado. Ni la
concentracion foliar de azucares solubles ni la de almiddn provocada por la eliminaciéon
de frutos, presentan relaciéon con la intensidad de floracién, y solamente un desajuste
en el metabolismo del nitrégeno se ha relacionado con ello. La similitud temporal y de
accion de la época a partir de la cual la presencia del fruto reduce la floracion
siguiente, de la presencia de elevadas concentraciones de giberelinas enddgenas en
el floema préximo a las yemas que no desarrollan flores, y de la aplicacién exégena de
GA; para reducir la floracion, demuestra la participacion de estos fitorreguladores en la

accion inhibidora del fruto sobre la floracion.
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Conclusiones

En el naranjo dulce la intensidad de floracion se halla inversamente relacionada
con la fructificacion precedente segun una curva exponencial. Los limites X e Y
de esta curva son variables con los afios y dependen, por tanto, del porcentaje
de cuajado.

El fruto inhibe la floracion siguiente a partir de etapas proximas a completar su
tamanfo. La reduccion en el nimero de flores es, aproximadamente, paralela a
la reduccién de la brotacion sin que el nUmero de hojas y/o flores por brote sea
alterado, lo que indica que el fruto no altera el nimero de flores por yema
brotada sino el numero de yemas que brotan.

El transporte de las giberelinas GA; y GA, desde el fruto, medido por la
concentracion en el floema de su pedunculo, aumenta a medida que avanza el
crecimiento del fruto, lo que podria explicar la accion inhibidora de éste sobre la
brotacion/floracion de las yemas situadas en el mismo brote que lo sustenta.

La aplicacion de los inhibidores de la sintesis de giberelinas, paclobutrazol y
prohexadione-Ca, entre mediados de septiembre y mediados de noviembre,
aumenta significativamente la intensidad de floracién. Su accién, sin embargo,
queda anulada por la presencia del fruto. Este tipo de respuesta se ha
mostrado general en todas las especies y cultivares de citricos ensayados.

No se ha encontrado ninguna relacion entre la variacion en la intensidad de
floracion provocada por el tiempo de permanencia del fruto en el arbol o por la
aplicacion de inhibidores de la sintesis de giberelinas y la concentracion foliar
de carbohidratos. Solamente un desajuste en el metabolismo del N se ha
relacionado con ello.
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