Introduccion

El crecimiento del fruto depende de la acumulacion de materia seca
y agua y estd determinado, y puede ser limitado, por su capacidad de
sumidero y la disponibilidad de metabolitos en la planta (Guardiola y
Garcia-Luis, 2000). La capacidad sumidero del fruto es considerada como el
factor dominante en la competencia por fotoasimilados y estd determinada
inicialmente por la calidad de la flor, que a su vez depende de la naturaleza
de la inflorescencia y del nimero de flores formadas en el arbol (Guardiola.,

1997).

El crecimiento y desarrollo del fruto esta regulado por procesos
hormonales endogenos (Ozga et al., 2003) que ademés influyen sobre el
metabolismo de fotoasimilados en la planta (Brenner et al., 1995). La accion
del contenido hormonal enddgeno en cada estado de desarrollo de frutos
citricos ha sido estudiada a través de la aplicacion exodgena de reguladores

de crecimiento.

La aplicacion de auxinas exdgenas a frutos en desarrollo produce
varios efectos. Pueden actuar directamente sobre el comportamiento de los
tejidos del fruto o modificar las condiciones que determinan la relacion
fuente — sumidero (Guardiola y Garcia-Luis, 2000). La importancia de
dichos efectos depende de la naturaleza y concentracion de la auxina
aplicada, del estado de desarrollo del fruto, de las condiciones climéaticas y
del cultivar. (Hirose., 1981; Greenberg et al., 1992; Ortola et al., 1998;
Guardiola y Garcia-Luis, 2000).



Introduccion

La respuesta in vivo de frutos citricos a la aplicaciéon exdgena de
auxinas, ha sido correlacionada con el comportamiento in vitro de los
tejidos del fruto, dependiendo del estado de desarrollo. Trabajos realizados
por Guardiola et al. (1993) proporcionan evidencias de que la intensidad de
respuesta in vitro de explantos de frutos de mandarina Satsuma (Citrus
unshiu Marc.) con la adicion de hormonas al medio, cambia marcadamente

durante sus distintas fases de desarrollo.

Estos cuatro aspectos, que son afectados por los diversos procesos
que tienen lugar en la planta y por parametro ambientales, son objetivos de

este trabajo.

1. LA FLORACION EN LOS CITRICOS
1.1. Caracteristicas de la brotacion

Aunque en las regiones tropicales, y algunas semitropicales, la
brotacion tiene lugar durante todo el afo en ciclos de corta duracion,
separados por periodos de inactividad. (Cassin et al. 1969; Fouqué 1980), en
los climas subtropicales, la formacion y desarrollo de nuevos brotes se
presenta en 3 o 4 ciclos definidos. La mas importante es la brotacion de
primavera, que ocurre tras el periodo de bajas temperaturas invernales
(Guardiola et al. 1977; Monselise 1985; Garcia-Luis et al. 1988; Davenport
1990).

Durante el resto del afio se producen dos o tres brotaciones mas que
normalmente no forman flores y que tienen lugar a finales de Junio

(brotacion de verano) y en el mes de Septiembre (brotaciéon de otofio),
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reguladas fundamentalmente por el fruto en desarrollo (Goldschmidt y

Golomb 1982; Garcia-Luis et al. 1986).

Los factores que determinan el numero de brotaciones y la floracién
no son bien conocidos. En los tropicos se sugiere que el estrés hidrico es el
principal factor que afecta la floracion, mientras que en los subtropicos son
las bajas temperaturas de invierno las que concentran la floracion en
primavera (Guardiola, 1981; Monselise, 1985; Garcia-Luis, et al, 1988). Se
sabe que una prolongada sequia o temperaturas del suelo inferiores a 12 °C
provocan la entrada en latencia de las yemas. El aumento en la temperatura
del suelo incrementa el porcentaje de nudos brotados, al modificar el
balance en la sintesis y/o transporte de hormonas de la raiz al brote (Hall et

al., 1977).

1.2. Tipos de inflorescencias

En citricos se distinguen normalmente cinco tipos de brotes (Figura
1) y dependiendo de la proporcién de flores y hojas se clasifican en:
multifloral con hojas, multifloral sin hojas, unifloral con hojas, unifloral sin
hojas y vegetativo (Sauer, 1951; Lenz, 1966; Moss, 1969). En plantas
adultas de la mayor parte de las especies de citricos, las flores se desarrollan
lateralmente en el tallo a partir de yemas axilares en reposo. Los brotes
florales originados son de crecimiento determinado, estando culminados por
una flor, y los vegetativos de crecimiento indeterminado (Agusti et al.,

1982; Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).
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Figura 1. Tipos de inflorescencias: A) Uniflorales con hojas, B) Uniflorales
sin hojas, C) Multiflorales con hojas, D) Multiflorales sin hojas y D)
Vegetativos

La proporcion en la que se presenta cada tipo de brote depende de
factores endogenos como la variedad y el nivel de brotacion, y de factores

ambientales (Becerra y Guardiola, 1984).

2. CUAJADO Y ABSCISION DEL FRUTO
2.1. Cuajado

El cuajado se define como la fase del desarrollo que marca la
transicion de una flor (ovario) a un frutito que se desarrollard hasta la
madurez (Leopold y Kriedman, 1975). En Citrus, la tasa final de cuajado

solo puede ser determinada después que la abscision se ha detenido, 10 a 12
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semanas después de antesis (Spielgel-Roy y Goldschmidt, 1996). En este
sentido, Agusti et al. (1982) diferencian entre cuajado inicial, como el
porcentaje de ovarios que reanudan el crecimiento después de la antesis, y
cuajado final, medido como porcentaje del nimero de flores que forman

finalmente un fruto.

La transicion del ovario a un fruto en desarrollo con capacidad
potencial para convertirse en un fruto maduro, es regulada por hormonas,
especificamente por giberelinas (Talon et al., 1992; Guardiola, 2000). La
deficiencia de giberelinas durante este periodo, resulta en una caida masiva
de ovarios, bajo cuajado de fruto y en una reduccion de la cosecha (Talon et

al., 1992; Ben-Cheik et al., 1997).

En los cultivares con semilla el cuajado depende de la polinizacién y
la fecundacion. Buena parte de los cultivares de citricos son
partenocarpicos, y por tanto capaces de producir frutos sin semillas.
Ejemplos notables de este comportamiento son las naranjas del tipo navel,
las mandarinas del grupo Satsuma, diversas selecciones de clementinas y la
lima Tahiti (Talon et al., 1990; Guardiola, 1997). También el naranjo dulce
Salustiana, utilizado en este estudio, produce frutos sin semillas (Gonzalez-

Sicilia, 1968).

El aporte hormonal para el cuajado del fruto en variedades
partenocarpicas, esta referido al contenido hormonal de las paredes del
ovario (Talon et al., 1997). En algunos cultivares de mandarina Clementina
y algunos hibridos, el cuajado de frutos partenocarpicos puede ser
incrementado con la aplicacion de giberelinas exdgenas, lo que sugiere una

deficiencia en los niveles endogenos de esta hormona (Guardiola, 2000).
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El rol de las giberelinas en el cuajado del fruto en citricos, esta
generalmente aceptado (Taléon et al.,, 1997). Sin embargo, en mandarina
Satsuma asi como en las naranjas del tipo Navel, la aplicacion exdgena de
giberelinas tuvo solamente un efecto transitorio en el crecimiento del fruto y
retrasd la abscision, pero no se obtuvo un aumento en la cosecha final

(Agusti et al., 1982).

Las variedades con semillas cuajan con mas facilidad que las que no
tienen semillas. Sin embargo, en la mayor parte de las variedades de citricos
el namero de flores formado es suficiente para obtener una cosecha méaxima.
El nimero de flores producido por la planta llega a estar inversamente
relacionado con el porcentaje de frutos finalmente cuajados (Goldschmidt y

Monselise, 1977; Agusti et el., 1981; Becerra y Guardiola, 1984).

2.1. El proceso de la abscision

La abscision es un proceso selectivo que es afectado por las
caracteristicas de las flores / frutos. Los frutos pequefios que presentan una
menor velocidad de crecimiento, son los de mayor probabilidad de caer del
arbol (Zucconi et al., 1978; Agusti et al., 1982), aunque esta relacion entre
vigor y abscision no es estricta, y con frecuencia frutos de elevado vigor
presentan una reduccion brusca en su velocidad de crecimiento, que precede

a su abscision (Ruiz y Guardiola, 1994).

En arboles de Citrus, se distinguen dos ondas de abscision sucesivas
que afectan la floracion y el desarrollo de los frutitos, aunque en algunos
casos la abscision se presenta como un proceso continuo que alcanza un

valor maximo entre 6 y 8 semanas después de la floracién y se completa
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alrededor de 12 semanas después de su inicio (Duarte y Guardiola, 1996).
La primera onda, induce masivamente la abscision de flores y ovarios,
mientras que la segunda, reduce el nimero de frutos que ya presentan un
crecimiento significativo, durante la caida de junio (Goldschmidt, 1999;

Guardiola, 2000; Goren et al., 2000; Iglesias et al., 2005).

La abscision de flores y ovarios se presenta por la zona de abscision
del pedicelo (ZA) al inicio del periodo de cuajado. Esta zona se vuelve
progresivamente inactiva, mientras que la zona de abscision del caliz (ZC)
es activada durante la caida de junio (Schneider, 1968; Spiegel-Roy y
Goldschmidt, 1996; Guardiola y Garcia-Luis, 2000; Iglesias et al., 2005). En
ambos casos la abscision es mediada por la sintesis de etileno (Goren, 1993;

Ortola et al., 1997; Burns et al., 1998; Iglesias et al., 2005).

La abscision es el resultado de una compleja combinacion entre
factores nutricionales y sefales hormonales (Goren, 1993; Gyllaspy et al.,
1993; Talon et al., 1997). Los factores nutricionales actian como factores
limitantes que afectan al crecimiento provocando su abscision, mientras que
el componente hormonal, actia como estimulo, regulando los procesos de
abscision (Gomez — Cadenas et al., 2000). En naranjas, se ha sugerido un
aumento en la abscision del fruto por estimulacion directa o indirecta en la
produccion de etileno, seguido por una secuencia de eventos que involucran:
la iniciacion en la expresion de genes de la celulasa y poligalacturonasa,
sintesis de novo de enzimas hidroliticas en las zonas de abscision del fruto,
degradacion de polimeros de la pared celular y finalmente separacion de

organos (Goren 1993; Kazokas y Burns, 1998)

La abscision por el pedicelo no parece estar relacionada con la

disponibilidad de carbohidratos, ya que esta ocurre cuando las reservas de
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carbohidratos en el arbol se mantienen altas (Garcia — Luis et al., 1988;
Erner, 1989; Ruiz y Guardiola., 1994; Ruiz et al., 2001). Esta abscision esta
precedida por una reduccion en la tasa de crecimiento. La disminucion en el
transporte de carbohidratos al parecer se debe a una baja capacidad de
sumidero, mas que a la limitacion en la fuente (Ruiz y Guardiola., 1994;

Garcia — Luis et al., 2002).

Trabajos realizados por Iglesias et al. (2005), con anillado en
mandarina Satsuma, plantean la existencia de una correlaciéon entre el
contenido en carbohidratos, la produccion de etileno y la abscision del fruto
por la base del pedicelo. Estos autores sugieren que las condiciones que
determinan niveles altos de azucares (anillado de ramas) incrementan el
contenido en carbohidratos, disminuyendo la produccién de etileno y la tasa
de abscision y que una condicidon opuesta (anillado del pedicelo), reduce la
disponibilidad de carbohidratos e incrementa el etileno y la abscision.
Aunque no encontraron evidencias claras del papel regulador del etileno,
sugieren que el contenido en carbohidratos y el etileno liberado son dos

componentes principales de los procesos de abscision por esta zona.

La abscision posterior del fruto es principalmente determinada por
factores nutricionales tales como fotoasimilados (Ruiz y Guardiola, 1994;
Mehouachi et al., 1995; Ruiz et al., 2001; Iglesias et al., 2003). En este
periodo la tasa de acumulacion de materia seca del fruto excede la capacidad
fotosintética de las hojas de la inflorescencia (Moss et al., 1972; Martinez —
Cortina et al.,, 1991). En efecto, se establece una competencia por los
carbohidratos disponibles en el resto de la planta, con un consiguiente
agotamiento de las reservas. El nivel de sacarosa en las hojas cae a valores

bajos, demostrando una limitacion en el suministro de carbohidratos (Sanz
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et al., 1978; Ruiz et al., 2001). La disminucién en la abscision de frutos
durante este periodo, cuando la disponibilidad de carbohidratos fue
incrementada por un aumento en la fotosintesis (Downton et al., 1987) o por
anillado (Ruiz et al., 2001) refuerzan la hipotesis de que la abscision esta

relacionada con la competencia entre frutos por carbohidratos.

La abscision en relacion con el déficit de carbohidratos que se
presenta por la competencia entre sumideros (fruto — fruto), ha sido
explicada por Gomez — Cadena et al (2000), refiriéndose a un incremento en

los niveles de ABA y ACC, y a una mayor liberacion de etileno.

2.2. Tipos de inflorescencia, cuajado y crecimiento del fruto

Las caracteristicas de los frutos en los distintos tipos de
inflorescencias se determinan tempranamente en su desarrollo y la tasa de
crecimiento inicial se relaciona con la probabilidad de abscision y con su
tasa de crecimiento posterior. Trabajos publicados previamente revelan que
las diferencias en la tasa de crecimiento son determinadas en floracion. En
antesis, los ovarios son mas grandes en inflorescencias con hojas (Guardiola
et al., 1984). Estas inflorescencias cuajan una mayor proporcion de frutos y
forman frutos con una mayor tasa de crecimiento inicial que los de
inflorescencias sin hojas (Moss et al., 1972; Guardiola y Léazaro, 1987). En
buen numero de variedades como los naranjos Valencia (Jahn, 1973),
Shamouti (Erner y Bravdo, 1983), Washington navel (Ruiz et al., 2001) y
Navelate (Primo-Millo et al., 1977) y la mandarina Clementina (Van-
Rensburg et al., 1996), se ha sefialado que el porcentaje de cuajado es mayor

en las inflorescencias que tienen hojas.
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El modelo de abscision descrito en inflorescencias con y sin hojas,
es similar. Inicialmente se presenta una reduccion en el nimero de
flores/frutos por inflorescencia, seguido por una reduccion en el nimero de
inflorescencias con un fruto al menos (Primo — Millo, et al., 1977,
Guardiola, 2000; Ruiz. et al., 2001). En inflorescencias multiflorales la
reduccion en el niimero de frutos por inflorescencia puede ser causada por
un efecto de dominancia de una flor/fruto (Bangerth., 1989), siendo la flor
apical la de antesis mas precoz y la primera en iniciar el crecimiento (Sauer,
1951; Lenz, 1966). La presencia de varias flores en la inflorescencia tuvo
efecto en la tasa de crecimiento de los frutos mas vigorosos cuando se

comparan con frutos de inflorescencias uniflorales (Guardiola et al., 1984).

La reduccién en el nimero de flores en el arbol esta acompafiada de
un incremento en el porcentaje de inflorescencias con hojas y un

crecimiento vegetativo mas vigoroso (Moss, 1969; Guardiola, 1981)

3. CRECIMIENTO Y DESARROLLO DEL FRUTO
3.1. Estados de desarrollo del fruto

El modelo de crecimiento de frutos citricos presenta una curva
sigmoidal simple, descrito en 1958 por Bain para la variable peso fresco en
frutos de naranjo. Posteriormente, Goren y Monselise (1964) para la misma
especie y Guardiola y Lazaro (1987), en frutos de mandarina Satsuma

(Citrus unshiu Marc), encontraron el mismo tipo de curva.

Este modelo se presenta desde la antesis hasta la maduracion y en el
se distinguen tres fases. La fase I, caracterizada por un aumento en grosor

del pericarpio como resultado de una alta division celular. Esta fase es

10



Introduccion

considerada como de crecimiento exponencial y se inicia desde antesis hasta
la caida fisiologica del fruto. La fase II se caracteriza por la vacuolizacion y
alargamiento de las células de las vesiculas e incremento de los 16culos, y se
considera como fase de crecimiento lineal. En la fase III se presenta una
reduccion marcada en la tasa de crecimiento, indicando la entrada a la etapa
de maduracion del fruto (Schneider, 1968; Guardiola y Lazaro, 1987;
Tisserat et al., 1987; Tadeo et al., 1988; Coggins, 1988; Burns, 1992).

Durante el crecimiento inicial del fruto (Fase I), el mesocarpo se
encuentra dividido en: mesocarpo externo compuesto por células pequenias,
poco vacuoladas, paredes delgadas y abundante citoplasma, el cual es
considerado como un meristemo activo que origina células hacia el interior,
y en mesocarpo interno, compuesto de células de mayor didmetro, con
paredes que se van engrosando hacia el final de esta fase (Tadeo et al.,
1988). En o antes de antesis, las vesiculas se inician como primordios a lo
largo de la superficie adaxial de la pared del endocarpo. Las vesiculas
surgen como resultado de divisiones anticlinales y periclinales de células

epidérmicas y subepidermicas del endocarpo (Roth, 1977; Burns, 1992).

La duracién de la segunda fase de desarrollo del fruto depende de la
variedad, variando entre 2 a 3 meses para variedades precoces y mas de 5
para variedades tardias. En este periodo, cesa la actividad meristematica de
las vesiculas en el endocarpo y sus células se vuelven altamente vacuoladas,
llegando a alcanzar su maxima longitud y volumen (Roth, 1977; Burns,
1992). En términos absolutos y relativos, el crecimiento en tamafio durante
el estado II se debe principalmente al crecimiento de los segmentos. Al
respecto, Bain (1958) describe que al final del estado I, el eje central y los

segmentos ocupan solo el 5% del volumen total del fruto, mientras que al
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final del estado II, representan el 58% del volumen y el 67% del peso fresco

del fruto.

Trabajos realizado por Guardiola y Lazaro (1987) sefialan que en
Satsuma (Citrus unshiu) mas del 70% de la superficie transversal
corresponde a la corteza al momento de la antesis, hasta alcanzar un
maximo de 84% a mitad de junio, momento a partir del cual disminuye su
porcentaje. Los loculos mostraron una variacién inversa, con un porcentaje

creciente desde junio hasta octubre.

En la fase de maduracion del fruto (Fase III), la elongacion celular se
detiene, hay acumulacién de soélidos solubles especialmente azucares y
compuestos nitrogenados y los acidos libres disminuyen como consecuencia

de su dilucion y metabolizacion (Roth, 1977; Burns, 1992).

3.2. Factores que determinan el tamafio del fruto

El tamafio del fruto esta determinado por factores internos, que
expresados en términos de transporte en la planta hace referencia a su
capacidad de sumidero, determinado en parte, pero no exclusivamente por el
potencial genético del fruto, y factores externos, que determinan la
disponibilidad de metabolitos para el crecimiento del fruto (Guardiola,
1987, 1988; Guardiola y Garcia — Luis, 2000). Estos parametros estan
relacionados de un modo sutil, y una reducciéon en el suministro de
metabolitos durante el desarrollo temprano del fruto, puede ocasionar dafios
irreversibles en la capacidad de sumidero y reducir su tasa de crecimiento en
estados posteriores, cuando el suministro no constituye un factor limitante

(Guardiola y Garcia — Luis, 2000)
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3.2.1. Factores internos del fruto

La capacidad sumidero del fruto es considerada como el factor
dominante en la competencia por fotoasimilados y estd determinada
inicialmente por la calidad de la flor, que a su vez depende de la naturaleza
de la inflorescencia y del numero de flores formadas en el arbol (Guardiola.,

1997).

El potencial de crecimiento del fruto parece estar determinado
tempranamente en su desarrollo. El tamafio del ovario en antesis esta
inversamente relacionado con el nimero de flores (Guardiola et al, 1984).
Un mayor tamafio de ovario en antesis, se traduce en un crecimiento
temprano mas acelerado del fruto y un aumento en su tamafio final

(Guardiola, 1988).

En varios cultivares de naranja y mandarina se ha establecido una
relacion inversa entre el numero de flores y el tamafio del fruto (Guardiola,
1987). El nimero de flores también influye sobre la calidad de la flor. Una
reduccion en el nimero de flores esta acompanada de un incremento en el
porcentaje de inflorescencias con hojas y un crecimiento vegetativo mas

vigoroso (Moss, 1969; Guardiola, 1981).

El nimero de frutos finalmente cosechados es una estimacion
incompleta de los fendmenos de competencia en la fructificacion. Un
numero muy elevado de flores y de frutitos se desprenden durante diversos
estadios de desarrollo y la cantidad de metabolitos utilizada en su formacion
puede representar un porcentaje importante del total utilizado en la

fructificacion (Guardiola et al., 1984).
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Del total de flores formadas en el arbol, el nimero de frutos que
finalmente cuajan se encuentran entre 0.1 y 10 % (Goldschmidt et al., 1977;
Guardiola, 1984). El control del ntimero final de frutos cuajados ha sido
interpretado como un mecanismo de autorregulacion de la planta en funcion

de su capacidad para suministrar metabolitos (Goldschmidt et al., 1996).

3.2.2. Factores externos del fruto

El factor limitante para el crecimiento del fruto cambia durante los
distintos estados de desarrollo del fruto. El peso individual del fruto en
madurez, esta inversamente relacionado con la cantidad de frutos por arbol
(Goldschmidt et al., 1977; Guardiola, 1988). La competencia por
fotoasimilados entre frutos explica esta relaciéon (Goldschmidt et al., 1977).
Estudios que involucran la translocacién de metabolitos con "*C (Powell y
Krezdorn 1977), o que indican el incremento en el cuajado y crecimiento
inicial en naranja Valencia al crecer en una atmdsfera enriquecida con CO,
(Downton et al, 1987; Idso et al., 1991), confirman el efecto de la

disponibilidad de carbohidratos en el desarrollo del fruto.

Independientemente del numero de flores inicialmente formadas, la
supervivencia de los frutos durante la caida de junio parece estar
determinada por la capacidad del arbol para suministrar metabolitos. La
capacidad fotosintética de las hojas, mas que la demanda por el fruto,
usualmente determina la disponibilidad de fotoasimilados (Guardiola, 1988;
Goldschmidt y Koch 1996). En citricos se ha establecido que los frutos en

desarrollo importan asimilados de hojas viejas y que las hojas jovenes no
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exportan fotoasimilados hasta que su crecimiento es completado al inicio

del periodo de elongacion celular (Mehouachi et al., 1995).

La fotosintesis parece ser crucial en determinar el cuajado del fruto
(Iglesias et al., 2002). Una disminucion en el numero de hojas (Mehouachi
et al.,, 1995), o una inhibicion de la actividad fotosintética reduciendo la
cantidad de luz (Beriiter y Droz, 1991), inducen una mayor abscision.
Contrariamente, experimentos con anillado, aclareo de frutos o
suplementacion de sacarosa, resultan en un aumento del porcentaje de
cuajado, por el incremento de la disponibilidad de azucares para el fruto en

desarrollo (Iglesias et al., 2003).

En arboles de Citrus unshiu, la defoliacion total o parcial en antesis
no reduce los niveles de carbohidratos en frutos en desarrollo pero si
incrementa significativamente la primera onda de abscision (Mehouachi et
al., 1995). Agusti et al (2002) plantean en mandarina Satsuma cv “Okitsu”,
una reduccion en la disponibilidad de carbohidratos inducida por
defoliacion, que provoca la abscision de frutos durante el estado de

elongacion celular.

Aparte de las limitaciones en la fuente o en la capacidad de
sumidero, la tasa de crecimiento del fruto puede ser potencialmente limitada
por la capacidad del camino de transporte. El sistema vascular del pedicelo
muestra un aumento gradual en el nimero de tubos cribosos y vasos, hasta
completar su desarrollo al final de la caida de junio, coincidiendo con la fase

lineal de acumulacion de materia seca. (Guardiola y Garcia-Luis, 2000).

Bustan et al (1995) sugieren una posible dependencia entre la tasa de

crecimiento del fruto y la capacidad del sistema de transporte, al demostrar
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una estrecha relacion entre tamafo de fruto y area en seccion transversal del
pedicelo. Garcia Luis et al. (2002) encontraron que la relacion entre la
vascularizacion del pedicelo y el tamafio del fruto, parece ser mas la
consecuencia que la causa de las diferencias en la tasa de crecimiento del
fruto y demuestran que las diferencias en vascularizacion siguen y no

preceden las diferencias en la tasa de crecimiento.

3.3. Actividad invertasica y crecimiento del fruto

La reduccion de dioxido de carbono a azlicares en presencia de agua
y luz se constituye en una caracteristica clave de las plantas. De igual forma
se destaca su capacidad para transportar azlcares a tejidos no fotosintéticos
(tejidos sumidero). Dependiendo de la actividad fisioldégica y de las
necesidades bioquimicas de estos tejidos, los azucares pueden ser utilizados
para la construccion de tejidos, para la produccion de ATP y NADH o ser
acumulados como reservas. Muchos de estos procesos pueden presentarse
en la misma célula y en el mismo momento, por lo que requieren
mecanismos de control eficientes y precisos para la distribucion de la

sacarosa (Sturn, 1999; Quick y Schaffer, 1999).

La utilizacion de sacarosa como fuente de carbono y energia en
organos sumidero, depende de la actividad de enzimas claves capaces de
hidrolizarla. Las invertasas son un grupo de enzimas que convierten la
sacarosa en los dos monosacaridos que la conforman y al parecer regulan su
entrada en los distintos caminos de utilizacion. Las enzimas que
metabolizan la sacarosa son importantes determinantes de la capacidad de

sumidero, al generar un gradiente de concentracion en la zona de descarga
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del floema. Por esta razon, las enzimas responsables de la primera reaccion
metabolica de la sacarosa, son posiblemente enlaces criticos entre la
produccion de fotoasimilados en tejidos fuente y la capacidad de

crecimiento de 6rganos sumidero (Farrar, 1996)

Las invertasas existen en varias isoformas con diferentes
propiedades bioquimicas y localizaciones subcelulares. Muchas especies de
plantas contienen al menos dos isoformas de invertasa vacuolar,
acumuldndose como proteinas solubles (invertasa acida soluble), en el
lumen de este compartimiento acido. De igual forma se han detectado varias
isoformas de invertasa extracelular (invertasa 4cida ligada), que estan
ionicamente ligadas a la pared celular. La invertasa vacuolar y de la pared,
comparten algunas propiedades bioquimicas, por ejemplo, ambas hidrolizan
mas eficientemente la sacarosa a pH entre 4,5 y 5. Adicionalmente, las
plantas tienen al menos 2 isoformas de invertasa citopldsmica (invertasas
alcalinas) con pH optimo para hidrolizar sacarosa en el rango neutro o

ligeramente alcalino (Sturn, 1999; Quick y Schaffer, 1999).

En numerosos estudios, la funcion de las invertasas fue deducida de
una correlaciéon entre su actividad y procesos fisiologicos tales como
crecimiento de tejidos o utilizacion y acumulacion de azlcares en 6rganos
sumidero (Lowell et al., 1989). En tejidos que crecen rapidamente se
encontr6 una alta actividad invertasa acida (Ricardo y Ap Rees, 1970;
Lowell et al., 1989), en que el contenido en sacarosa fue bajo o disminuy6
rapidamente. Asi, la funcién de la invertasa acida en estos tejidos es
hidrolizar sacarosa bajo condiciones en que haya una alta demanda por

hexosas.

17



Introduccion

La invertasa acida parece regular la concentracion de sacarosa en
muchos 6rganos de la planta (Hubbard et al., 1989; Ross y Davis, 1992). En
frutos de mandarina Satsuma, Kubo et al. (2001) encontraron una actividad
alta de esta enzima en vesiculas de frutos jovenes, que disminuyd
rapidamente con el desarrollo del fruto. Kato y Kubota (1978) también
obtuvieron resultados similares. Estos autores plantean que la sacarosa que
se transporta es hidrolizada por la invertasa acida para producir sustrato para
el crecimiento de frutos inmaduros, mientras que la enzima es inactivada
con el avance del estado de desarrollo del fruto hasta maduracion,

resultando en una acumulacion de sacarosa en el fruto.

Durante la purificacion de invertasas de la pared en un cultivo en
suspension de células de tabaco, un pequeiio polipéptido de 17 KD inhibid
su actividad enzimatica dependiendo del pH del medio (Well et al 1990). La
alta inhibicion fue encontrada a ph 4,5, que es el pH optimo para la
actividad de la invertasa acida ligada. Se comprob6 que los polipéptidos
estaban localizados con la enzima en la pared celular, sugiriendo un

importante rol fisioldgico en la regulacion de la actividad invertasa.

La invertasa alcalina generalmente muestra una maxima actividad a
pH 7-8, aunque también puede mostrar actividad residual a pH 5. Si la
actividad de la invertasa alcalina a pH 7 es aproximadamente "4 de la
obtenida a pH 5 puede considerarse que esta probablemente se deba a la
actividad residual de la invertasa acida. La separacion de la invertasa
alcalina de la 4cida puede llevarse a cabo por precipitacion diferencial con
sulfato de amonio. La invertasa alcalina precipita a bajas concentraciones de
sulfato de amonio (20 — 40 %) mas no la invertasa acida (Sturn, 1999; Quick

y Schaffer, 1999). Resultados obtenidos por Lowell et al. (1989), en frutos
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de pomelo de la variedad Marsh, indican una alta actividad de las invertasas
alcalinas en los sacos de zumo, durante el segundo estado de desarrollo del
fruto. Ademas plantean una actividad de degradacion conjunta con la

sacarosa sintetasa

Las invertasas también pueden estar involucradas en el transporte a
larga distancia de sacarosa, al generar un gradiente de concentracion
necesario entre los sitios de carga y descarga del floema (Eschrich, 1980).
Los productos de la hidrolisis de sacarosa, pueden incrementar
considerablemente la presion osmotica de las células, sugiriendo una posible
funcion en la expansion celular y crecimiento de las plantas (Gibeaut et al

1990).

4. AUXINAS SINTETICAS Y CRECIMIENTO DEL FRUTO

La aplicacion de auxinas exdgenas a frutos en desarrollo produce
varios efectos. Pueden actuar directamente sobre el comportamiento de los
tejidos del fruto o modificar las condiciones que determinan la relacion
fuente — sumidero (Guardiola y Garcia-Luis, 2000). La importancia de
dichos efectos depende de la naturaleza y concentracion de la auxina
aplicada, del estado de desarrollo del fruto, de las condiciones climaticas y
del cultivar. (Hirose., 1981; Ortola et al., 1998; Greenberg et al., 1992;
Guardiola y Garcia-Luis, 2000).

Tras la aplicacion exogena de auxinas, de manera general se
presentan cuatro efectos principales (a) una reduccion transitoria en la tasa
de crecimiento del fruto (b) un efecto directo en la tasa de abscision del

fruto (c) un incremento en la abscision del fruto que es mediado por sintesis
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de etileno inducida por auxinas y (d) un incremento en la capacidad

sumidero del fruto. (Guardiola y Garcia-Luis, 2000).

4.1. Incremento del tamano del fruto

El efecto directo de las auxinas en el crecimiento del fruto en citricos
ha sido reconocido a lo largo del tiempo, y el uso potencial de estos
compuestos para incrementar el tamafio de fruto ha sido ampliamente
investigado. Las primeras investigaciones sobre el efecto del 2,4-D en el
crecimiento del fruto fueron realizadas por Stewart y colaboradores en los
afios 50 (Stewart et al., 1951, 1952; Stewart y Parker, 1954) en naranjas y
pomelos. Sin embargo los pardmetros que afectaban la respuesta no fueron
caracterizados y los resultados obtenidos condujeron a errores, para ser

recomendados luego en practicas comerciales (Monselise, 1979).

Posteriormente, en los afios 80 se realizaron estudios sistematicos
para separar el efecto de la auxina como promotor del crecimiento y su
efecto aclarante, y para determinar las condiciones Optimas para su
aplicacion, en las mandarinas Clementina (Guardiola, 1981; Vanniere et al.,
1987, 1989) y Satsuma (Guardiola, 1981, 1988; Guardiola y Lazaro, 1987).
Con los resultados obtenidos se plantean dos estrategias para su aplicacion:

En floracion y al final de la caida de junio (Guardiola y Garcia-Luis, 2000).

El aumento en la capacidad sumidero de fruto por la aplicacion de
auxinas resulta en un crecimiento acelerado de los frutos tratados hasta la
maduracion (Guardiola y Lazaro, 1987; Ortola et al., 1988; Agusti et al.,
1994). La respuesta maxima de este efecto se presenta en muchos cultivares

cuando la auxina es aplicada en o poco después de floracion (Coggins et al,
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1968; Duarte et al., 1996). Aplicaciones localizadas de una mezcla auxinica
de 2,4-D y 2,4,5-T en antesis o a los 12, 25 y 45 dias después, con
aspersiones al arbol entero, incrementaron el peso del fruto por un efecto

directo en su capacidad de sumidero (Guardiola et al., 1986)

En mandarina clementina Esbal, la aplicacion de 2,4-D (17-20 ppm)
en floracion, incrementd la tasa de crecimiento del fruto y retrasod la
abscision, resultando en una abscision posterior mas intensa, varias semanas
después de la aplicacion. El total de frutos cosechados disminuye y los
valores de cosecha no variaron de modo significativo (Duarte et al., 1996).
En este cultivar, se obtiene una respuesta significativa con aplicaciones
realizadas hasta 6 semanas después de floracion. Sin embargo, su efecto en

el tamafo del fruto es menor que cuando se realiza en floracion.

En mandarina Nova se encontré una respuesta similar. En este
cultivar la aplicacion de 2,4-D es efectiva cuando se realiza hasta 8 semanas
después de floracion, aunque el efecto en el tamanio del fruto se vuelve
marcadamente menor después de 4 semanas. Esta aplicacion resultd en una
menor (alrededor del 10%) aunque significativa, reduccion en la cosecha

(Guardiola, 1996).

La aplicacion de 2,4-D es también efectiva en incrementar el tamafio
de fruto en varios cultivares de naranja. Se encontré una mayor respuesta
tanto en el cuajado como en el tamafio de fruto en las naranjas Valencia y
Shamouti, cuando se aplica 2,4-D (20 ppm) 6-8 semanas después de

floracion (Erner et al., 1993). La aplicacion en floracion no fue efectiva.

Cuando la aplicacion de auxinas se realiza antes de la caida de junio,

el aumento en la tasa de crecimiento del fruto incrementa la competencia
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entre sumideros y causa alguna abscision de frutos. La abscision no esta
relacionada con la sintesis de etileno inducida por auxinas y puede
presentarse varias semanas después de la aplicacion de la auxina (Guardiola

y Lazaro, 1987; Ortola et al., 1988; Ortola et al., 1991)

La aplicacion de 2,4-DP (como éster butilglicolico), en mandarina
clementina fina al finalizar la caida de junio, tuvo un efecto directo sobre el
tamafio final del fruto, no modificéd el nimero de frutos que permanecieron
en el arbol hasta su recoleccion (un ligero efecto aclarante) y no se presento
el efecto depresivo transitorio que ocurre con otras auxinas. (Agusti et al.,
1991). En este mismo cultivar, con aspersiones al arbol entero de 3,5,6-TPA
en concentraciones de 10, 15, 20, 25 y 30 mg/l, cuatro semanas después de
la caida de junio, (Didmetro 20 — 21.5 mm), se incremento
significativamente el peso y tamafio final del fruto, sin ninguna reduccién en
el nimero y cosecha final. La concentracion mas efectiva fue de 15 mg/l

(Georgiu, 1998).

Ronca et al. (1997) obtuvieron en el cultivar de limon “Lisbon”, una
respuesta diferencial sobre el tamafio del fruto, dependiente del tipo de
auxina, de la fecha de aspersion y de la concentracion usada. Estos autores
asperjaron al arbol entero 2,4-DP (37.5 y 75 mg/l) o 3,5,6-TPA (10, 15y 20
mg/l), al final de la caida de junio y 14 dias después, y encontraron que la
aplicacion de 3,6,5-TPA en la primera fecha increment6 el peso del fruto
independientemente de la concentracion usada. En la segunda fecha de
aplicacion, solo altas concentraciones estimularon un mayor incremento en
el peso fresco. La aplicacion de 2,4-DP en una concentraciéon de 75 mg/l,
incremento el peso final del fruto en las dos fechas de aplicacion, pero en la

primera tuvo un efecto aclarante y una reduccién en la cosecha.
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El tamafio del fruto es marcadamente afectado por las caracteristicas
de los frutos del arbol (floracion y carga de cosecha), factores ambientales y
practicas culturales, y estos factores determinan la estrategia a tener en

cuenta en la aplicacion de auxinas (Guardiola y Garcia — Luis, 2000).

4.2 Auxinas sintéticas y abscision

El efecto directo de la auxina en la abscision, causa un retraso en la
misma resultando eventualmente en un incremento del cuajado (Coggins et
al, 1968; Germberg et al., 1992; Erner et al., 1993). La auxina retrasa la
abscision que ocurre en el pedicelo tempranamente en el desarrollo del
fruto, pero este efecto no es observado en la abscision que se presenta
posteriormente por la base del ovario. Este efecto en la abscision es mas
marcado cuando la aplicacion se realiza tempranamente en el desarrollo del
fruto y la sintesis de etileno es baja o inhibida. Las auxinas fenoxiacéticas

son las mas efectivas en favorecer este retraso en la abscision.

Duarte et al. (1996) obtuvieron con la aplicaciéon de 2,4-D en
floracién, una reduccion en el numero de frutos en mandarina clementina
Esbal. Este efecto aclarante no parece estar relacionado con la sintesis de
etileno inducida por auxinas, el cual se completa usualmente dentro de 3
semanas después de la aplicacion (Guardiola, 1996). El efecto aclarante en
el numero de frutos se presentd 6 a 7 semanas después de la aplicacion de
auxinas Este efecto parece estar mas relacionado con cambios en la relacion

fuente sumidero, mas que con un efecto directo de la auxina en el fruto.

La aplicacion localizada de diferentes soluciones de auxinas (2,4-D;

2,4,5-T; NAA; BNOA; 2.4,5-TPA; IZAA), por inmersion de frutos de
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mandarina Satsuma (Guardiola et al., 1987) y con la aspersion a todo el
arbol de 3,5,6-TPA en mandarina Oronules (Aznar et al., 1995), provoco
una reduccion transitoria en la tasa de crecimiento del fruto, presentando
ademas un alto poder abscisor. A pesar de este efecto en la abscision, el
aumento en el peso y tamafio final del fruto compensaron la produccion

final.

A diferencia de las auxinas fenoxiacéticas, la aplicacion localizada
de NAA a frutos de mandarina Ssatsuma, entre 20 y 70 dias después de
antesis, incremento la abscision del fruto y fue disminuyendo con la edad
hasta hacerse insignificante al final de la abscision natural (55 dda); esta
abscision es inducida por sintesis de etileno. Con aplicaciones al inicio de la
caida de junio, se presentd un efecto aclarante, selectivo para frutos
pequefios, y un efecto directo en el incremento de la tasa de crecimiento del

fruto. (Ortola et al., 1997)

5. AUXINAS Y DESARROLLO IN VITRO DE LOS TEJIDOS DEL
FRUTO

Los resultados obtenidos hasta el momento sobre el cultivo in vitro
del fruto, confirman que este sistema sirve como modelo de estudio de la
biosintesis, metabolismo y regulacion de los constituyentes y factores que
determinan el crecimiento y desarrollo del fruto. La respuesta in vitro de
células, tejidos y 6rganos, puede variar de acuerdo con las condiciones de
cultivo, el tipo de explanto y el genotipo de la planta, y esta regulada por la

interaccion y balance entre reguladores de crecimiento suministrados al
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medio y sustancias de crecimiento producidas endogenamente por el

explanto (George, 1993)

Las células de las plantas usualmente no retienen la caracteristica
original del tejido u 6rgano fuente. Cuando un tejido aislado es introducido
en un ambiente estéril, con frecuencia pierde su integridad estructural y se
diferencia en una masa de células que se divide rapidamente (Kordan,
1977). La rapida division celular iniciada cuando un tejido es transferido a
un medio nutritivo, usualmente se presenta en meristemos que se forman

alrededor de la periferia del explanto (George, 1993).

La induccion y crecimiento consistente de callo en explantos de
albedo de Citrus limon, fue investigada en 1969 por Murashige y Tucker,
encontrando una respuesta progresiva en la induccion de crecimiento con la
adicion de 2,4-D en concentraciones de 3 x 10 M. Posteriormente Amo —
Marco y Picazo (1994), utilizando el mismo tipo de auxina y adicionando
ademas, distintos niveles de concentracion de zumo de naranja, encontraron
el mismo tipo de respuesta en explantos de albedo de frutos de naranja de
Washintong Navel. Estos autores obtuvieron el maximo crecimiento de
callo en explantos de albedo de frutos que se encontraban entre el inicio y la
mitad del estado II de desarrollo, en que se presenta una alta actividad

fisioldgica.

Kordan (1975), encontr6 en una serie de estudios que las vesiculas
de zumo de citricos son unidades de crecimiento dindmicas que con
frecuencia forman callo, independientemente de la composicion del medio.
Gulsen et al (1981) y Altman (1982), hicieron las primeros observaciones
sobre el desarrollo organizado de vesiculas sin formacion de callo y

encontraron que los reguladores de crecimiento benziladenina (BA), acido
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giberelico (GA3) o &cido naftilacético (ANA), estimularon en mayor grado

este proceso.

Trabajos realizados por Guardiola et al (1993), plantean la formacion
de callo en explantos de endocarpo de frutos de Citrus unshiu, de 5 a 50 dias
de edad, independientemente del tratamiento hormonal. Con explantos de
frutos de 60 dias y con concentraciones ligeramente altas (107 a 10*M), de
2,4,5-T, obtuvieron un desarrollo organizado de vesiculas, con poco o sin
formacion de callo. Estos autores relacionaron la respuesta de los tejidos del
fruto con su estado de desarrollo. Estos resultados son confirmados por
Harada et al (2001), quienes plantean que la formacion de callo es
caracteristica de tejidos que se dividen activamente y que en explantos de
endocarpo se puede presentar cuando la actividad meristematica de las
vesiculas se mantiene; una vez esta actividad meristematica cesa, la
respuesta de los explantos se manifiesta en el desarrollo organizado de

vesiculas.

La respuesta del tamafio del explanto de frutos de Citrus limon a
varios niveles de concentracion de carbohidratos y utilizando como fuente
de auxina el 2,4-D, fue investigada por Tisserat et al (1989), concluyendo
que al cultivar pequeias piezas de fruto se obtiene una mayor formacion de
callo, al parecer debido al dafo que se produce al tejido al momento de
obtener el explanto. Utilizando como explanto la mitad del fruto, las
vesiculas contenidas en la cavidad locular manifestaron un desarrollo

organizado.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Se contempla como objetivo de esta investigacion, realizada en el
naranjo dulce Citrus sinensis (L.) Osbeck, variedad Salustiana, los

siguientes aspectos:

1. Caracterizar los procesos de abscision y crecimiento del fruto,
determinando la influencia del tipo de inflorescencia y del nivel de

floracion del arbol.

2. Determinar la influencia de la aplicacion de 2,4-D sobre el patron de
abscision y de crecimiento del fruto, caracterizando en cada estado de
desarrollo, los niveles de concentracion de azucares en el fruto y la

evolucion de la actividad invertasica

3. Caracterizar la respuesta in vitro de los tejidos del fruto con la adicion
de auxinas al medio, determinando la influencia de la edad y tipo de

explanto y del nivel de concentracion de la auxina aplicada.
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1. MATERIAL VEGETAL

El estudio se realizé en un huerto de naranjo dulce, (Citrus sinensis
(L.) Osbeck) cv. Salustiana, injertado sobre patrén citrange Troyer (Citrus
sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf) con arboles de 20 afios
de edad. Las plantas presentan veceria y su intensidad de floracion esta
determinada por la floracion del afio anterior. En la parcela utilizada se
encuentran en un mismo afio arboles con intensidades de floracion muy
diferentes, lo que ha permitido en afios consecutivos evaluar la abscision y
los procesos de crecimiento del fruto en arboles con diferentes niveles de

floracion.

Los detalles de los experimentos realizados y el tipo de material

muestreado se describen en el apartado de resultados.

2. ABSCISION Y CRECIMIENTO DEL FRUTO
2.1. Determinacion de la abscision en inflorescencias con hojas

Se marcaron 132 inflorescencias distribuidas en 11 arboles el afo de
2003, y el ano de 2004 se distribuyd 200 inflorescencias en 10 arboles.
Periodicamente se contabilizo el porcentaje de inflorescencias con flor /
fruto y el niamero de flores / frutos por inflorescencia. Estos datos se
utilizaron para el célculo de la abscision absoluta, calculada como
porcentaje del nimero de frutos caidos en cada periodo considerado, en

relacién a los iniciales y para el célculo de la tasa media de abscision diaria
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(abscision relativa) entre los periodos de observacion, calculada como
porcentaje de frutos o de inflorescencias con fruto presentes al inicio del

periodo considerado, del modo:

Ni, - Nt
AA= ——  x100
Ni.d
Ni, - Nt
AR = —— x 100
Ni, . d

Donde:
Ni= n° de flores / frutos presentes al principio
Ni, = n° de flores / frutos al inicio de cada periodo

Nt = n°de flores / frutos presentes al final

d = N° de dias

2.2. Determinacion de la abscision total.

Para la determinacion de la abscision, el 6 de abril de 2004 se
extendieron lonas debajo de cada arbol para recoger las flores/frutos caidos.
Periddicamente se recogio el material que se encontraba en las lonas. En el
laboratorio, el material recogido se peso, se seleccionaron dos alicuotas para
hacer el conteo del numero de flores/frutos, y se determind la zona de

abscision por la cual habian caido.

29



Materiales y métodos

2.3. Variables de crecimiento del fruto

Se evaluaron las variables diametro, peso fresco y peso seco del
fruto Las mediciones se realizaron en cada fecha de muestreo, desde antesis
hasta la cosecha. Para determinar el didmetro de fruto se utilizd un pie de
rey digital con una precision de 0,05 mm, midiendo la region ecuatorial de
los frutos de las inflorescencias etiquetadas. Con base en el didmetro medio
de estos frutos, se cogieron muestras representativas de cada tipo de
inflorescencia, para determinar su peso fresco, para lo cual se utilizd6 una
balanza digital con una precision de 0,001 g. Posteriormente los frutos se

desecaron en estufa a 70 °C durante 72 horas para determinar su peso seco.

3. DETERMINACIONES ANALITICAS
3.1. Estimacion de la actividad invertasa

Se evalud la actividad invertasa del fruto completo (experimento de
2003) y de los tejidos separados: corteza y vesiculas (experimento de 2004),

en inflorescencias multiflorales con hojas.

En los dos afios de experimento se tomaron dos muestras de frutos
en arboles testigos y tratados con 2,4-D, en cada fecha de muestreo. El
nimero de frutos en cada muestra dependi6 de su tamaio al momento de
realizar el muestreo. Los frutos completos o los tejidos separados se

trocearon y se mantuvieron en nevera hasta ser procesados.

Para la extraccion, se macerd 1 gramo de peso fresco en mortero,
enfriado previamente en nevera, con arena de cuarzo y tampoén citrato -

fosfato 10 mM, pH 7,5 (tampdn de extraccion), hasta adquirir consistencia
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de pasta homogénea. El tampdén permanecié en nevera previo a su
utilizacion.

El macerado se lavo tres veces con 10 ml de tampon de extraccion y
se filtr6 a través de cuatro capas de gasa, centrifugando cada filtrado a
12.000 r.p.m. durante 20 min, hasta completar al final de la tercera
centrifugacion 30 ml. El sobrenadante se aforé a 50 ml con tampén de
extraccion y con ¢l se determind la actividad de invertasas solubles. El
precipitado se resuspendio en 50 ml con tampdn de extraccion y con ¢l se
determino la actividad de invertasas ligadas. Todo el proceso se realizo

sobre una bandeja con hielo con el fin de mantener inactivas las enzimas.

3.1.1. Incubacion

A partir del extracto obtenido se hicieron tres repeticiones por
muestra en cada tratamiento. Para la incubacion, se tomoé 1 ml de extracto y
se agregd 1 ml de solucion de sacarosa 0.2 M, en los siguientes tampones (1

ml):

1. Citrato — fosfato 50 mM, pH 4,5: para determinar invertasas acidas.

2. Citrato — fosfato 10 mM, pH 7,5: para determinar invertasa alcalinas.
Dado que en este pH se presenta cierta actividad de invertasas acidas, es
necesario efectuar una tercera incubacion para definir la actividad de
invertasas alcalinas.

3. TRIS, 10 mM, pH 7,2: Inhibe en 100 % la actividad de invertasas
alcalinas, pero no la de 4cidas (Kato y Kubota, 1978). Por diferencia con
el valor anterior se obtiene la actividad de invertasa alcalina propiamente

dicha.
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Para los dos primeros tampones, se prepard por separado una
solucion 10 mM de acido citrico y fosfato bisodico y posteriormente se
mezclaron hasta ajustar el pH indicado. El pH del tamp6n Tris se ajustod con

acido clorhidrico.

Los blancos contienen 1 ml de solucion de sacarosa 0.2 M en los
respectivos tampones; se incubd uno por cada muestra. Las muestras y sus

blancos se incubaron en bafio maria a 30°C durante 30 minutos

3.1.2. Determinacion

Los azlcares liberados de la hidrolisis de sacarosa se determinaron
por el método de Somogy — Nelson (Nelson, 1944). Los reactivos de

Somogy y Nelson se prepararon como se describe a continuacion:
Somogy

Se disuelven 28 g de fosfato bisodico y 40 g de tartrato sodico —
potasico en 700 ml de agua destilada. Se afiaden 100 ml de NaOH IN. y
manteniendo esta solucion en agitacion constante, se adicionan 80 ml de
CuSO4 5H,0 al 10% gota a gota y 180 g de sulfato de sodio anhidro,
completando a 1 1 con agua destilada. Se deja en reposo por 2 dias y se

filtra; guardar en frasco oscuro a 37 °C y filtrar antes de su uso.
Nelson

Se disuelven 25 g de molibdato de amonio en 450 ml de agua
destilada. Cuidadosamente, se adicionan 26 ml de acido sulfurico
concentrado y 3 g de arseniato dibasico de sodio disuelto en 25 ml de agua.

Se mantiene en reposo en frasco oscuro durante dos dias antes de su uso.
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Una vez terminado el proceso de incubacion, se adicionaron 2 ml de
reactivo de Somogy a las muestras y sus blancos, para detener la reaccion
enzimatica. A los blancos ademés se les adicion6 1 ml de la muestra
respectiva. Los tubos se agitaron y se hirvieron en bafio maria durante 15
minutos, posteriormente, se enfriaron en agua corriente y se adicionaron 2
ml de reactivo de Nelson y 4 ml de agua destilada. Después de 10 minutos,
las muestras correspondientes a invertasas ligadas y sus blancos se filtraron
a través de papel whatman N° 2. Finalmente todos los tubos se agitaron en

agitador mecanico y la densidad 6ptica se leyo a 500 nM.

Los valores obtenidos se interpolaron en curvas standard para cada
tampon por separado, la cual debe considerar: 1 ml de tampdén de
extraccion, tres disoluciones de glucosa entre 0 y 200 ppm y 1 ml del
tampon respectivo. La curva patron se proceso paralelo con las muestras a
partir de la adicion del reactivo de Somogy. Los resultados se expresaron

como nkat/g.

3.2. Extraccion y determinacion de azicares

Se cuantificaron los niveles de azucares en frutos completos
(experimento de 2003) y de los tejidos separados: corteza y vesiculas
(experimento de 2004), en inflorescencias multiflorales con hojas. Para ello,
en todos los casos se desecod el material en estufa a 70 °C durante 72 horas,
se triturd en molino de paletas y se paso por un tamiz de metal CISA N° 30

de 0,2 mm.
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3.2.1. Extraccion

A 400 mg de muestra molida se afiadieron 15 ml de etanol al 80%
previamente calentado durante 5 minutos. Se dejo hervir la solucion durante
10 minutos agitando constantemente. Posteriormente se centrifugd durante
10 minutos a 7500 rpm. y a 22-23 °C. Tras el centrifugado, el sobrenadante

se coloco en un erlemeyer. Este proceso se repitid dos veces mas.

El extracto resultante se evapor6 en rotavapor a 50 °C y se
resuspendié con 10 ml de 4cido acético 0,05 M. Posteriormente se
centrifugd a 15.000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante se recogio en

botellas color topacio.

3.2.2. Purificacion del extracto

Los extractos se purificaron utilizando cartuchos de extraccion en
fase solida C18 Sep-Pak (Waters) conectados a jeringas plasticas
desechables. Los cartuchos se acondicionaron pasando 10 ml de metanol y
luego 10 ml de 4cido acético 0,1 M. Posteriormente, las muestras se pasaron
por los cartuchos y se recogio el eluido en un frasco de rotavapor. Los
cartuchos se lavaron con 2 ml de 4cido acético 0,1 M y el eluido se afiadi6 al
extracto anterior, y se evapord con rotavapor a 50 °C hasta sequedad.
Finalmente, se afiadié 1 ml de agua Mili Q, se filtr6 con Milipore tipo HV
de 0,45 um y se guardd en el congelador en tubos de Eppendorf para su

utilizacion en la cuantificacion de carbohidratos por HPLC.
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3.2.3. Separacion cromatografica y cuantificacion de carbohidratos

La separacion por HPLC se llevé a cabo en una columna Tracer
Carbohidrat (25 x 0,46 cm.) de 5 p de tamano de particula equipada con
precolumna para carbohidratos de Teknokroma. Se tomaron 20 pl del
extracto conteniendo entre 100 y 500 pg de azucares y se eluyd con un flujo
de 1,5 ml/min acetonitrilo : agua (80% de acetonitrilo para la separacion de

glucosa y fructosa y 75% de acetonitrilo para la separacion de sacarosa).

La identificacion y cuantificacion de los azucares se realizd
utilizando un refractometro diferencial R401 (Water Associates) y se
compard las areas de los perfiles cromatograficos de las muestras
procesadas con los obtenidos con patrones de glucosa, fructosa y sacarosa.
El calculo y andlisis de los resultados se realizé utilizando el programa de

procesamiento de datos cromatograficos Millennium 32 (Water Associates)

4. COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LOS TEJIDOS DEL FRUTO
4.1. Preparacion de explantos

La superficie de los frutos se lavdo con un detergente no idnico y
luego, varias veces, con agua destilada. Posteriormente se esterilizaron en
camara de flujo laminar, primero con etanol al 80% durante 2 minutos,
seguido por una inmersion en hipoclorito de sodio al 30% durante 30
minutos. A esta solucion se le anadié mojante Tween-20 para favorecer el
proceso. Tras la esterilizacion, se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril, el primero de 5 minutos y los dos restantes de 10 minutos. Una vez
esterilizados los frutos, se pasaron a placas petri y se hicieron cortes
transversales por la region ecuatorial, aproximadamente de 3 mm de grosor,
diferenciando la zona basal del explanto (corte mas proximo a la zona de

abscision del pedicelo) de la apical, al momento de realizar la siembra.
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4.2. Medio de cultivo

Los explantos se cultivaron en medio basal que contenia las sales
inorganicas de Murashige y Skoog (1962), con 100 mg/l de m-inositol, 1
mg/ml de Tiamina — HCI y 30 g de sacarosa. El medio se suplement6 con
10% de zumo de naranja (v/v), para estimular la actividad de crecimiento in
vitro de los tejidos.(Erner et al., 1975). Para la solidificacion del medio, se
afiadié 8 g. de agar previo al autoclavado. El pH del medio se ajustd a 5.7
con 0.1 N KOH vy se autoclavé por 30 minutos a 115 °C (Guardiola. et al.,
1993).

Las hormonas se esterilizaron por filtracion y se adicionaron al
medio de cultivo ya estéril, tras alcanzar una temperatura que no inactivara
su accion. Una vez incorporadas, el medio se agitdé para distribuirlas
homogéneamente repartiéndose 50 ml. en cada recipiente de cultivo
previamente esterilizado. Posteriormente, cada recipiente se cerrd con tapa
de plastico y se cubri6é con papel aluminio. Tras la siembra, los recipientes
se incubaron durante 35 dias en oscuridad a 27t 1 °C. Los tratamientos se

describen en la tabla 1.

Tabla 1. Diseno de tratamientos

. . No. No.
Tipo de explanto Concentracion de AIA (mg/l) Exp |Rep.
coumtorial [F M b L7 (017 10.017 ERE

: 10-°M 10-°M 10-°M) [ (10" M
del fruto P ( )| ( ) | ( )| ( ) 10 >
TejidOS de Exocarpo
fruto 17 1.7 0.17 0.017
Mesocarpo . : :
separados s (10°>M) | (10> M) | (10> M) | (10-> M) 32 8
Endocarpo

F.G: Frutos grandes, F.M: Frutomedianos, F.P: Frutos pequefios, No. Exp:
Numero de explantos, No. Rep: Numero de repeticiones.
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4.3. Tratamiento histologico
4.3.1. Fijacion y deshidratacion

Se seleccionaron explantos tras 7 y 35 dias de incubacion. El tejido
fijado fue sumergido en alcohol al 70% durante 5 minutos y posteriormente
deshidratado en las soluciones de concentracion creciente de alcohol

butilico durante el tiempo indicado en la tabla 2. (Johansen, 1940)

Tabla 2. Composicion de las series butilicas

Serie Butilica Alcohol | Alcohol | TBA
Tiempo Terciaria Agua Metilico | Etilico |puro
24h TBA 70% 30 50 - 20
1'5h TBA 85% 15 50 - 35
1'5h TBA 95% - 45 - 55
1'5h TBA 100% - - 25 75
1'5h TBA --- - - -

Absoluto
24h TBA - - - -

Absoluto

4.3.2. Infiltracion e inclusion en parafina.

Una vez deshidratado el material, se deposito en viales de vidrio que
contenian una mezcla liquida 1:1 de butanol y parafina (Parafin wax, de
Fluka Chemika ®). El material se mantuvo en estufa a 60°C durante 24
horas y transcurrido este tiempo, se sustituyo por parafina pura y se

mantuvo durante 24 horas.

Posteriormente, se coloco una capa de parafina liquida en moldes de

papel parafinado, se tom6 el material de los viales y se introdujo en el
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molde, orientando el material antes que la parafina solidificara.
Seguidamente, el molde se introdujo en agua helada para que la parafina

formara un bloque sélido y uniforme.

4.3.3. Preparaciones histolégicas

Una vez soélidos los bloques de parafina se montaron sobre tacos de
madera, se ajustaron sobre un microtomo de deslizamiento R. Jung y se

realizaron cortes de 12 um de grosor.

Paralelamente, se colocaron portaobjetos con una capa de adhesivo
Haupt como adhesivo y una gota de agua formolada al 2%, en una placa
calefactora. Una vez realizado el corte, se colocd sobre el portaobjetos y se
dejo en la placa calefactora aproximadamente durante 24 horas hasta que se
seco el pegamento. El adhesivo Haupt se prepar6 afiadiendo a 100 ml de
agua destilada a 30°C, 1 g de gelatina, 2 g de cristales de fenol y 15 ml de

glicerina; la mezcla se agit6 hasta lograr la disolucion de la gelatina.

4.3.4. Desparafinado

Antes de realizar la tincion, los cortes se hidrataron para poderlos
pasar por safranina acuosa. El desparafinado e hidratacion se detalla en la

tabla 3.
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Tabla 3. Procedimiento de desparafinado e hidratacion

Concentracion Tiempo
Desparafinado | Xileno Inmersién  durante 1
hora

Xileno — Etanol absoluto 1:1 |30 minutos

Etanol 70% 15 minutos
Hidratacion

Etanol 50% 15 minutos

Etanol 30% 15 minutos

Agua 15 minutos

4.3.5. Tincion y montaje de preparaciones
El procedimiento para realizar la tincion fue el siguiente:
« KOH 0.1%: Inmersion durante 5 minutos
« Dos lavados con agua destilada durante 5 minutos cada uno
« Safranina acuosa: Inmersion durante 10 minutos
« Lavado del exceso de colorante con agua destilada

« Para la deshidratacion del tejido, inmersion en etanol 70% durante 5

minutos y en etanol 96% durante 5 minutos.
« Verde luz: Inmersion durante 1 minuto.

« Lavado muy rapido en etanol 96%
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« Etanol absoluto: Dos inmersiones durante 2 minutos
« Carbol tolueno: Inmersion durante dos minutos.
e Tolueno: Dos inmersiones durante 1 minuto.

Una vez finalizado, los portaobjetos se sacaron del tltimo tolueno y
se coloco encima de cada corte una gota de Entellan disuelto en tolueno.
Seguidamente se colocod un cubreobjetos y con aguja se hizo presion para

evitar la formacion de burbujas.

4.3.6. Observacion y fotografia

Las observaciones de las preparaciones se realizaron en un
microscopio Optico Nikon — SE; las fotografias de las preparaciones
completas se realizaron en una lupa de luz transmitida y los detalles en un
microscopio Nikon — Optiphot — 2, con una cdmara Nikon colpix de 3.34

mega pixeles.

5. Analisis estadistico

Para comparar las medias se realizO un andlisis de varianza,
utilizando como software el SPSS, en el que se incluye la prueba de DMS y

los subconjuntos homogéneos segin DUNCAN.

Se realizd un analisis de regresion de algunos parametros (contenido
en azucares y actividad invertasa), y en los casos en que se generd un
modelo lineal, se compararon las rectas de regresion para determinar el
factor mas determinante en la regresion y las diferencias en las pendientes y

en el punto de corte. Para esto se utilizdo como software el Statgraphics.
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1. ABSCISION Y CRECIMIENTO DEL FRUTO

El estudio se llevdo a cabo durante 2 afos consecutivos (2003 y
2004). En los dos afios se seleccionaron arboles con un nivel alto de

floracion.

En el afo 2003 se midid la abscision y las variables de crecimiento:
diametro, peso fresco y peso seco del fruto, en inflorescencias multiflorales
con hojas. Para ello se marcaron un total de 132 inflorescencias distribuidas
en 11 arboles (12 inflorescencias por arbol) con 5 flores y 5 hojas y con un
tamafio homogéneo de botdn floral apical. La seleccion se realizo el 17 de
abril y a partir de esta fecha se hicieron observaciones semanales para
determinar el momento de la antesis. EIl 30 de abril, mas del 50% de las

flores se encontraban abiertas.

En el experimento realizado el afio 2004, ademéas de las
inflorescencias multiflorales, se incluyo el estudio de inflorescencias con
hojas portadoras de una tUnica flor apical terminal, comparando su
comportamiento con las inflorescencias multiflorales. Para ello se marcaron
un total de 100 inflorescencias de cada tipo distribuidas en 10 arboles (10
inflorescencias de cada tipo por arbol). La seleccion se realiz6 el 15 de abril
y en todos los casos se tomo como referente que el boton floral apical
estuviera proximo a abrir. El 22 de abril mas del 50% de las flores se
encontraban abiertas. Las caracteristicas de las inflorescencias seleccionadas

(n°® de hojas y de flores por inflorescencia) se presentan en la tabla 4.

41



Resultados Abscision y crecimiento

Tabla 4. Caracteristicas de las inflorescencias seleccionadas en el estudio
2004. De cada parametro se presentan los valores medios y la desviacion
tipica (entre paréntesis) de las poblaciones.

N° de Hojas N°de Flores N’ de Inflorescencias

Uniflorales 5,5(1) 1 100
Multiflorales 5,1(0,8) 5,4(1,2) 100

El comportamiento productivo de los arboles en los dos afios de
estudio difiri6 en el nimero de frutos cuajados, en el tamafo de fruto y en
la cosecha (Tabla 5). Los valores del numero de frutos y de la cosecha final
fueron mayores en la recoleccion de enero de 2005, mientras que el peso del
fruto fue significativamente mayor en la recoleccion del afio anterior (P<

0,03).

El peso medio del fruto es afectado por el nimero de frutos por
arbol. Al considerar los datos de cosecha de los dos afios de estudio, se
presenta una correlacion significativa entre estas dos variables (P< 0,018;

Figura 2).
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Tabla 5. Datos de la cosecha de los arboles utilizados en los 2 afios de
experimento.

Afio Peso medio de fruto Cosecha Frutos
(2) (Kg./arbol) (n°/ arbol)
122 57 465
131 75 576
134 54 407
131 36 270
118 117 992
2004
133 147 1100
(14 de febrero) 120 37 312
125 58 458
171 157 914
148 151 1026
160 73 458
Media + ES 136 £5 88 +14 634 £ 93
95 203 2267
110 121 1110
89 203 2490
2005 144 163 1253
(21 de enero) 103 154 1609
145 178 1470
111 238 2607
125 180 1579
Media + ES 115+7 180 £ 11 1798 + 182
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Figura 2. Regresion lineal del peso medio de fruto en funcion del nimero de
frutos por arbol, para los datos de cosecha de los dos afios de experimento.

La variacion en el nimero de flores por arbol afectd al nimero de
frutos cuajados. La correlacion entre este parametro y el porcentaje de
cuajado es significativa (P< 0,0015). Se presenta una relacion inversa entre
estas dos variables hasta un nivel aproximado de 65.000 flores por arbol,
con una tendencia a estabilizarse hacia un nivel de floraciéon mayor. (Figura
3).
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Figura 3. Relacion entre numero de flores por arbol y porcentaje de frutos
cuajados.
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Al considerar la abscision del total de flores — frutos presentes en el
arbol y teniendo en cuenta la zona de abscision por la cual caen, se
distinguen dos periodos (Figura 4). Un primer periodo se presenta desde
antesis hasta 42 dias después con un 58% de abscision de flores y frutos que
caen por la zona de abscision del pedicelo; un segundo periodo, entre los
dias 42 y 74, representado por un 27 % de frutos que se desprenden por el
caliz frente al 12 % que lo hacen por el pedicelo. A partir del dia 74 la

abscision se detiene.

100
s\i
s 80|
E
E
E 60}
5]
g5 40|
2 20
o L
<

0

0 30 60 90 120

Dias después de antesis

Figura 4. Abscision acumulada de flores-frutos, teniendo en cuenta la zona
de abscision por la cual caen: Abscision total (—e—), zona de abscision del
pedicelo €-0-), zona de abscision del caliz (-- ¢ --). Experimento realizado en
el afio 2004.

La tasa de abscision en términos absolutos y relativos, presentd dos
maximos, el primero el dia 22, con una tasa media de abscision relativa

diaria de 4 % y el segundo del dia 42 con un 9 % (Figura 5).
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Figura 5. Abscision en términos absolutos (A) y relativos (B).

1.1. Influencia del tipo de inflorescencia sobre el patron de abscision

En los dos anos de estudio la abscision de frutos en inflorescencias
multiflorales es lenta hasta el dia 22 en el 2003 y hasta el dia 26 en el 2004.
En este periodo el porcentaje de abscision fue mas elevado en el afo 2004
(18 %) que en el 2003 (7 %). A partir de este momento la abscision aumentd
considerablemente hasta alcanzar su maximo el dia 67, con un 89%, en que

se detuvo (Figura 6).
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Figura 6. Abscision acumulada en inflorescencias multiflorales con hojas,
en los dos afos de experimento: 2003 (--o--) y 2004 (—e—).

La pauta de abscision fue afectada por el tipo de inflorescencia. Al
considerar el porcentaje de inflorescencias que retienen algun fruto (Figura
7), el comportamiento difiere entre los dos tipos de brotes estudiados. En
inflorescencias multiflorales, la reduccion en el nimero de inflorescencias
que conservan al menos un fruto se presenta a partir del dia 26, mientras en
las uniflorales, da inicio inmediatamente tras la antesis. En ambos tipos de
inflorescencias, la reduccion en el nimero de ellas con un fruto al menos se
completd el dia 67, en que se detuvo. El 55 % de inflorescencias
multiflorales retiene algin fruto frente al 39 % de inflorescencias

uniflorales.
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Figura 7. Porcentaje de inflorescencias con un fruto al menos en brotes

multiflorales <0—) y uniflorales (--¢---), durante la post-antesis. Antesis: 22
de abril de 2004.

La reduccion en términos absolutos y relativos, alcanza un maximo
el dia 53 (Figura 8). En inflorescencias uniflorales se presentan dos
maximos, el primero el dia 14 y el segundo el dia 53. La tasa de reduccion
en términos absolutos es mayor en brotes uniflorales desde antesis hasta 33

dias después, y posteriormente es superior en multiflorales.
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Figura 8. Reduccion absoluta (A) y relativa (B) del numero de
inflorescencias que conservan al menos un fruto en inflorescencias
multiflorales {—0—) y uniflorales (- --).

1.2. Crecimiento del fruto

El aumento en diametro de los frutos, tanto en inflorescencias
multiflorales como en uniflorales, es lento desde antesis hasta 33 dias
después. En este momento se presenta una diferencia en diametro de 4,4
mm entre frutos de los dos tipos de inflorescencia, mayor en las uniflorales
(Figura 9 A). A partir de esta fecha el crecimiento aumenta y hasta el dia 43,

la tasa de crecimiento diaria es mayor en inflorescencias uniflorales. En este
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momento se presenta la mayor diferencia entre los frutos en estudio (5,3

mm)

El aumento diario en didmetro alcanza su méximo entre los dias 43 y
63, siendo mayor en frutos de inflorescencias multiflorales que en
uniflorales (Figura 9 B). Posteriormente la velocidad de aumento en
diametro se reduce rapidamente hasta el dia 93, alcanzando valores de 0,3
mm/dia en frutos de inflorescencias multiflorales. A partir de esta fecha, la
tasa de crecimiento se ralentiza hasta el final del estudio en frutos de los dos

tipos de brotes.
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Figura 9. Diametro (A) y aumento diario en diametro (B) de frutos de
inflorescencias uniflorales (---- ) y multiflorales (—e—).
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La curva de variacion en peso fresco sigue las misma tendencia del
diametro (Figura 10 A). El peso fresco de fruto presenta un aumento lento
desde antesis hasta el dia 33. A partir de esta fecha se incrementa hasta
alcanzar su maximo entre los dias 53 y 63, con una ganancia de 0,66 g/ dia
para frutos de inflorescencias multiflorales y 0,78 g / dia para uniflorales.
Entre los dias 63 y 93, el aumento en peso fresco es practicamente
constante, pero aumenta a continuacion hasta alcanzar un segundo maximo
el dia 150, con una ganancia de peso de 1,15 g / dia para frutos de
inflorescencias uniflorales y 1,18 g / dia para multiflorales. En adelante, la
tasa de crecimiento disminuye rapidamente hasta alcanzar valores cercanos
a 0,3 g/dia al final del estudio (Figura 10 B).
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Figura 10. Peso fresco (A) y aumento diario en peso fresco (B) de frutos de
inflorescencias uniflorales (-- ¢ --) y multiflorales (—e—).
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La acumulacion de materia seca inicialmente es lenta hasta el dia 33
y posteriormente se incrementa hasta alcanzar a los 150 dias, 12,9 g en
frutos de inflorescencias multiflorales y 13,8 g en uniflorales. Al momento
de la cosecha, la acumulacién de materia seca presentd valores de 20 g en

frutos de inflorescencias multiflorales y 21,2 g en uniflorales (Figura 11 A).

El aumento diario en peso seco difiere entre los dos tipos de
inflorescencias (Figura 11 B). En términos absolutos se distinguen tres
maximos de acumulacion de materia seca. Para frutos de inflorescencias
uniflorales, el primer maximo se presenta el dia 53, con una tasa de
acumulacion diaria de 0,2 g. Un segundo maximo el dia 93 con igual tasa de
acumulacion diaria que el anterior y el tercero el dia 150. A partir de esta
fecha la tasa de acumulacion diaria de materia seca disminuye hasta

alcanzar valores cercanos a cero al final del estudio.

Hasta el dia 93, la acumulacién de materia seca es mayor en frutos
de inflorescencias uniflorales. El primer méximo de acumulacién diaria de
materia seca en frutos de inflorescencias multiflorales se presenta al mismo
tiempo que en uniflorales (53 dias). El segundo maximo se presenta a los
111 dias, coincidiendo con el descenso en la tasa de acumulacion diaria en
frutos de inflorescencias uniflorales y el tercero a los 150 dias mayor en

frutos de inflorescencias multiflorales (Figura 11 B).
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Figura 11. Peso seco (A) y aumento diario en peso seco (B) de frutos de
inflorescencias uniflorales (--o-- ) y multiflorales (—e—).

1.2.1. Caracteristicas del crecimiento de los tejidos del fruto

Durante el desarrollo inicial del fruto, el aumento en seccion
transversal fue lento hasta el dia 35, determinado por un mayor aporte del
crecimiento de la corteza (Figura 12). El aporte de los 16culos al crecimiento

del fruto durante este periodo es minimo.
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La contribuciéon de la corteza a la seccion transversal del fruto
aumenta marcadamente entre el dia 35 y 68 (Figura 12). En este periodo, la
corteza manifiesta un crecimiento progresivo y al final del mismo tiende a
estabilizarse. Los 16culos, presentan un crecimiento lento hasta el dia 45 y
posteriormente incrementa su contribucion a la seccion transversal del fruto
(dia 65 a 98).
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Figura 12. Variacion de la superficie en seccion transversal de los tejidos del
fruto: Corteza (-- @ --), loculos (—o0—) y eje —a—).

1.2.2. Descripcion anatomica de los tejidos del fruto

En frutos de 5 dias, el exocarpo presenta una epidermis uniestrata
con c¢lulas rectangulares, dos filas de células con igual apariencia
dispuestas debajo de la epidermis y glandulas de aceite en distintos estados
de desarrollo. El mesocarpo ocupa la mayor parte del pericarpo, con células

parenquimaticas en division (Figura 13 A).
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En la zona adaxial de los loculos se forman primordios de vesiculas
a partir de divisiones anticlinales y periclinales de la primera y segunda capa
de células epidérmicas y subepidérmicas del endocarpo. Algunas células de
la capa mas externa de los septos se dividen para formar emergencias
carpelares y sus zonas terminales delimitan el cilindro central, que esta
formado por células parenquimaticas y contiene los haces vasculares
marginales. Los haces vasculares dorsales se encuentran junto a la superficie

adaxial de los loculos y al igual que los septales y marginales se presentan

poco desarrollados (Figura 13 B).

Figura 13. Caracteristicas anatomicas de frutos de 6 dias después de antesis.
ex: exocarpo ga: glandulas de aceite, m: mesocarpo, hd: haz vascular
dorsal, hs: haz vascular septal, hm: haz vascular marginal, eg: emergencias
glandulares, s: septos.
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Los cambios mas notorios a partir del dia 35 se presentan a nivel del
mesocarpo y endocarpo. En el mesocarpo se diferencian dos zonas, el
mesocarpo externo con 4 a 6 filas de células pequenas que aln se
encuentran en division y el mesocarpo interno formado por células grandes,
vacuoladas, poligonales y con amplios espacios intercelulares (Figura 14 A).
En el endocarpo las vesiculas se observan mas desarrolladas, producto de su
actividad meristematica y forman el filamento (Figura 14 B), alcanzando un

tamafio de 0,65 + 0,01 mm.

Figura 14. Caracteristicas anatdmicas de frutos de 35 dias después de
antesis. me: mesocarpo externo, mi: mesocarpo interno, f: filamento, le:
loculo, eg: emergencias glandulares.

En frutos de 45 dias, en el mesocarpo externo se presentan pocas
filas de células que aun se mantienen en division (Figura 15 A). En el
endocarpo, la actividad meristematica de la vesicula se detiene, dando paso

a su ensanchamiento y a la vacuolizacion de algunas de sus células (Figura
15 B).
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A

Figura 15. Caracteristicas anatomicas de frutos de 45 dias después de
antesis. me: mesocarpo externo, mi: mesocarpo interno, v: vesicula, lc:
I6culo.
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2. EFECTO DE LAS APLICACIONES DE 24-D EN EL
DESARROLLO DEL FRUTO Y LA ABSCISION

En los dos afios de estudio sefialados (2003 y 2004), se evalud el
efecto del 2,4-D sobre los procesos de abscision y sobre el crecimiento del
fruto.

En el ano 2003, una vez se presentd mas del 50% de flores en antesis
(2 de mayo), el 2,4-D (Viriman, solucién del 10 % (p/v) de 2,4-D como
ester isopropilico), se asperj6 a una concentracion de 15 ppm, al cual se
adicion6 un mojante no idnico a una concentracion de 20 % p/v. La
aplicacion se realizdé con bomba y con aspersor de boquilla fina de 1,8 mm,
con una presion de 30 atmdsferas. Se asperjo la totalidad de la superficie
foliar sin que llegara a escurrir el liquido y la cantidad de solucion aplicada

por arbol fue de 7.7 litros.

En el ano 2004, con un 50% de flores en antesis (22 de abril), se
aplico el mismo tipo de auxina a una concentraciéon de 20 ppm. La
aplicacion se realizd con mochila en una cantidad promedio por arbol de

3,6 litros.

En el experimento realizado el afio 2003, la aplicacion de 2,4-D
produjo un incremento en la cosecha final debido a un mayor cuajado de
frutos sin alterar su peso medio En el experimento realizado en el 2004, la
aplicacion de 2,4-D acelero el crecimiento del fruto y provocod un aumento
en su peso medio (P< 0,03), pero se redujo el numero de frutos y no se
alter6 la cosecha (Tabla 6). A causa de esta diferencia de comportamiento

los resultados de los dos afios se presentan por separado.

58



Resultados Auxinas, abscision y crecimiento

Tabla 6. Datos de cosecha de los dos anos de estudio

Peso fruto (g) Cosecha (kg) N° frutos/arbol

Ao |Testigo |2,4-D Testigo 2,4-D Testigo 2,4-D

2003 | 1365 [131+7 87,5+ 14 |142+10* [634+93 1109 + 83*

2004 [115+7 |133£5* |180+11 |192+14 2088 £232 | 1551 +159*

El * indica diferencias significativas respecto al testigo (P< 0,05)

2.2. Experimento del aiio 2003
2.2.1. Abscision en inflorescencias multiflorales con hojas

La abscision en inflorescencias multiflorales fue mayor en arboles
tratados con 2,4-D desde su inicio hasta el final del periodo de estudio

(Figura 33).

Hasta el dia 22 se presenta un periodo de abscision lenta con una tasa
de caida en términos relativos y absolutos que no supera el 1 % (Testigo 0,4
% y tratados con 2,4-D 0,7 %; Figura 33) En adelante la abscision aumenta
considerablemente, completandose a los 69 dias en los dos tratamientos con
un 90 % de abscision en arboles testigos y 93 % en el tratamiento de 2,4-D

(Figura 33).
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Figura 33. Abscision acumulada en inflorescencias multiflorales de arboles

testigo (—o—) y tratados con 2,4-D (--e-- ). Experimento realizado el afio
2004.

A los 41 dias se presenta un maximo en la tasa de abscision relativa
y absoluta y enseguida se reduce radpidamente, manteniendo niveles muy
bajos de caida hasta el dia 76, en que se detiene (Figura 34 A). La reduccion
del niimero de frutos por inflorescencia se estabiliza en el mismo momento

en que se alcanza los maximos en la tasa de abscision (41 dias; Figura 35).
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Abscision absoluta (%/dia)
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Figura 34. Abscision absoluta (A) y relativa (B) en inflorescencias
multiflorales, de arboles tratados con 2,4-D (---e---) y sin tratar (—o—).
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Figura 35. Reduccion del numero de frutos por inflorescencia, en
inflorescencias multiflorales de arboles testigo (—0—) y tratados con 2,4-D
(-#---). Los valores son la media de los frutos presentes en cada fecha en
inflorescencias que finalmente cuajaran algun fruto. El error estandar (oscila
entre 0,06 y 0,18), es menor que el tamafo del simbolo.

La reducciéon en el numero de inflorescencias que retienen algin
fruto (mayor en arboles tratados con 2,4-D), se inicio a partir del dia 22 y es
elevada entre los dias 35 y 42 (Figura 36). En este momento el porcentaje de
inflorescencia con fruto fue de 52 en arboles testigo y 37 en el tratamiento
de 2,4-D, con un maximo en la tasa de reduccion relativa de 4,3 % en el
tratamiento testigo y 5,2 % en el tratamiento de 2,4-D (Figura 37 B). A
partir de esta fecha la reduccion se hizo més lenta, presentando un segundo
maximo mucho menor el dia 63 y deteniéndose a los 69 dias (Figura 36). El
52 % de inflorescencias multiflorales conservan al menos un fruto en el

tratamiento testigo frente al 37 % del tratamiento de 2,4-D (Figura 36).
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Figura 36. Porcentaje de inflorescencias con un fruto al menos en brotes
multiflorales durante la post-antesis, en arboles testigo (—0—) y tratados con
24-D(-o--)).
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Figura 37. Reduccién en términos absolutos (A) y relativos (B) del numero
de inflorescencias multiflorales que conservan al menos un fruto en arboles
tratados con 2,4-D (--®--) y sin tratar (—o—).
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2.2.2. Crecimiento del fruto

La respuesta de las variables de crecimiento a la aplicacion de 2,4-D
durante el desarrollo inicial del fruto fue débil. Tras la antesis y hasta el dia
62, las diferencias en didmetro se mantuvieron casi constantes con valores

de 0,6 mm (Figura 38).
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Figura 38. Diferencia en didmetro en frutos de inflorescencias multiflorales,
tratados con 2,4-D vy sin tratar. Experimento realizado en el afio de 2003.

Durante el desarrollo inicial del fruto, la ganancia en peso fresco y la
acumulacion de materia seca de frutos testigo y tratados con 2,4-D es lenta.
Hasta el dia 55 no hay diferencias en los valores de peso fresco y peso seco
entre tratamientos (Figuras 39 y 40). Entre los dias 55 y 62, el peso fresco y
seco de los frutos tratados con 2,4-D fue mayor que en el tratamiento
testigo, con una tasa de aumento diaria de 1,2 g/ dia en peso fresco (Figura
39 B) y de 0,26 g / dia en peso seco (Figura 40 B). Desde este momento
hasta la cosecha, los frutos del tratamiento testigo alcanzaron el mismo

tamafo que los tratados con 2,4-D (Tabla 3).
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Peso fresco de fruto (g)
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Figura 39. Peso fresco (A) y aumento diario en peso fresco (B) en frutos de
inflorescencias multiflorales. Tratamiento de 2,4-D (--#--) y testigo —e—).

65



Resultados Auxinas, abscision y crecimiento

Peso seco de fruto (g)

Aumento en peso seco (g / dia)
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Figura 40. Peso seco (A) y aumento diario en peso seco (B) en frutos de
inflorescencias multiflorales. Tratamiento de 2,4-D (-# -9 y testigo (—o—).
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2.1. Experimento del aiio 2004
2.1.1. Abscision total

La abscision acumulada, medida a partir de las flores y frutos que se
desprenden, recogidas mediante una malla colocada bajo los arboles, se

presenta en la figura 16.

Hasta el dia 42 se presentd una menor abscision acumulada en los
arboles tratados con 2,4-D. A partir de esta fecha fue ligeramente superior
en los arboles ttratados que en los testigo (Figura 16). Los arboles testigo
presentaron un 3,7 % de frutos finalmente cuajados frente a un 3,1 % en

arboles tratados con 2,4-D.
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Figura 16. Abscision acumulada en éarboles testigo (—o— ) y tratados con
2,4-D (--#--). Experimento realizado el afio 2004.
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El cambio en la pauta de abscision provocado por la aplicacion de
2,4-D refleja un efecto diferencial en la abscision por el pedicelo y por la
base del caliz. Hasta el dia 42 después de antesis, la abscision se presentd en
su totalidad por el pedicelo, con un mayor porcentaje de caida en arboles
testigo. La caida de frutos por la base del caliz se inici6 a partir del dia 42 y
se extiendid hasta el 67 después de antesis, con un mayor porcentaje de
abscision en arboles tratados con 2,4-D. Entre el dia 42 y 52 se present6 un
periodo de transicion en el que hubo caida de frutos por las dos zonas de

abscision (Figura 17).
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Figura 17. Abscision acumulada de flores y frutos en arboles testigo —) y
tratados con 2,4-D (----), dependiendo de la zona de abscision por la cual
caen: Zona de abscision del pedicelo (o), zona de abscision del caliz (o).
Experimento realizado el afio 2004.
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Hasta el dia 28 la abscision fue mayor en arboles testigo, con 2,8
% de caida diaria frente a 2,1 % en arboles tratados con 2,4-D En adelante
la tasa de abscision fue mayor en el tratamiento de 2,4-D, presentandose un
segundo maximo de caida a los 41 dias, con 3,8 % en el tratamiento testigo

frente a un 4,7 del tratamiento de 2,4-D (Figura 18).
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Figura 18. Abscision en terminos absolutos (A) y relativos (B), en arboles
testigo ( —e— ) y tratados con 2,4-D (--¢-- ). Experimento realizado el afo
2004.
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2.1.2. Abscision en inflorescencias multiflorales con hojas

Hasta el dia 22 la abscision en inflorescencias multiflorales fue lenta
y a partir de este momento aumenté considerablemente (Figura 19). Se
presenta una variacion en el momento en que se completd la abscision. En
arboles testigo tuvo lugar a los 63 dias mientras que en tratados con 2,4-D a

los 53 dias.

La aplicacion de 2,4-D produjo un retraso inicial de la abscision,
siendo mayor en arboles testigo hasta el dia 22 (Figura 19). En este periodo
se distingue un primer maximo en la tasa de abscision en términos absolutos
y relativos que se extiende desde el dia 5 hasta el 14, manteniendo una tasa

de caida baja en los dos tratamientos (Figura 20).

A partir del dia 35 y hasta el final del periodo de estudio el
porcentaje de abscision fue mayor en arboles tratados. La abscision total en
los arboles tratados con 2,4-D fue de 92 % frente al 89 % en arboles testigos
(Figura 19). Al inicio de este periodo se present6 el segundo maximo en la
tasa de abscision absoluta. (Figura 20 A) con una tasa de caida diaria de 3,5
% en arboles testigo frente a 4,2 % del tratamiento de 2,4-D. En términos
relativos, el segundo maximo se extiende desde el dia 33 hasta el 53 (Figura
20 B). A partir de esta fecha la tasa de abscision disminuyo hasta el dia 76,

en que se detuvo.
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Figura 19. Abscision acumulada en inflorescencias multiflorales de arboles
testigo (—o—) y tratados con 2,4-D ¢-#--). Experimento realizado el afio 2004.

5
- A
S 4 ,°‘.
~ LY
<
R
=}
2]
=
= 2
9
.2
Q
wv -
2 1
<
0 o
= 6| B
o
~
X
N
<
2z 4}
=
=
[
'
=
2
2 2t
2
O
<
0 -

0 30 60 90 120

Dias después de antesis

Figura 20. Abscision absoluta (A) y relativa (B) en inflorescencias
multiflorales, de arboles tratados con 2,4-D (-®--) y sin tratar {—o—).
Fxnerimento realizado el ano 2004.
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La pauta de abscision esta asociada con la reduccion del nimero de
frutos por inflorescencia. Hasta el dia 33, la reduccion en el niimero de
frutos es lenta, pasando de 5,5 frutos por inflorescencia a 4,4 en arboles
testigo y 4,7 en tratados con 2,4-D. A continuacion, aumenta la velocidad de
reduccion hasta estabilizarse a los 63 dias, con un promedio de 1,2 frutos

por inflorescencia en testigos y 1 en el tratamiento de 2,4-D (Figura 21).

N° frutos / inflorescencia

0 30 60 90 120

Dias después de antesis

Figura 21. Reduccién del niimero de frutos por inflorescencia, en
inflorescencias multiflorales de arboles testigo{0— ) y tratados con 2,4-D
(--0--.). Los valores son la media de los frutos presentes en cada fecha en
inflorescencias que finalmente cuajardn algan fruto. El error estandar (oscila
entre 0,06 y 0,18), es menor que el tamafio del simbolo.
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La reducciéon en el numero de inflorescencias que retienen algin
fruto se inicid a partir del dia 26. Entre los dias 33 y 53 la reduccién se
incrementd, momento en que el porcentaje de inflorescencias con fruto fue
de 55 % en arboles testigo y 36 % en el tratamiento de 2,4-D. Al final de
este periodo se presenta un maximo en la reduccion de inflorescencias con
fruto en términos absolutos y relativos (Figura 23) y enseguida disminuye
hasta detenerse el dia 63 en frutos tratados y 13 dias después en testigo. El
55 % de inflorescencias multiflorales retienen alglin fruto en el tratamiento

testigo frente al 36 % del tratamiento de 2,4-D (figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de inflorescencias con un fruto al menos en brotes
multiflorales durante la post-antesis, en arboles testigo (—0—) y tratados con
2,4-D (- --). Experimento realizado el afio 2004.
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Figura 23. Reduccién en términos absolutos (A) y relativos (B) del numero
de inflorescencias que conservan al menos un fruto en inflorescencias
multiflorales de arboles tratados con 2,4-D (--#---) y sin tratar (—o—).
Experimento realizado el ano 2004
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2.1.3. Abscision en inflorescencias uniflorales con hojas

La aplicacion de 2,4-D produjo un retraso en la abscision de
inflorescencias uniflorales hasta el dia 33 (Figura 24). En este periodo se
presenta un primer maximo en la tasa de abscision en términos absolutos y
relativos a los 14 dias con una tasa de caida relativa diaria de 2 % en
arboles testigo frente al 1,1 % del tratamiento de 2,4-D (Figura 25). A partir
del dia 33 se incrementa la abscision en frutos tratados y se presenta una
variacion en el momento en que se detiene. En el tratamiento testigo la caida
de frutos se detuvo el dia 63 con un 61 % de abscision, mientras que en el
tratamiento de 2,4-D se detuvo el dia 76 con un 70 % (Figura 24). El
segundo méaximo en la tasa de abscision absoluta y relativa se presenta el dia
53 en el tratamiento testigo, con una tasa de caida diaria relativa de 2,7 % y

el dia 43 en el tratamiento de 2,4-D con un 3,4 % (Figura 25 B).
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Figura 24. Porcentaje de inflorescencias uniflorales con fruto durante la
post-antesis, en arboles testigo (—0—) y tratados con 2,4-D (--#--). Antesis:
22 de abril de 2004.

75



Resultados Auxinas, abscision y crecimiento

5
= A
SO
X
8
2 37
2
O
<
8 2t
172]
3
O
< Iy

O O L)

5
g B
~ 4
§
s o
£ 3 SN
E
£ 2}
172]
3
O
< 1

0 °

0 30 60 90 12

Dias después de antesis

Figura 25. Abscision absoluta (A) y relativa (B) de flores y frutitos en
inflorescencias uniiflorales, de arboles testigo (—o—) y tratados con 2,4-D

2.1.4. Crecimiento del fruto

La aplicacion de 2,4-D incrementd el tamafio del fruto. El efecto
sobre las variables de crecimiento se evidencid tras la antesis y las
diferencias entre tratamientos se incrementaron con el avance del estado de
desarrollo del fruto, presentando al momento de la cosecha frutos con una
diferencia en diametro de 5 mm en inflorescencias uniflorales y de 4 mm en

multiflorales (Figura 26).

76



Resultados Auxinas, abscision y crecimiento

2,4-D : Testigo
G 71+1mm . 0 66 +1 mm

Figura 26. Tamano medio de frutos de inflorescencias uniflorales de arboles
testigo y tratados con 2,4-D, al momento de la cosecha. Experimento
realizado el afio 2004.

Las diferencias en didmetro entre frutos testigos y tratados con 2,4-D
de inflorescencias uniflorales y multiflorales se establecen desde los
estados iniciales de desarrollo y aumentan linealmente con el tiempo,
alcanzando su méaximo el dia 240. (Figura 27). Se presentd un mayor efecto
del 2,4-D sobre frutos de inflorescencias uniflorales. A partir del dia 42 las
diferencias se hacen evidentes y 10 dias después son mayores que las

obtenidas en frutos de inflorescencias multiflorales (Figura 27)

La tasa de aumento diaria en didmetro presenta su maximo a los 53
dias en los dos tipos de inflorescencias (Figuras 28 A y 28 B) y en adelante
se ralentiza hasta mantener valores cercanos a cero al final del periodo de
estudio (285 dias). En inflorescencias multiflorales las diferencias entre
tratamientos se presentan a partir del dia 76, hasta alcanzar al final del
periodo de estudio 0,1 mm (Figura 27 A). En frutos de inflorescencias
uniflorales, se presenta un mayor efecto del 2,4-D sobre la velocidad de
aumento diario en diametro, desde el dia 53 hasta el final del periodo de
estudio (Figura 28 B).
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Figura 27. Diferencia en diametro entre frutos tratados con 2,4-D y sin tratar
en inflorescencias multiflorales (—o— ) y uniflorales (---e---). Experimento
realizado el afio 2004.
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Figura 28. Aumento diario en diametro de frutos de inflorescencias
multiflorales (A) y uniflorales (B), en arboles testigo (—o—) y tratados
con 2,4-D (--e--). Experimento realizado el afio 2004.
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En los dos tipos de inflorescencias, el aumento en peso fresco es bajo
durante el crecimiento inicial del fruto (hasta 43 dias). Al final de este
periodo, el fruto alcanza un peso de 2,6 g y las diferencias entre tratamientos
se mantienen con valores cercanos a cero (Figura 29). Al igual que el
diametro, en frutos de los dos tipos de inflorescencias el aumento en peso
fresco es aproximadamente lineal hasta los 240 dias y a partir de este
momento se mantiene constante hasta el final del periodo de estudio. En este
momento, se obtuvo una diferencia de 24 g en inflorescencias multiflorales
y 35,5 g en inflorescencias uniflorales, siendo mayor el peso en frutos del

tratamiento de 2,4-D (Figura 29).
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Figura 29. Diferencia en peso fresco entre frutos tratados con 2,4-D y sin
tratar en inflorescencias multiflorales (—0— y uniflorales (- -o--). Experimento
realizado el afio 2004.

La evolucion de las curvas de aumento diario en peso fresco
presentan una tendencia similar en los dos tratamientos y en los dos tipos de
inflorescencias estudiadas (Figuras 30 A y 30 B), pero hay variacion en los

valores de las tasas de aumento diario, en frutos de cada tipo de
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inflorescencia. Después de alcanzar un primer méaximo a los 53 dias, la tasa
se mantiene constante hasta los 110 dda, mayor en el tratamiento de 2,4-D.
Posteriormente se incrementa hasta alcanzar un segundo méaximo a los 148
dias y enseguida se reduce hasta el final del periodo de estudio,

manteniendo una tasa de 0,4 g/dia (Figuras 30 A y 30 B).
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Figura 30. Aumento diario en peso fresco de frutos de inflorescencias
multiflorales (A) y uniflorales (B), en arboles testigo (—o—) y tratados con
2,4-D (--e--). Experimento realizado el afio 2004.
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La baja acumulacion de materia seca durante el crecimiento incial
del fruto (hasta 43 dias) hace que las diferencias entre tratamientos se
mantengan con valores crecanos a cero (Figura 31). En ambos tipos de
inflorescencias se presenta un primer periodo con una lenta acumulaciéon de
materia seca, entre 53 y 133 dias en inflorescencias uniflorales y hasta 148
dias en inflorescencias multiflorales (Figura 31). En adelante, las diferecnias
se incrementan y tienden a estabilizarse, primero en frutos de
inflorescencias unfilorales a los 198 dias y 40 dias después en
inflorescencias multiflorales. Al final del periodo de estudio las diferencias

en peso seco son mayores en inflorescencias multiflorales (Figura 31).

El aumento dario en peso seco presenta tres maximos en los dos
tipos de inflorescencias, pero hay una variacion en los valores maximos de
acumulacion diaria de materia seca, dependiendo del tipo de inflorescencia
(Figura 32). En todos los casos, a excepcion del segundo maximo obtenido
en frutos de inflorescencias uniflorales (93 dias; figura 32 B) la tasa de

acumulacion de materia seca es mayor en el tratamiento de 2,4-D.
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Figura 31. Diferencia en peso seco entre frutos tratados con 2,4-D y sin
tratar en inflorescencias multiflorales ( —o— ) y uniflorales
(------). Experimento realizado el afio 2004.
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Figura 32. Aumento diario en peso seco de frutos de inflorescencias
multiflorales (A) y uniflorales (B), en arboles testigo (—o—) y tratados con
2,4-D (--e--). Experimento realizado el afio 2004.
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3. CONTENIDO EN AZUCARES Y ACTIVIDAD INVERTASICA

En los dos afios de experimentacion (2003 y 2004), de los arboles
testigos y de los tratados con 2,4-D, se muestrearon peridodicamente frutos
de inflorescencias multiflorales con hojas, para determinar el contenido en
azucares y la actividad invertasica Este estudio se inicio el 2 de mayo,
momento de la apertura floral en el afo 2003, y el 4 de junio en el 2004; se
prolong6 hasta 28 dias después (30 de mayo) el afio 2003, y hasta el 9 de

septiembre el ano 2004.

En el afio 2003 y hasta el dia 43 el afio 2004, se analiz6 la variacion
en el contenido en azlicares y la evolucion de la actividad invertasica en
frutitos enteros sin separarlos en sus parte anatomicas. En estos estados
iniciales del desarrollo, la corteza representa la mayor parte del peso del
fruto; se considera, por tanto, que los resultados analiticos corresponden a
este tejido. En el afio 2004, a partir del dia 43 (4 de junio), en que las
vesiculas crecen a mayor velocidad que la corteza y tienen un tamafo
suficiente para separarlas de aquella, se analizaron corteza y vesiculas por
separado. Se cuantifico el contenido en azucares y la forma en que se
presentan en cada tejido, en relacion con la actividad de las distintas

isoformas de invertasas que pueden estar involucradas en su utilizacion.

En los graficos se combinan los resultados de los dos afios a fin de

mostrar la variacion de estos frutitos durante todo el desarrollo.
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3.1. Cambios en el contenido en azicares durante el desarrollo del fruto
3.1.1. Corteza

El contenido en azucares se redujo tras la antesis de 0,3 % a 0,1 % de
materia fresca, manteniéndose casi constante hasta el dia 43. A partir del dia
55, el contenido en azucares aumentd lentamente hasta el dia 150, en que

represent6 el 0,8 % del peso fresco (Figura 41).
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Figura 41. Cambios en la concentracion de azicares en corteza de frutos de
inflorescencias multiflorales. Las barras representan el error estandar de dos
muestras independientes.

La variacion en el contenido en sacarosa fue inicialmente similar al
descrito para los aztcares totales. Tras la antesis, el contenido en sacarosa
presentd una reduccion de 0,3 % a 0,1 % del peso fresco. Hasta el dia 43 los
niveles de sacarosa se mantuvieron bajos y en adelante aumentaron
lentamente hasta el dia 93, momento en que se produjo un descenso en su

concentracion (Figura 42).
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Figura 42. Cambios en la concentracion de sacarosa en corteza de frutos de
inflorescencias multiflorales. Las barras representan el error estandar de dos
muestras independientes.

Hasta el dia 43 los azucares reductores presentaron niveles menores
de 0,1 %. En este momento en que el fruto manifiesta un crecimiento lento,
la ganancia en peso fresco fue solo de 2 g. Posteriormente la concentracion
de azlcares reductores se incrementd gradualmente hasta alcanzar al final

del periodo de estudio un valor de 0,6 %. (Figura 43)

Los azucares reductores estan representados en igual proporcion por
glucosa y fructosa hasta el dia 110, con un aporte de 0,2 %. A partir de este
momento la glucosa exhibid6 un aumento considerable, hasta alcanzar un
valor de 0,5 % el dia 150, mientras que la fructosa se mantuvo constante

(Figura 44).
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Figura 43. Cambios en la concentracion de azicares reductores en corteza

de frutos de inflorescencias multiflorales. Las barras representan el error
estandar de dos muestras independientes.
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Figura 44. Cambios en la concentracion de fructosa (0 y glucosa ¢-#--) en
corteza de frutos de inflorescencias multiflorales. Las barras representan el
error estandar de dos muestras independientes.
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3.1.2. Vesiculas

El contenido en azlcares de las vesiculas aumentd continuamente
durante todo el periodo de estudio. Entre los dias 55 y 76 su contenido fue
menor que el observado en la corteza. A partir del dia 93 hubo una mayor
concentracion de azacar en las vesiculas, alcanzando el dia 150 el 1,4 % de
materia fresca (Figura 45 A)). La concentracion de sacarosa en las vesiculas
fue superior que en corteza, pero la variacion en su contenido fue poco
importante, representando el dia 55 el 0,3 % del peso fresco y alcanzando el
dia 150 un valor de 0,4 % (Figura 45 B).
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Figura 45. Cambios en la concentracion de azucares (A) y sacarosa (B), en
vesiculas de frutos de inflorescencias multiflorales. Las barras representan
el error estandar de dos muestras independientes.
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El contenido en azucares reductores en las vesiculas fue indetectable
el dia 55, aumentando a continuacion de modo aproximadamente lineal en
el tiempo, hasta alcanzar un valor de 1 % el dia 150. (Figura 46 A). El nivel
de glucosa fue indetectable hasta el dia 76, mientras que la fructosa
manifestd un aumento constante desde el dia 55 hasta el final del periodo de
estudio. El contenido en fructosa fue mayor que el de glucosa hasta el dia
110 y 40 dias después el contenido en glucosa duplico al de fructosa (Figura
46 B).
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Figura 46. Cambios en la concentracion de azicares reductores (A) fructosa
(—0—) y glucosa (--#--) (B), en vesiculas de frutos de inflorescencias
multiflorales. Las barras representan el error estandar de dos muestras
independientes.
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3.2. Influencia del 2,4-D sobre el contenido en azucares del fruto
3.2.1. Corteza

La aplicacion de 2,4-D incrementd los niveles de azucares en la
corteza frente a los controles sin tratar. En los arboles tratados, el contenido
en azucares de la corteza se mantuvo casi constante desde antesis hasta el
dia 28, con un valor de 0,3 % del peso fresco. A partir del dia 43, el
contenido en azucares exhibié un aumento lento en su concentracion; su
evolucion siguid la misma tendencia que en los testigos sin tratar, pero los
valores fueron mayores en los arboles tratados en todas las fechas. El dia
150 presentaron un valor de 1,3 % del peso fresco, frente al 0,8 % de los

testigos (Figura 47).
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Figura 47. Cambios en la concentracion de azicares en corteza, en frutos de
inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--#--) y sin tratar (—o0—).
Las barras representan el error estandar de dos muestras independientes.
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El contenido en sacarosa presentd una pauta de variacion similar en
los arboles tratados con 2,4-D y en los testigos. Tras la antesis se presento
un descenso en su concentracion; posteriormente se produjo un aumento
lento hasta el dia 76 en que represent6 el 0,4 % del peso fresco. A partir de
este momento la concentracion de sacarosa se redujo hasta 0,2 % (Figura
48). Entre los dias 43 y 93 el contenido en sacarosa en la corteza de frutos
tratados superd aproximadamente en un 0,13 %, en términos absolutos, al

presente en corteza de frutos testigo.
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Figura 48. Cambios en la concentracion de sacarosa en corteza, en frutos de
inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (-#--) y sin tratar (—0—). Las
barras representan el error estaindar de dos muestras independientes.

La aplicacion de 2,4-D aument6 el contenido en azucares reductores
de la corteza pero no modificd la pauta de variacion respecto a los testigos.
Entre los dias 43 y 110 las diferencias en el contenido en azlcares
reductores entre frutos tratados y testigos, fueron menores de 0,1 % en

términos absolutos. El dia 150 aumentaron a un valor de 0,4 % (Figura 49).
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Figura 49. Cambios en la concentracion de azucares reductores en corteza,
en frutos de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--#--) y sin
tratar (—o— ). Las barras representan el error estdindar de dos muestras
independientes.

El contenido en fructosa en la corteza de frutos tratados fue mayor
que en los arboles testigo, pero presentd una pauta de variacion similar. El
valor de las diferencias en su contenido aumentoé en el tiempo, siendo de 0,2
%, en términos absolutos, el dia 150. En este momento el contenido en
fructosa de la corteza de los frutos tratados represent6 el 0,4 % del peso

fresco (Figura 50 A).

Hasta el dia 43 el contenido en glucosa de la corteza en frutos
tratados y en los testigos fue muy bajo, y del mismo modo, a partir de este
momento la acumulacién de glucosa fue mayor en los arboles tratados,
alcanzando el dia 150, el 0,6 % de su peso fresco frente al 0,4 % del

tratamiento testigo (Figura 50 B).
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Figura 50. Cambios en la concentracién de fructosa (A) y Glucosa (B) en
corteza, de frutos de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--e--)
y sin tratar (—o—). Las barras representan el error estaindar de dos muestras
independientes.
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3.2.2. Vesiculas

Desde el dia 55 hasta el final del periodo de estudio, el contenido en
azucares de las vesiculas fue mayor en frutos tratados con 2,4-D.
Inicialmente se present6 una diferencia de 0,3 % en términos absolutos,
siendo el contenido en vesiculas de frutos tratados el 0,6 % de su peso
fresco. Con el avance del estado de desarrollo del fruto la diferencia entre
tratamientos aumento en términos absolutos, alcanzando el dia 150 un valor
de 0,5 %. En este momento las vesiculas de frutos tratados presentaron una
concentracion del 2 % de su peso fresco, frente a un valor de 1,4 % en los

testigos (Figura 51).
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Figura 51. Cambios en la concentracion de azucares en vesiculas, en frutos
de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--e--) y sin tratar (—o—).
Las barras representan el error estandar de dos muestras independientes.
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El nivel de sacarosa en las vesiculas de arboles tratados fue mayor
que en los arboles testigo. Las diferencias se hicieron mayores con el avance
del estado de desarrollo del fruto. El dia 55, el contenido en sacarosa en
vesiculas de frutos tratados superd en un 0,15 % al tratamiento testigo,
mientras que el dia 110 la diferencia alcanzé un valor de 0,35 %,

manteniéndose invariable hasta el final del periodo de estudio (Figura 52).
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Figura 52. Cambios en la concentracion de sacarosa en vesiculas, en frutos
de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--®--) y sin tratar (—o—).
Las barras representan el error estandar de dos muestras independientes.

El aumento en el contenido de azulcares reductores en las vesiculas
de frutos tratados fue mayor que en frutos testigo, representando al final del
periodo de estudio el 1,5 % de su peso fresco, con una diferencia de 0,5 %

frente al testigo (Figura 53).
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Figura 53. Cambios en la concentracion de azucares reductores en vesiculas,
en frutos de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D (--#--) y sin
tratar (—o—). Las barras representan el error estdndar de dos muestras
independientes.

En frutos tratados, el contenido en fructosa y glucosa de las vesiculas
fue similar hasta el dia 110 (Figuras 54 A y 54 B). Mientras que al inicio de
este periodo (dia 55), el contenido en fructosa en vesiculas de frutos testigo
fue indetectable, en frutos tratados represent6 el 0,1 % de su peso fresco
(Figura 54 A). El dia 150 el contenido en fructosa de frutos tratados superd

en 0,2 % al tratamiento testigo, en que representa el 0,6 % de su peso fresco.

A diferencia del tratamiento testigo en que no se detecto glucosa
hasta el dia 93, en vesiculas de frutos tratados el contenido de este azicar
fue detectable desde el inicio del periodo de estudio (dia 55) y aumentd con
rapidez hasta el dia 150, en que representd el 0,9 % del peso fresco (Figura
54 B).
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Figura 54. Cambios en la concentracion de fructosa (A) y Glucosa (B) en
vesiculas, de frutos de inflorescencias multiflorales tratados con 2,4-D ¢-e--)
y sin tratar (—0—). Las barras representan el error estandar de dos muestras
independientes.
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3.3 Evolucion de la actividad invertasica del fruto
3.3.1. Invertasas acidas

La maxima actividad de las invertasas acidas en la corteza se
presentd en antesis, reduciéndose considerablemente con el avance del
estado de desarrollo del fruto (Figura 55). Inicialmente la isoforma acida
soluble presentd una actividad mucho maés elevada (44,6 nkat/g) que la
ligada (7,4 nkat/g) y su reduccién en el tiempo en términos relativos fue mas
lenta. Hasta el dia 43 la invertasa 4cida ligada perdio el 86 % de su actividad
inicial (en antesis), mientras que la isoforma 4cida soluble perdié un 60 %.
La actividad de la invertasa acida soluble se mantuvo en 4,6 nkat/g el dia

150. La isoforma acida ligada fue indetectable el dia 120 (Figura 55 A).

El dia 55 la invertasa 4cida soluble presenté una menor actividad en
las vesiculas (6,2 nkat/g) que en la corteza y se mantuvo con niveles bajos
en su actividad en este tejido hasta el final del periodo de estudio (0,6
nkat/g). La isoforma &cida ligada, al igual que en la corteza, exhibié una

actividad muy baja con valores cercanos a cero (Figura 55 B)

3.3.2. Invertasas alcalinas

La mayor actividad de la invertasa alcalina soluble en la corteza se
presentd en antesis, reduciéndose rapidamente hasta alcanzar valores
cercanos a cero el dia 14. Desde este momento y hasta el final del periodo
de estudio, la actividad de esta invertasa no superd los 0,4 nkat/g. La
isoforma alcalina ligada mantuvo una actividad baja desde antesis (1,6

nkat/g) hasta el dia 63, en que fue indetectable (Figura 56 A).

97



Resultados Azucares y actividad invertdsica

50

40 |

20

10 |

50

30

Invertasas acidas (nkat/g de P.F)
(e}

20

0 30 60 90 120 150 180

Dias después de antesis

Figura 55. Evolucion de la actividad invertasica acida soluble (—e—) y acida
ligada (—o—) en corteza (A) y vesiculas (B), de frutos de inflorescencias
multiflorales. Las barras representan el error estandar de dos muestras
independientes.
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El dia 55 la actividad invertésica alcalina fue mayor en las vesiculas
que en la corteza, reduciéndose rapidamente con el avance del estado de
desarrollo del fruto. La invertasa alcalina soluble present6 a los 55 dias 1,8
nkat/g y fue indetectable el dia 110, mientras que la acida ligada inici6 con

0,7 nkat/g y fue indetectable 10 dias después (Figura 56 B)
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Figura 56. Evolucion de la actividad invertasica alcalina soluble (—e— ) y
alcalina ligada (—o— ) en corteza (A) y vesiculas (B), de frutos de
inflorescencias multiflorales. Las barras representan el error estandar de dos
muestras independientes.
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3.4. Influencia del 2,4-D sobre la actividad invertasica.
3.4.1. Invertasa acida

En frutos tratados con 2,4-D la invertasa acida soluble se redujo
inmediatamente tras la antesis, pero manteniendo a continuaciéon su
actividad (37,7 nkat/g) constante desde el dia 9 hasta el dia 28. Entre los
dias 14 y 120 la actividad fue mayor en frutos tratados que en testigo, pero
en ambos tratamientos, se presentd una reduccion acelerada en su actividad
hasta el dia 76. El dia 150, los valores en los frutos tratados fueron similares

a los obtenidos en frutos sin tratar (Figura 57 A).

También en las vesiculas, la actividad de la invertasa acida soluble
fue mayor en frutos tratados con 2,4-D en todo el periodo de estudio. A
partir del dia 63 su actividad fue muy baja, de 2,2 nkat/g en frutos tratados,
pero aun superior al valor de 0,6 nkat/g en los testigos (Figura 57 B).

El efecto del 2,4-D en la actividad de la invertasa acida ligada
presentd la misma tendencia que la soluble, pero su actividad en antesis fue
mucho menor (7 nkat/g). En frutos tratados con 2,4-D hubo una reduccion
inicial inmediatamente tras la antesis, que se mantuvo invariable hasta 28
dias después con 4,8 nkat/g. Seguidamente se presentd un segundo periodo
de méxima reduccion hasta el dia 53 y en adelante disminuy6 su velocidad
de reduccion hasta estabilizarse el dia 110, en que fue indetectable en el
tratamiento testigo y con valores de 0,3 nkat/g en el tratamiento de 2,4-D
(Figura 58 A).

En las vesiculas se presentd una actividad mas baja de invertasas
acidas ligadas. A los 53 dias en frutos del tratamiento de 2,4-D solo alcanza
1,2 nkat/g, La actividad se redujo lentamente hasta el dia 150, en que fue
indetectable (Figura 55 B).
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Figura 57. Evolucioén de la actividad invertasica acida soluble en corteza (A)
y vesiculas (B), en frutos de inflorescencias multiflorales, tratados con
2,4-D (--®---) y sin tratar (—o— ). Las barras representan el error estandar de
dos muestras independientes.
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Figura 58. Evolucién de la actividad invertasica acida ligada en corteza (A)
y vesiculas (B), en frutos de inflorescencias multiflorales, tratados con
2,4-D (--e---) y sin tratar (—o— ). Las barras representan el error estandar de
dos muestras independientes.
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3.4.2. Invertasas alcalinas

Inicialmente no se presentaron diferencias en la actividad de la
invertasa alcalina soluble, entre frutos tratados con 2,4-D y sin tratar. En
ambos casos, la actividad descendid bruscamente tras la antesis hasta
hacerse indetectable el dia 15. A partir del dia 28 la actividad fue
ligeramente superior en el tratamiento de 2,4-D, pero su valor fue menor

que 1 nkat/g (Figura 59 A).

A diferencia de la corteza, en las vesiculas se manifiesta una mayor
actividad de esta invertasa con un méaximo de 6,4 nkat/g en frutos tratados
con 2,4-D. En los dos tratamientos, la actividad fue indetectable el dia 110

(Figura 59 B).

La invertasa alcalina ligada mantuvo una actividad muy baja durante
todo el periodo de estudio con valores inferiores a los 2 nkat/g. En la corteza
de frutos tratados, inmediatamente tras la antesis la actividad se redujo de
1,5 nkat/g a 0,3 nkat/g, mientras que en el tratamiento testigo su descenso
fue mas lento, hasta alcanzar el dia 14 valores de cero. Posteriormente su
actividad se recuper6 hasta el dia 35, siendo mayor en frutos tratados que en
testigo. A partir de este momento se presentd un reduccion en su velocidad

de actuacion, hasta detenerse el dia 110 (Figura 60 A).

La actividad invertasica alcalina ligada en las vesiculas se mantuvo
con valores inferiores a 1 nkat/g. Tras la aplicacion de 2,4-D. su actividad
fue mayor en frutos tratados hasta el dia 93, y 30 dias después se detuvo

(Figura 60 B).
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Figura 59. Evolucion de la actividad invertasica alcalina soluble en corteza
(A) y vesiculas (B), en frutos de inflorescencias multiflorales, tratados con
2,4-D (-e--) y sin tratar (—0—). Las barras representan el error estdndar de dos

muestras independientes.
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Figura 60. Evolucion de la actividad invertasica alcalina ligada en corteza
(A) y vesiculas (B), en frutos de inflorescencias multiflorales, tratados con
2,4-D ¢-®--) y sin tratar (—0—). Las barras representan el error estindar de dos
muestras independientes.
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3.5. Relacion entre la actividad invertasica del fruto y el contenido en

azucares
3.5.1. Corteza

El contenido en sacarosa y la actividad de la invertasa acida soluble,
en frutos testigo y tratados con 2,4-D, estan inversamente relacionados (P<
0,01). La relacion que mejor se ajusta es una regresion lineal, con un
coeficiente de correlacion de -0,92 en el tratamiento testigo y de -0,93 para
el tratamiento de 2,4-D, llegando a explicar entre el 83 % y el 89 % de la
variacion observada, respectivamente (Figura 61). Los coeficientes de
correlacion de ambos tratamientos indican una relacion estrecha entre los

pardmetros evaluados.

Existen diferencias significativas entre las pendientes de las rectas de
ajuste del tratamiento testigo y de 2,4-D (P< 0,05), para los diferentes

valores de las variables relacionadas (Tabla 7).
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Figura 61. Relacion entre la actividad invertasica acida soluble y el
contenido en sacarosa, en corteza de frutos de inflorescencias multiflorales,
tratados con 2,4-D () y sin tratar (&).
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Tabla 7. ANOVA para la comparacion de las rectas de regresion de la
actividad invertasica acida soluble en funcion del contenido en sacarosa.

Comparacién | Fuente SC GL F

Testigo -2,4-D | Inv.Aci.Sol 0,101 1 61,25 **
Punto de Corte 0,073 1 43,92 **
Pendiente 0,008 1 5,08 *
Modelo 0,183 3

** Significativo para P < 0,01. * Significativo para P < 0,05.

También se encontrd una relacién inversa y significativa (Tabla 8)
entre el contenido en azucares reductores y la actividad de la invertasa acida
soluble. El modelo que mejor ajusta es una regresion logaritmica, que
explica entre el 75 % y el 95 % de la variacion observada. El coeficiente de
correlacion en el tratamiento testigo fue de -0,78 indicando una relacion
moderadamente fuerte entre los pardmetros relacionadas, mientras que en el
tratamiento de 2,4-D se obtuvo un coeficiente de correlacion de -0,93, lo

que indica una relacion mas estrecha (Figura 62).
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Figura 62. Relacion entre la actividad invertasica acida soluble y el
contenido en azucares reductores, en corteza de frutos de inflorescencias
multiflorales, tratados con 2,4-D (@) y sin tratar (2).
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Tabla 8. ANOVA para la regresion de la actividad invertésica acida soluble
en funcion del contenido en azucares reductores.

Testigo 2,4-D
Fuente |SC GL F SC GL F
Modelo 0,023 1 10,74* 0,14 1 43,34**
Residuo |0,015 7 0,022 7
Total 0,038 8 0,157 8

* Significativo para P < 0,05
** Significativo para P < 0,01

Se encontraron correlaciones negativas y significativas (P< 0,01;
Tabla 9) entre la actividad de la invertasa acida ligada y el contenido en
sacarosa de un lado, y azucares reductores de otro. Una regresion

logaritmica ajusta mejor que una recta (Figura 63 y 64).

La correlacion entre la isoforma acida ligada y el contenido en
sacarosa, explica entre el 76 % y el 95 % de la variacion observada en el
tratamiento testigo y con 2,4-D respectivamente, indicando una relacion
moderadamente fuerte en el tratamiento testigo, con un coeficiente de
correlacion de -0,87 y una relacion mas estrecha en el tratamiento de 2,4-D,

con un coeficiente de correlacion de -0,93 (Figura 63).
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Figura 63. Relacion entre la actividad invertasica acida ligada y el contenido
en sacarosa, en corteza de frutos de inflorescencias multiflorales, tratados
con 2,4-D (e) y sin tratar (a).

Tabla 9. ANOVA para la regresion de la actividad invertasica 4cida ligada
en funcion del contenido en sacarosa.

Testigo 2,4-D
Fuente SC GL F SC GL F
Modelo 0,040 I 21,89*%* 10,112 1 146,80**
Residuo |0,013 7 0,005 7
Total 0,052 8 0,117 8

** Significativo para P < 0,01

El ajuste de la relacion entre el contenido en azucares reductores y la
actividad de la invertasa acida ligada, explica entre el 73 % y el 97 % de la
variacion observada, con un coeficiente de correlacion de -0,86 para el
tratamiento testigo que indica una relacion moderadamente fuerte entre las
variables en estudio y de -0,99 para el tratamiento de 2,4-D indicando una

relacién mas estrecha entre los parametros en estudio (Figura 64; Tabla 10).
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Figura 64. Relacion entre la actividad invertésica acida ligada y el contenido
en azucares reductores, en corteza de frutos de inflorescencias multiflorales,
tratados con 2,4-D (e ) y sin tratar (A).

Tabla 10. ANOVA para la regresion de la actividad invertasica acida ligada
en funcion del contenido en azlicares reductores.

Testigo 2,4-D
Fuente |SC GL F SC GL F
Modelo |0,115 1 19,12*%* 0,147 1 213,77**
Residuo |0,042 7 0,005 7
Total 0,157 8 0,152 8

** Significativo para P < 0,01

No se encontro relacidén entre el contenido en sacarosa o azucares

reductores, y la actividad de las invertasas alcalinas en la corteza.
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3.5.2. Vesiculas

No se encontro relacion entre el contenido en sacarosa, o en azucares

reductores y la actividad de la invertasa acida soluble.

La correlaciéon encontrada entre el contenido en sacarosa y la
actividad de la isoforma &cida ligada es inversa y significativa y el modelo
que mejor ajusta es una regresion lineal, que explica entre el 83 % y el 87 %
de la variacion observada en los dos tratamientos (Testigo y 2,4-D
respectivamente). En el tratamiento testigo el coeficiente de correlacion fue
de -0,92 y en el tratamiento de 2,4-D de -0,93, indicando una relacion

estrecha entre los pardmetros en estudio (Figura 65).

Las diferencias que se presentan entre las rectas de regresion del
tratamiento testigo y de 2,4-D, son debidas a diferencias en la ordenada en

el origen, siendo las pendientes similares (Tabla 11).
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Figura 65. Relacion entre la actividad invertésica acida ligada y el contenido
en sacarosa, en vesiculas de frutos de inflorescencias multiflorales, tratados
con 2,4-D () y sin tratar @).

111



Resultados Azucares y actividad invertadsica

Tabla 11. ANOVA para la comparacion de las rectas de regresion de la
actividad invertasica &cida ligada en funcion del contenido en sacarosa.

Comparacién Fuente SC GL F

Testigo -2,4-D | Inv.Aci.lig. 0,008 1 4,88 ns
Punto de Corte 0,256 1 165,1 **
Pendiente 0,004 1 2,54 ns
Modelo 0,267 3

** Significativo para P < 0,01. ns: no significativo.

La correlacion entre el contenido en azicares reductores y la
actividad invertasica acida ligada es inversa (Tabla 12), tanto en el
tratamiento testigo (P< 0,05) como en el tratamiento de 2,4-D (P<0,01). En
todos los casos, el modelo que mejor ajusta es una regresion logaritmica,
que explica entre el 67 % y el 95 % de la variaciéon observada. En el
tratamiento testigo el coeficiente de correlacion fue de -0,81, indicando una
relacion moderadamente fuerte entre las variables y de -0,98 en el

tratamiento de 2,4-D, que si indica una relacion mas estrecha (Figura 66).
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Figura 66. Relacion entre la actividad invertasica acida ligada y el contenido
en azucares reductores, en vesiculas de frutos de inflorescencias
multiflorales, tratados con 2,4-D (e) y sin tratar (A ).
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Tabla 12. ANOVA para la regresion de la actividad invertasica acida ligada
en funcion del contenido en azucares reductores.

Testigo 2,4-D
Fuente |SC GL F SC GL F
Modelo (0,48 1 8,00* 1,04 1 123,64**
Residuo |0,24 4 0,03 4
Total 0,72 5 1,07 5

* Significativo para P < 0,05
** Significativo para P < 0,01

No hay relacion entre el contenido en azlicares de las vesiculas y la

actividad de la invertasa alcalina ligada.

La correlacion entre el contenido en sacarosa y la invertasa alcalina
soluble es altamente significativa, tanto para el tratamiento testigo como
para el tratamiento de 2,4-D (P< 0,01). El ajuste que explica la correlacion
entre estos parametros es una regresion lineal, que define entre el 84 % y el
87 % de la variacion observada. Esto indica una relacion estrecha entre las
variables en estudio con un coeficiente de correlacion de -0,92 en el
tratamiento testigo y de -0,93 para el tratamiento de 2,4-D (Figura 67). Las
diferencias que se presentan entre las rectas de regresion del tratamiento
testigo y de 2,4-D, son debidas a diferencias en la ordenada en el origen,

siendo las pendientes similares (Tabla 13).

113



Resultados Azucares y actividad invertdsica

y =-0,069x + 0,7087
R?=10,87

04 %A\A

0.2 1 y=.0,0572x +0,3782
R*>=0,84

Sacarosa (% Peso fresco)

0,0 ! !
0 1 2 3 4 5

Invertasa alcalina soluble (nkat/g)

Figura 67. Relacion entre la actividad invertdsica alcalina soluble y el
contenido en sacarosa, en vesiculas de frutos de inflorescencias
multiflorales, tratados con 2,4-D (e) y sin tratar (A).

Tabla 13. ANOVA para la comparacion de las rectas de regresion de la
actividad invertésica 4cida soluble en funcion del contenido en sacarosa.

Comparaciéon | Fuente SC GL F

Testigo -2,4-D | Inv.Alc.Sol 0,007 1 4,36 ns
Punto de Corte 0,261 1 174,41 **
Pendiente 0,0003 1 0,21 ns
Modelo 0,267 3

** Significativo para P < 0,01. ns: no significativo.

También se encontrd una correlacion inversa entre el contenido en
azucares reductores y la actividad de la invertasa alcalina soluble. Tanto en
el tratamiento testigo como en el de 2,4-D la correlacion es significativa (P<

0,01; Tabla 14) y el modelo que mejor ajusta es una regresion logaritmica,
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llegando a explicar entre el 70 % y el 80 % de la variacion observada. Asi
mismo, el ajuste establecido indica una relacion moderadamente fuerte entre
las variables en estudio en ambos tratamientos, con un coeficiente de
correlacion de -0,89 para el tratamiento testigo y de -0,85 para el

tratamiento de 2,4-D (Figura 68).
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Figura 68. Relacion entre actividad invertasica alcalina soluble y contenido
en sacarosa, en vesiculas de frutos de inflorescencias multiflorales, tratados
con 2,4-D (®) y sin tratar (2).

Tabla 14. ANOVA para la regresion de la actividad invertasica acida
soluble en funcion del contenido en azucares reductores.

Testigo 2,4-D
Fuente |SC GL F SC GL F
Modelo |0,57 1 15,68% 0,77 1 10,22%*
Residuo |0,15 4 0,30 4
Total 0,72 5 1,07 5

* Significativo para P < 0,05
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4. EFECTO DEL AIA SOBRE EL COMPORTAMIENTO IN VITRO
DE LOS TEJIDOS DEL FRUTO

En el afio de 2002 se evalu¢ el efecto del acido indolacético sobre la
respuesta in vitro de los tejidos del fruto de inflorescencias uniflorales con
hojas, de arboles con un nivel alto de floracion. El estudio se inicio el 3 de

mayo y se prolong6 hasta el 9 de julio.

Hasta el dia 31 se utilizé como explanto una seccion transversal de la
region ecuatorial del fruto, y se compar6 el comportamiento de frutos de 3
tamafos, caracterizados segin su didmetro como grandes, medianos y
pequefios. A partir del dia 31 se inocularon por separado el exocarpo,
mesocarpo y las vesiculas. Se utilizaron frutos de un mismo tamafo,

tomando como referente el didmetro medio de los presentes en el arbol.

4.1. Comportamiento de explantos de frutos de 6 dias

Los explantos incubados sin AIA, tras 7 dias de incubacion,
formaron callo en la superficie del corte que no estaba en contacto con el
medio y en la superficie lateral recubierta por el exocarpo. El callo en la
superficie apical se origind a partir del mesocarpo y del cilindro central; sus
células fueron grandes y vacuoladas (Figura 69 B). El callo obtenido en la
superficie lateral del explanto se origind por la proliferacion de las células
del mesocarpo externo situadas entre las glandulas de aceite, lo que desgarrd
el flavedo, abriendo paso hacia la superficie (Figura 69 A). La zona basal
del explanto en contacto con el medio no formo6 callo. Con 35 dias de

incubacion, los explantos mantuvieron el mismo patron de desarrollo.

116



Resultados Cultivo in vitro

La presencia de AIA en el medio de incubacion modifico el patroén
de desarrollo. Con una concentracion de AIA 10° M, se formo callo en la
superficie apical (Figura 70 C), mientras que con una concentracion mas
alta (10 M), se formé callo tanto en la superficie apical como en la basal
del explanto (Figuras 71 A y 71 C). En todos los casos, el callo presento

células pequenas.

En presencia de AIA (10° M y 10 M) no se observo la formacion
de callo a través del exocarpo; en su lugar, en el mesocarpo externo se
formo una region con actividad cambial. Tras 35 dias de incubacion, esta

region originé entre 8 a 10 células en fila (Figuras 70 By 71 D).

Las vesiculas mantuvieron un desarrollo organizado sin formacion
de callo, tanto en los inoculos cultivados en presencia de AIA como en los
incubados sin esta hormona (Figuras 69, 70 y 71). Se observaron diferencias
en su tamafio entre explantos incubados con AIA y en ausencia de la misma.
No se presentd crecimiento en las vesiculas en explantos del tratamiento
testigo. Tras 7 dias de incubacion, presentaron igual tamafio que el dia de la
siembra (0,15 + 0,004 mm). En los tratamientos de AIA 10° y 10° M, se
presentd un mayor tamaio de vesicula, alcanzando casi 3 (0,43 + 0,01 mm.)
y 2 veces (0,30 = 0,01 mm.) el tamafio en explantos del tratamiento testigo

sin AIA (Figura 72).
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Figura 69. Explantos de frutos de 6 dias, tras 7 dias de incubacion (seccion
longitudinal respecto al fruto). Tratamiento control (sin AIA). ca: callo en la
superficie apical del explanto con células elongadas, cl: callo en la
superficie lateral, ga: glandulas de aceite v: vesiculas, m: mesocarpo y cc:
cilindro central.
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Figura 70. Explantos de frutos de 6 dias, tras 7 dias de incubacion en
presencia de AIA 10° M (seccion longitudinal respecto al fruto). A: me:
mesocarpo externo, mi: mesocarpo interno, zc: zona cambial. B: zn: zona
cambial que origino 6 a 8§ filas de cé€lulas en division. me: mesocarpo
externo, mi: mesocarpo interno. C: ca: callo apical con células pequeiias, v:
vesiculas, cc: cilindro central.
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Figura 71. Explantos de frutos de 6 dias, tras 7 dias de incubaciéon en
presencia de AIA 10”° M (seccion longitudinal respecto al fruto). A: ca:
callo apical con células pequenias. B: v: vesiculas, m: mesocarpo. C: cb:
callo basal, zn: zona cambial, me: mesocarpo externo, mi: mesocarpo
interno. D: zn: zona cambial que origino entre 8§ a 10 filas de células en
divisién. me: mesocarpo externo, mi: mesocarpo interno
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Figura 72. Tamaio de vesiculas en explantos de frutos de diametro medio,
de 6 dias de edad, tras 7 dias de incubacion: (A) Aspecto de los explantos en
el momento de la siembra. (B) tratamiento testigo (sin AIA). (C)
concentracion de AIA 10™ M. (D) concentraciéon de AIA 10° M (D).
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En esta fecha, el aumento en peso de los indculos fue debido
fundamentalmente al crecimiento del mesocarpo y al callo que se formo a
partir de este tejido y del cilindro central. Los indculos presentaron un peso
inicial de 292 + 20 mg en frutos grandes, 150 £+ 13 mg en frutos medianos y
59 £ 4 mg en frutos pequefios. El aumento en peso de estos inoculos y la
respuesta al AIA, fue afectada por el tamafio del fruto del que se tomaron,
siendo mayor en los frutos grandes que en los medianos, y en estos que en

los pequenos (Figura 73).

Los inbculos de los frutos grandes presentaron el maximo
crecimiento con una concentracion de AIA menor (10° M) que los indculos
de frutos pequefos, en que el crecimiento fue mayor a una concentracion de
AIA 10° M. A esta concentracion se observé una reduccién en el

crecimiento de los indculos de frutos grandes, respecto al obtenido con 10

M de AIA (Figura 73).
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Figura 73. Curvas de respuesta del aumento en peso de explantos de frutos
grandes (—o— ), medianos (--a---) y pequenos ¢ -o- 9, de 6 dias de edad. Para
cada explanto, valores en cada parametro con letras distintas difieren
significativamente (P< 0,05), segun el test de Duncan, realizado para todas
las concentraciones ensayadas.
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4.2. Comportamiento de explantos de frutos de 31 dias

Los explantos presentaron el mismo patron de desarrollo descrito
para los explantos de frutos de 6 dias de edad. Tras 35 dias de incubacion,
las vesiculas habian duplicado su tamafio, desde un valor inicial de 0,6 +
0,01 mm a 1,03 £ 0,05 mm en el tratamiento testigo, 1,09 = 0,03 mm en el
tratamiento de AIA 10° M y 1,07 = 0,03 mm en el tratamiento de AIA
10° M.

En este momento del desarrollo (31 dias), en que los indculos
presentaron un peso inicial de 823 + 50 mg en frutos grandes, 509 = 50 mg
en frutos medianos y 300 + 20 mg en frutos pequefios, su aumento en peso

no fue afectado por las concentraciones de AIA ensayadas (Figura 74).
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Figura 74. Curvas de respuesta del aumento en peso de explantos de frutos
grandes (—o— ), medianos (--o--) y pequefios (—-4--), de 31 dias de edad.
Para cada explanto, valores en cada pardmetro con letras distintas difieren
significativamente (P< 0,05), segun el test de Duncan, realizado para todas
las concentraciones ensayadas.
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4.3. Comportamiento de explantos de frutos de mas de 46 dias

El comportamiento de los explantos y su respuesta al AIA fue
similar a partir del dia 46, por lo que se describe en conjunto con las fechas

posteriores.

Tras 35 dias de incubacién los explantos de exocarpo y mesocarpo
desarrollaron callo en la superficie apical. En el tratamiento testigos sin
AlA, las células del callo se observaron grandes y vacuoladas (Figura 75 A),
mientras que en el tratamiento de AIA 10° M, las células del callo eran

pequeiias (Figura 76 A).

Los explantos de vesiculas manifestaron un desarrollo organizado
con células en expansion, sin formacion de callo, tanto en el tratamiento
testigo como en la concentracion de AIA. 10° M. Del mismo modo, en la
superficie lateral y basal de los in6culos se observaron entre 2 a 3 filas de

c¢lulas modificadas con paredes engrosadas (Figuras 75 Dy 76 D)

El dia 46 los in6culos de mesocarpo presentaron una maxima
respuesta con una concentracion menor (10° M) que el dia 61 en que solo
hubo respuesta con la concentracion mas alta de AIA (10” M). El dia 76 el
aumento en peso de los indculos de mesocarpo no fue afectado por los
niveles de AIA ensayados. En este momento los indculos de exocarpo aun
manifestaron una respuesta positiva a las concentraciones mas elevadas de
AIA (10° M y 10”° M; Figura 77).

Los ind6culos de vesiculas presentaron un peso inicial de 80 mg. el
dia 46. Tras 35 dias de incubacion, su aumento en peso solo fue afectado
por la concentracion de AIA 10 M. Con explantos de vesiculas de frutos de
61 y 76 dias, en que presentaron un peso inicial de 140 mg y 310 mg,
respectivamente, su aumento en peso tras 35 dias de incubacion no fue

afectado por las concentraciones de AIA ensayadas (Figura 78).
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Figura 75. Explantos de frutos de mas de 46 dias, tras 35 dias de incubacion.
Tratamiento control (sin AIA). A: Seccién longitudinal de explantos de
exocarpo. ca: callo apical con células elongadas, ga: glandulas de aceite. B:
Aspecto morfolégico de explantos de mesocarpo C: Seccion longitudinal de
endocarpo con desarrollo organizado de vesiculas. D: Zona basal y lateral de
indculos de endocarpo. cpe: células de paredes engrosadas. 125
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Figura 76. Explantos de frutos de mas de 46 dias, tras 35 dias de incubacion.
Tratamiento de AIA 10° M. A: Secciéon longitudinal de explantos de
exocarpo. ca: callo apical con células elongadas, ga: glandulas de aceite. B:
Aspecto morfologico de explantos de mesocarpo. C: Seccion longitudinal de
endocarpo con desarrollo organizado de vesiculas. D: Zona basal y lateral de
indculos de endocarpo. cpe: células de paredes engrosadas
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Figura 77. Aumento en peso de explantos de mesocarpo (—o—) y exocarpo
(—-0--) en frutos de 46 (A,), 61 (B) y 76 (C) dias después de antesis. Para
cada explanto, valores en cada parametro con letras distintas difieren
significativamente (P< 0,05), segun el test de Duncan, realizado para todas
las concentraciones ensayadas.
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Figura 78. Aumento en peso de explantos de vesiculas de frutos de 46
(--a--9), 61 (-2-+)y 76 (—2>—) dias después de antesis. Para cada explanto,
valores en cada parametro con letras distintas difieren significativamente
(P<0,05), seglin el test de Duncan, realizado para todas las concentraciones
ensayadas.
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1. ABSCSISION Y CRECIMIENTO DEL FRUTO
1.1. Abscision

Las especies y variedades del género Citrus forman un nimero muy
elevado de flores, y buena parte de los frutitos se desprenden durante las
post — antesis, cuando ya han crecido significativamente (Goldschmidt y
Monselise, 1977; Guardiola, 1988). El porcentaje de flores que finalmente
cuaja estd inversamente relacionado con el numero inicial de flores. La
correlacion encontrada entre estos parametros es similar a la descrita en la
naranja Navelina y en mandarina Satsuma (Guardiola, 1992). En este
estudio, el porcentaje de flores que cuaja representa el 3,4 % del nimero

total.

Las flores caen en distintos estados de desarrollo. La pauta de
abscision encontrada en este estudio presenta dos maximos bien definidos,
coincidiendo con la descripcidon realizada por varios autores en los
cultivares de naranja Washington Navel (Guardiola., 1992), Navelina
(Guardiola, 1997) y en las mandarinas clementina Fina (Guardiola., 1988;
Van —Rensburg., et al, 1996), Fortune (Duarte y Guardiola, 1996) y

clementina Marisol (Garcia — Luis et al., 2002).

El primer maximo de abscision (dia 22) se debe a flores/frutos que se
desprenden por la base del pedicelo y se refiere principalmente a aquellos
frutitos que presentan una tasa de crecimiento baja (Zucconi., et al, 1978).
El segundo méximo inicia con el periodo de abscision de frutos por la base

del céliz, pero entre los dias 42 y 52, considerado por Goren (1993) como
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un periodo de transicion, aun se presenta una caida importante de frutos por

la zona de abscision del pedicelo.

Inicialmente se presenta una reduccion en el niimero de frutos por
inflorescencia, seguido por una reduccion en el nimero de inflorescencias
que conservan al menos un fruto. Este comportamiento descrito en la
variedad Salustiana, concuerda con la descripcion realizada por Primo —
Millo, et al (1977) en el naranjo Navelate, por Ruiz., et al (2001) en
Washington Navel y confirma los resultados obtenidos por Almeida (2003)

en el cultivar Salustiana.

El cuajado de fruto por inflorescencia es mayor en inflorescencias
multiflorales que en uniflorales. Las diferencias se establecen desde el
estado inicial de desarrollo (entre 3 y 4 semanas); la reduccion en el nimero
de inflorescencias uniflorales con fruto se inicia inmediatamente tras la
antesis, mientras que en multiflorales se presenta entre 3 y 4 semanas desde
el comienzo de la misma (Figura 6). Este comportamiento ha sido descrito
en otras variedades de naranja (Jahn, 1973; Primo — Millo et al., 1977; Erner
y Shomer, 1996), pero no se conoce el factor que determina el mayor

cuajado en inflorescencias multiflorales.

1.2. Crecimiento del fruto, azicares y actividad invertasica

A partir del dia 33 hay un marcado incremento en la tasa de
crecimiento del fruto. El segundo maximo en la tasa de abscision coincide
con un maximo en la tasa de crecimiento (dia 53). Esta tasa de crecimiento
es afectada por el tipo de inflorescencia; hasta el dia 93 la acumulacion de

materia seca del fruto es mayor en inflorescencias uniflorales que en
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multiflorales, y en adelante mayor en las ultimas. En los dos tipos de
inflorescencia, la mayor parte de acumulacion de materia seca se presenta en
la corteza durante el desarrollo inicial del fruto, comportamiento similar al

obtenido por Ruiz et al. (2001), en la variedad Washington navel.

Los cambios en la seccion transversal de los tejidos del fruto se
relacionan con las distintas fases de crecimiento. El aumento lento en
seccion transversal que se presenta hasta el dia 35, determinado por un
mayor aporte del crecimiento de la corteza y en donde todos los tejidos se
mostraron en proceso de division celular, concuerda con lo sefialado por
Schneider (1968), Roth y Lindorf (1972) y Tadeo y Primo-Millo (1988) en
C. sinensis, Guardiola y Lazaro en C. unshiu (1987) y Burns et al. (1992 y
1994) en C. paradisi, en el estado I de desarrollo del fruto.

La contribucion de la corteza a la seccion transversal del fruto
aumentd marcadamente entre los dias 35 y 68 (Figura 11). Durante este
periodo, en el mesocarpo se distinguen dos estratos celulares, el mesocarpo
interno y el externo, caracterizado este ultimo por Roth y Lindorf (1972) y
Tadeo y Primo-Millo (1988), como un estrato celular con actividad
meristematica, que origina células hacia el mesocarpo interno. El mayor
aporte al aumento en seccion transversal de la corteza esta representado por
el mesocarpo interno, formado por células grandes, vacuoladas, poligonales

y con amplios espacios intercelulares (Figura 14).

Los loculos presentan un crecimiento lento hasta el dia 45 y
posteriormente incrementan su contribuciéon a la seccidon transversal del
fruto (dia 65 a 98). El inicio de este periodo coincide con la cesacion de la
actividad meristematica de las vesiculas, en que se da paso a la

vacuolizacion de sus células. El inicio del estado II de desarrollo del fruto
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ha sido caracterizado por Roth y Lindorf (1972) en C. sinensis, Guardiola y
Lazaro (1987) en C. unshiu y El-Otmani et al. (1993) en C. reticulata,
atribuyendo el incremento en tamafio de las vesiculas a la expansion mas

que a la division celular.

Tanto la abscision como la tasa de crecimiento de los frutos citricos
estan relacionadas con la disponibilidad de carbohidratos (Ruiz et al., 2001).
La competencia por carbohidratos entre frutos en desarrollo de
inflorescencias con hojas, se establece varias semanas después de la
floracion, cuando la demanda por el fruto excede la capacidad fotosintética
de las hojas de la inflorescencia (Moss et al., 1972). Asi la poblacion de
frutos en desarrollo es ajustada continuamente por la abscision de frutos
(Guardiola, 1988), con un méaximo después del incremento en la tasa de

crecimiento del fruto (Ruiz y Guardiola, 1994).

Durante el desarrollo inicial del fruto, en que se presenta una
actividad metabolica alta (dia 43), los azucares permanecen con valores
bajos en la corteza, como consecuencia de su mayor consumo (Ricardo y Ap
Rees, 1970; Lowell et al., 1989). Tras la antesis se presenta una reduccion
en la concentracion de azucares, que coincide con la reactivacion de la

actividad de crecimiento del ovario (Guardiola y Garcia-Luis, 2000).

Inicialmente la mayor proporcion de azucares se concentra en la
corteza y a partir del dia 76 en que se ha iniciado la expansion de los
loculos, se presenta en mayor proporcion en las vesiculas. Esta
redistribucion de los azucares observada a medida que el fruto de Salustiana
crece concuerda con el comportamiento sefialado en mandarino Satsuma

(Mehouachi et al., 1995), en naranjo dulce Washington navel (Ruiz et al.,
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2001) y confirma los resultados obtenidos por Lasbkowski et al. (2005) en

la variedad Salustiana.

En frutos de Citrus, la descarga de sacarosa transportada en el
floema se efecta en el mesocarpo, y el transporte a las vesiculas se realiza a
través del filamento que las une al endocarpo, sin intervencion de tejido
vascular (Koch y Avigne, 1990; Garcia-Luis et al., 1991; Burns et al.,
1992).

El contenido en sacarosa de la corteza presenta niveles bajos durante
todo el periodo de estudio. Durante el crecimiento inicial, este tejido
manifiesta una actividad metabolica alta, con un resultante mayor consumo
de carbono, que se evidencia por la actividad de las invertasas acidas, siendo
mayor en antesis y reduciéndose con el avance del estado de desarrollo del
fruto (Kato y Kubota, 1978; Lowell et al., 1989; Kubo et al., 2001).
Inicialmente la isoforma 4cida soluble presenta una actividad mucho mas
elevada que la ligada y su reduccion en el tiempo en términos relativos es

mas lenta.

Durante los primeros 43 dias de desarrollo del fruto, en que esta
constituido en su mayor parte por corteza, el aumento en peso fresco es
lento y el contenido en azucares reductores bajo. Posteriormente, el
contenido en azucares reductores aumenta en el tiempo. El aumento en
azucares reductores de las vesiculas aumenta linealmente en el tiempo,

representando al final del periodo de estudio el 60 % del total de azlcares.

También en antesis se presenta la méxima actividad de la invertasa
alcalina soluble en la corteza, mientras que la isoforma alcalina ligada

mantiene una actividad baja desde antesis hasta el dia 63, en que fue
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indetectable. A partir del dia 55 que ya ha iniciado la expansion celular y
que la corteza presenta muy poca actividad meristematica, este tejido actia
como zona de descarga, desde donde la sacarosa es conducida a las
vesiculas. Desde este momento el contenido en sacarosa es mayor en
vesiculas que en corteza representando al final del periodo de estudio (dia
150) el 40 % del total de azlcares. Esta concentracion es inferior a la
sefialada en el mandarino Owari satsuma por Garcia-Luis et al. (1991),
Mehouachi et al. (1995) y Harada et al. (2001) quienes indican la presencia
en las vesiculas de un mayor porcentaje de sacarosa (68-70 %) frente a los

azucares reductores (glucosa 12-16 % y fructosa 17-18%).

Con el inicio de la expansion celular de las vesiculas y en efecto, la
acumulacion de azucares, se presenta la maxima actividad de las invertasas
alcalinas, reduciéndose rapidamente con el avance del estado de desarrollo
del fruto. Es de destacar que en la acumulacion de azicares, ademas de estar
involucradas las invertasas, varios autores plantean una tarea conjunta con la

sintetasa de sacarosa (Lowell et al., 1989; Quick y Schaffer, 1999).

2. AUXINAS, ABSCISION Y CRECIMIENTO

La aplicacion de 2,4-D indujo una respuesta diferencial en los dos
afnos de experimento. En el ano de 2003 en que el 2,4-D se asperjo en una
concentracion de 15 ppm, en cantidades de 7,7 litros por arbol, hay un
incremento en la cosecha debido a un mayor cuajado de frutos sin alterar su
peso medio. El efecto sobre el cuajado obtenido en el afo de 2003, ha sido
sefalado en citricos. Coggins et al. (1968), Gremberg et al. (1992) y Erner et

al. (1993), indican que la aplicacion de auxinas puede resultar
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eventualmente en un aumento del cuajado. En el afio de 2004 en que la
concentracion fue de 20 ppm en cantidades de 3,6 litros por arbol, el 2,4-D
acelerd el crecimiento del fruto y provocd un aumento en su peso medio,
reduciendo el niimero de frutos sin alterar la cosecha. Los resultados
obtenidos en el afio de 2004 coinciden con los obtenidos por Guardiola

(1996) en mandarina Nova y Duarte et al. (1996), en clementina Esbal.

2.1. Auxinas y abscision

Tras la floracion, la caida de flores y ovarios se presenta por la zona
de abscision del pedicelo (ZA). Posteriormente esta zona se vuelve inactiva,
mientras que la zona de abscision del caliz (ZC) es activada durante la caida
de junio (Schneider, 1968; Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996, Guardiola y
Garcia-Luis, 2000; Iglesias et al., 2005). En ambos casos la abscision es
mediada por la sintesis de etileno (Goren, 1993; Ortol4 et al., 1997; Burns et
al., 1998; Iglesias et al., 2005). El balance hormonal enddgeno del fruto,
especialmente auxinas y etileno, controla el proceso de abscision. Un aporte
adicional de auxinas al fruto puede modificar este proceso, dependiendo del
tipo y concentracion de la auxina utilizada, del momento de la aplicacion y

del cultivar (Guardiola y Garcia Luis, 2000).

En el experimento realizado el afio de 2004, la aplicacion de 2,4-D
provocd inicilmente un retraso en la abscision hasta el dia 42,
incrementandola a partir de este momento. Este retraso en la abscision
reduce la caida de flores-frutos por la zona de abscision del pedicelo e
incrementa la abscision por la zona del caliz. El comportamiento observado

este ano coincide con el descrito en las variedades de mandarina Clementina
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Esbal (Duarte et al., 1996) y Owari satsuma (Ortola et al., 1997). Tras la
aplicacion de auxinas, el retraso en la abscision se presenta a causa de una
inhibicion en el aumento de las enzimas encargadas de degradar las paredes
en las zonas de abscision. (Goren, 1993, 2000). Ortola et al. (1997)
encontraron que las auxinas fenoxiacéticas son las mas efectivas en retrasar

la abscision.

Aunque la aplicacion de 2,4-D redujo el procentaje de cuajado en
0,6 %, el incremento en el peso medio del fruto compensé esta reduccion, y
no afectd la cosecha. Este comportamiento coincide con los resultados
obtenidos por Duarte et al. (1996) en mandarina clementina Esbal, y por
Guardiola (1996) en mandarina Nova. En los cultivares de naranja Valencia
y Shamouti (Erner et al., 1993), la aplicacion en floracion de 2,4-D no
resultd efectiva para incrementar el tamafio del fruto. Se encontré una
mayor respuesta tanto en el cuajado como en el tamafio de fruto, cuando la

aplicacion se realizd 6-8 semanas después de floracion

El afio 2003, la aplicaciéon de 2,4-D aumentd el porcentaje de
cuajado. Este comportamiento coincide con los resultados obtenidos por
Coggins et al. (1968) en naranja Navel, Gremberg et al. (1992) en pomelo
rojo “Star Ruby” y Erner et al. (1993) en naranjas “Shamouti” y “Valencia”.
Estos autores ademas obtuvieron un aumento en el tamafo del fruto, aunque
en los trabajos de Gremberg et al (1992), el efecto sobre el tamafo de fruto
fue inconsistente en tres experimentos llevados a cabo en distintos afios. En
este ensayo no se observo un aumento en el tamafio de fruto Los resultados
obtenidos sugieren que una pequefia variacion en la concentracion de la

auxina aplicada y quizas mas importante, la variaciéon en la cantidad de
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solucion aplicada por arbol, pueden modificar los valores de cosecha por

una alteracion en el nivel de cuajado.

2.2. Auxinas y crecimiento del fruto

El aumento en la capacidad sumidero de fruto por la aplicacion de
auxinas resulta en un crecimiento acelerado de los frutos tratados hasta la
maduracion (Guardiola y Lazaro, 1987; Ortola et al., 1988; Agusti et al.,
1994). La respuesta maxima de este efecto se presenta en muchos cultivares
cuando la auxina es aplicada en o poco después de floracion (Coggins et al,
1968; Duarte et al., 1996). La mayoria de trabajos realizados han
caracterizado la respuesta a la aplicacion de auxinas antes de la caida de
junio en varios cultivares de mandarina (Guardiola y Lazaro, 1987; Ortola et
al., 1988; Ortola et al., 1991; Agusti et al., 1991; Georgiu, 1998). En los
cultivares de naranja Valencia y Shamouti, Erner et al. (1993), no
encontraron efectiva la aplicacion de auxinas en floraciéon (Erner et al.,

1993).

El afio 2004, Ia aplicacion de 2,4-D incremento el tamafio del fruto.
Su efecto se evidenci6 inmediatamente tras la antesis y el resultado final al
momento de la cosecha, es una diferencia de aproximadamente 4,5 mm en
el tamafio de fruto frente a los testigos sin tratar. En el experimento del afio
2003, las diferencias encontradas durante el desarrollo inicial del fruto,
desparecieron con el avance del estado de desarrollo, obteniéndose al

momento de la cosecha frutos de un mismo diametro.

El comportamiento observado en el afio de 2004 coincide con los

resultados obtenidos por Duarte et al. (1996) en mandarina clementina
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Esbal. con una maxima respuesta con concentraciones de 2,4-D entre 17 y
20 ppm, igual a la utilizada en este estudio. De igual manera, los resultados
concuerdan con los trabajos realizados por Guardiola (1996) en mandarina
Nova. Estos autores obtuvieron una menor (alrededor del 10%) aunque

significativa, reduccion en la cosecha.

En este mismo afio (2004), la aplicacion de 2,4-D incrementd la
velocidad de crecimiento del fruto. La diferencia en diametro entre frutos
testigos y tratados con 2,4-D de inflorescencias uniflorales y multiflorales se
establece desde el desarrollo inicial del fruto y aumenta linealmente en el
tiempo. Durante el desarrollo inicial del fruto (dia 43), el aumento en peso
fresco y la acumulacion de materia seca son bajas. A partir de este momento
la tasa de crecimiento del fruto aumenta, pero la evolucion de estas dos
variables difiere. La diferencias en peso fresco aumentan aproximadamente
de forma lineal en el tiempo, mientras que las diferencias en la acumulacion
de materia seca, después de experimentar un aumento lento hasta el dia 63,
se mantienen casi constante hasta el dia 150 y posteriomente se incrementan

hasta estabilizarse el dia 240.

En todas las variables evaluadas la tasa de aumento diaria alcanza un
maximo el dia 53, en que se ha iniciado el crecimiento en expansion de las
vesiculas. En este momento la tasa de aumento diaria es mayor en frutos
tratados con 2,4-D. En adelante el peso fresco y seco presenta otros
maximos, pero en todos lo casos, la tasa de aumento diaria es mayor en

frutos tratados con 2,4-D.
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2.3. Auxinas, azucares y actividad invertasica del fruto

Las hormonas vegetales juegan un papel integral en el control del
crecimiento, diferenciacion y desarrollo de las plantas. Se ha sugerido que
los reguladores de crecimiento de las plantas estan involucrados
particularmente, en la regulacion de la capacidad sumidero (Guardiola y
Garcia Luis, 2002), la particién de carbohidratos (Brenner y Cheikh, 1995)
y la descarga del floema (Tanner, 1980). Ademas existen evidencias que
indican que la invertasa extracelular es regulada por varias fitohormonas y
que a su vez esta relacionada con el incremento en la demanda por

carbohidratos (Roitsch et al., 2003).

En este estudio, la aplicacion de 2,4-D increment6 los niveles de
azucares del fruto e influyo sobre la actividad de las isoformas de invertasa.
Durante el desarrollo inicial del fruto, en que la concentracion de sacarosa y
azucares reductores en la corteza se incrementaron tras la aplicacion de
2,4-D, del mismo modo se presentd un aumento en la actividad de las
invertasas acidas. Durante este periodo, en que se establecen las diferencias
en la capacidad sumidero del fruto, el aumento en la actividad de la
isoforma acida de las invertasas sugiere un efecto directo del 2,4-D sobre el
aumento en la capacidad sumidero del fruto, actuando en este momento
como sumidero de utilizacion. Al parecer las auxina juegan un papel clave
en el mecanismo regulador de la actividad invertasa extracelular (Glasziou,
1969; Weil y Rauch, 1990). Roitsch et al (2003) plantean que la actividad de

la invertasa extracelular es estimulada por auxinas.

La funciéon de las invertasas ha sido deducida de una correlacion
entre su actividad, y procesos fisiologicos tales como crecimiento de tejidos

o utilizacion y acumulacion de azucares en organos sumidero (Lowell et al.,
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1989). En tejidos que crecen rapidamente se encontrd una alta actividad
invertasica acida (Ricardo y Ap Rees, 1970; Lowell et al., 1989), en que el
contenido en sacarosa fue bajo o disminuy6 rapidamente. Asi, la funcion de
la invertasa acida en estos tejidos es hidrolizar sacarosa bajo condiciones en

que haya una alta demanda por hexosas.

En este estudio, durante el desarrollo inicial del fruto tanto el
contenido en sacarosa como en azucares reductores es bajo en la corteza,
pero mayor en frutos tratados con 2,4-D. La alta actividad de las isoformas
acidas observada en la corteza hasta el dia 43, sugieren una participacion
importante de estas invertasas en la hidrdlisis de sacarosa durante el
desarrollo inicial del fruto. De las invertasas acidas, la isoforma acida
soluble presenta una actividad mucho mas elevada que la isoforma acida
ligada. La relacion inversa encontrada entre el contenido en sacarosa y la
actividad de la invertasa 4cida soluble, explica entre el 83 % y 89 % de la
variacion observada (Figura 61). Los resultados obtenidos sugirieren que
una condicidon que determina el incremento en los niveles de concentracion
de sacarosa, esta acompafiada por una reduccién en la actividad invertasica
acida soluble. Esta condicion se hace evidente con el avance del estado de
desarrollo del fruto. Al respecto Yele et al. (1988), Hubbard et al. (1989) y
Ross y Davis, (1992), indican que la invertasa &cida parece regular la
concentracion de sacarosa en el fruto, a través del control del pH del

apoplasto.

A partir del dia 43, en que la corteza redujo su participacion al
aumento en seccion transversal de los tejidos del fruto, la concentracion de
sacarosa exhibid en este tejido un aumento lento, mayor en frutos tratados

con 2,4-D. Al mismo tiempo, a partir del dia 43 las invertasa acidas
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manifestaron una reduccion en su actividad, estabilizandose el dia 110, en

que la concentracién de sacarosa se mantuvo constante.

La aplicacion de 2,4-D aument6 el contenido en azucares reductores
de la corteza. Con el inicio del crecimiento en expansion (dia 43), en que las
células de la corteza han reducido su actividad de division, el aumento en el
tiempo del contenido en azlcares reductores en este tejido se encuentra en
estrecha relacion con la evolucion de los mismos en las vesiculas. En este
momento la actividad invertasica acida ha reducido casi en un 50 % su
actividad, y a partir de este momento se reduce lentamente, hasta mantener
una actividad baja el dia 110. La regresion logaritmica encontrada entre el
contenido en azucares reductores de la corteza y la actividad de la isoforma
acida soluble, explican entre el 75 % y 95 % de la variacion observada

(Figura 62).

Este comportamiento coincide con lo observado por Lowell et al.
(1989) en pomelo Marsh y por Kato y Kubota (1978) y Kubo et al. (2001)
en mandarina Satsuma. Estos autores plantean que la hidrolisis de sacarosa
que se presenta en el fruto a lo largo del camino post-floematico por la
accion de las invertasa acidas, solo se presenta durante su desarrollo inicial,
mientras que la enzima es inactivada con el avance del estado de desarrollo
del fruto hasta maduracion. Por otra parte, Echeverria et al. (1997), indican
que el resultado de la actividad invertdsica acida soluble, con la produccion
de hexosas, es la formacion de un gradiente de concentracion de sacarosa
que conduce al mantenimiento de un transporte constante de aztcares hacia

el fruto.

La aplicacion de 2,4-D increment6 la concentracion de azicares en

vesiculas. En los frutos tratados, la sacarosa represent6 el 45 % del total de
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azucares. En arboles de Citrus, los fotoasimilados se transportan en forma
de sacarosa (Koch y Avigne, 1990), aunque la glucosa y fructosa también se
encuentran en varias concentraciones en vesiculas de frutos maduros. En
algunas variedades de naranjo dulce, la sacarosa representa
aproximadamente el 50 % del total de azlicares mientras que en algunas
variedades de limas acidas y dulces, el contenido en sacarosa no excede el

20% (Echeverria e Ismail, 1987).

A partir del dia 43 en que se ha dado inicio a la vacuolizacion de las
células de las vesiculas, se presenta un aumento progresivo en el contenido
en sacarosa y azucares reductores. Con la aplicacion de 2,4-D se observo un
incremento en la actividad de la invertasa alcalina soluble, que se redujo
rapidamente hasta hacerse indetectable el dia 110. Este comportamiento
observado sugiere una mayor participacién de la isoforma alcalina soluble
en los procesos de acumulacién de azucares al inicio del periodo de
expansion celular de las vesiculas. La regresion lineal establecida entre el
contenido en sacarosa y la actividad de la isoforma alcalina soluble, explica

entre el 84 % y el 87 % de la variacion observada (Figura 67).

Este comportamiento encontrado en la variedad Salustiana, coincide
con los resultados obtenidos por otros autores. Al respecto Lowell et al.
(1989) indican una alta actividad de las invertasas alcalinas en los sacos de
zumo, durante el segundo estado de desarrollo del fruto. Ademas plantean

una actividad de degradacion conjunta con la sacarosa sintetasa.

La aplicacion de 2,4-D modificé la proporcion en la que se
encuentran glucosa y fructosa en las vesiculas. Hasta el dia 110 los niveles
de concentracion de los dos monosacaridos son iguales, coincidiendo con el

momento en que la actividad de la invertasa alcalina soluble fue
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indetectable. Este comportamiento sugiere la participacion de la isoforma
alcalina en los procesos de acumulacion de hexosas en las vesiculas, y
coincide con los resultados obtenidos por Echeverria et al. (1997) en frutos

de lima dulce.

4.1. COMPORTAMIENTO IN VITRO DE LOS TEJIDOS DEL
FRUTO

La respuesta in vitro de los tejidos del fruto al AIA, esta relacionada
con el estado de desarrollo del fruto y con la concentracion presente en el
medio de cultivo. Al considerar el aumento en peso del indculo, la respuesta
al AIA en frutos de 16 dias dependi6 del tamafio de fruto del cual se obtuvo
el inoculo; los indculos de frutos grandes (didmetro 13,43 + 0,11) no fueron
afectados por las concentraciones de AIA ensayadas, mientras que en frutos
medianos (didmetro 11,01 + 0,13) y pequefios (diametro 7,85 + 0.08) se
obtuvo una mayor respuesta con las concentraciones de AIA mas elevadas
(10° y 10° M). Con frutos de 31 dias no se obtuvo respuesta a las
concentraciones de AIA evaluadas. Este comportamiento observado en la
variedad Salustiana, coincide con los resultados obtenidos por Guardiola et
al (1993) y Harada et al (2001). Estos autores utilizaron como indculo
pequefias piezas de endocarpo de mandarina satsuma de 5 a 50 dias, y
obtuvieron un crecimiento vigoroso de callo en explantos de frutos de 5 dias

que fue disminuyendo con el aumento en la edad del fruto (hasta 50 dias).

Las caracteristicas encontradas en el tipo de células que conforman
el callo en los indculos tratados con AIA vy sin tratar se convierten en una
caracteristica clave del patron de desarrollo in vitro de los tejidos del fruto.

Mientras que en inoculos del tratamiento control las células del callo se
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caracterizaron como grandes, elongadas y vacuoladas, con la adicion de
ATIA al medio, el callo estuvo formado por células pequefias. Este
comportamiento coincide con la descripcion hecha por Krikorian (1995),
quien plantea que un indicador de la respuesta in vitro de explantos a la
adicion de auxinas al medio, es que a nivel de las zonas de corte del
explanto las auxinas promueven una mayor division celular, mejorando la
iniciacién y mantenimiento del callo. Del mismo modo, Khan et al, (1996)
trabajando con explantos de endocarpo de Citrus limon obtuvieron un
incremento en el crecimiento de callo por un aumento en la tasa de division
celular, después de incorporar AIA al medio en una concentracion de

10° M.

Hasta el dia 31 en que se utilizd como indculo una seccion
transversal de la regidon ecuatorial del fruto, con la adicion de
concentraciones de AIA 10y 10 M, se formé en el mesocarpo externo,
una zona con actividad cambial. Tadeo et al, (1988) describen las
caracteristicas del mesocarpo externo con células poco vacuoladas, con
paredes delgadas y abundante citoplasma, que evidencian a este estrato
celular como un meristemo activo que origina células hacia el mesocarpo
interno. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren una posible
contribucion de las auxinas exdgenas sobre la mayor actividad metabdlica
de este tejido y en efecto, un aporte al incremento del tamafo inicial del

fruto.

También al utilizar como indculo una seccion transversal de la region
ecuatorial del fruto, se presentd un desarrollo organizado de vesiculas dentro
de la cavidad locular. Tisserat et al., (1989) establecieron una relacion

inversa entre tamano de inoculo y porcentaje de callo formado en frutos de

144



Discusion

Citrus limon, determinando que al utilizar como explanto la mitad del fruto
se obtiene un desarrollo organizado de vesiculas, y que piezas pequenas de
endocarpo producen callo. Estos autores plantean que la capacidad potencial
de las vesiculas para producir callo, se ve fuertemente estimulada cuando se

producen heridas en el tejido al momento de obtener el indculo.

Al utilizar como indculo pequefias piezas de mesocarpo, se comprueba
una disminuciéon en su aumento en peso con el avance del estado de
desarrollo del fruto. El dia 46 los indculos de mesocarpo presentaron una
maxima respuesta con una concentracion menor (10'6 M) que el dia 61 en
que solo hubo respuesta con la concentracion mas alta de AIA (10° M). El
dia 76 el aumento en peso de los in6culos de mesocarpo no fue afectado por
los niveles de AIA ensayados. Al describir las caracteristicas anatomicas de
frutos de 46 dias, se verifica la presencia de mesocarpo externo con células
que aun se mantienen en division. Con el avance del estado de desarrollo del
fruto, el mesocarpo llega a estar formado por células diferenciadas,
vacuoladas, poligonales y con amplios espacios intercelulares. El aumento
en peso de inoculos de 46 dias posiblemente se presenta por un efecto
promotor del AIA sobre el mesocarpo externo. Los resultados obtenidos
coinciden con los estudios realizados por Amo — Marco et al (1994) con
in6culos de mesocarpo de Citrus sinensis (L.) Osbeck, obteniendo un
maximo crecimiento de callo en frutos de 33,5 a 43,4 mm de diametro, que

se encontraban entre los estados I y II de crecimiento del fruto.

A partir del dia 46 se inoculd por separado las vesiculas. En este
momento se comprueba el inicio de la expansion celular por la
vacuolizaciéon de las células centrales de las vesiculas.. Los indculos

cultivados en esta fase de crecimiento presentaron un desarrollo organizado
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en todos los tratamientos, coincidiendo con los trabajos realizados por
Guardiola et al, (1993) y Harada et al, (2001), quienes relacionan el
desarrollo organizado de vesiculas con el inicio del segundo estado de
desarrollo del fruto. La presencia de auxinas en el medio no incremento el

tamafio de las vesiculas

La presencia de AIA en el medio de cultivo tuvo un efecto evidente
en el patron de desarrollo in vitro de explantos de frutos de 6 a 76 dias
después de antesis, manifestado en el tipo de células que conforman el
callo, en el tamafio de vesicula de explantos de frutos de 6 dias y en su
efecto sobre la zona cambial formada en el mesocarpo externo. Los
resultados anteriormente descritos sugieren que la respuesta del patron de
crecimiento in vitro del fruto, ademas de estar determinada por el
tratamiento hormonal, también lo esta por el estado de desarrollo del fruto

del cual se obtuvo el indculo y por el tamafio del indculo utilizado.
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De los resultados obtenidos en esta tesis se puede concluir que:

. En el cultivar de naranjo dulce Salustiana, el porcentaje de cuajado
estd inversamente relacionado con el nimero de flores, hasta un nivel
aproximado de 65.000 flores por arbol. Niveles de floracion superiores

no afectan el cuajado.

. La abscision se extiende hasta mitad de junio (dia 74 tras la antesis) y
en términos relativos y absolutos presenta dos maximos de caida bien
definidos; el primero de ellos (dia 22 tras la antesis), se relaciona con
aquellos frutitos que presentan una baja tasa de crecimiento y que caen
por la base del pedicelo y el segundo (dia 52 tras la antesis) presenta

un mayor proporcion de frutos que se desprenden por la base del caliz.

o Tanto el patrén de abscision como el porcentaje de cuajado es afectado
por el tipo de inflorescencia. Inicialmente se presenta en las
inflorescencias multiflorales una reduccion en el numero de frutos por
inflorescencia, seguido por una reduccion en el namero de
inflorescencias con fruto. El cuajado de fruto es mayor en

inflorescencias multiflorales que en uniflorales.

o La evolucion del aumento en seccion transversal de los tejidos del
fruto esta relacionada con las distintas fases de crecimiento. Durante el
desarrollo inicial del fruto, el crecimiento lento esta asociado con la
division celular (Fase 1), mientras que el incremento en la tasa de
crecimiento se asocia con la expansion celular de las vesiculas y una
mayor contribucion de los l6culos al aumento en seccidon transversal

del fruto (Fase II).
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La tasa de crecimiento del fruto esta relacionada con los niveles de
carbohidratos Durante el desarrollo inicial del fruto, en que se presenta
una actividad metabdlica alta (dia 43), los azlicares permanecen con
valores bajos, consecuencia de su mayor consumo. Inicialmente la
mayor proporcion de azucares se concentra en la corteza y a partir del
dia 76 en que se ha iniciado la expansion de los 16culos, se presentan

en mayor proporcion en las vesiculas.

La distribucion de los azucares en los tejidos del fruto esta relacionada
con la actividad de las invertasas. Durante el crecimiento inicial, la
mayor utilizacion de azucares se verifica con la evolucion de la
actividad invertasica acida, siendo mayor en antesis y reduciéndose
con el avance del estado de desarrollo del fruto. Con el inicio de la
expansion celular de las vesiculas y en efecto, la acumulacion de
azlcares, se presenta una mayor actividad de las invertasas alcalinas,
reduciéndose rapidamente con el avance del estado de desarrollo del

fruto.

La aplicacion de 2,4-D modifica la cosecha en el cultivar Salustiana,
dependiendo de la concentracion de auxina y de la cantidad de
solucion aplicada por arbol. Con una concentracion de 20 ppm. en una
cantidad promedio de 3,6 litros por arbol, se incrementa el tamafio del
fruto, reduciendo su numero sin modificar la cosecha. Una
concentracion de 15 ppm. en cantidades de 7,7 litros por arbol,

incrementa el cuajado de fruto sin aumentar su tamafio.

El aumento en tamafio del fruto esta acompafnado por, un retraso incial
en la abscision (hasta el dia 43), y un aumento a partir de este

momento. Este retraso en la abscision reduce la caida de flores-frutos
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por la zona de abscision del pedicelo y posteriormente incrementa la

abscision por la zona del caliz.

En el afio 2004, el efecto del 2,4-D sobre la abscision en
inflorescencias con hojas (multiflorales y uniflorales), refleja el
comportamiento general del patron de abscision total del arbol,
provocando un retraso inicial durante los estados iniciales de

desarrollo del fruto (dia 22), e incrementandola en adelante.

El aumento en el tamafio del fruto del cultivar Salustiana se evidencia
inmediatamente tras la antesis y el resultado final al momento de la
cosecha, es una diferencia de aproximadamente 4,5 mm frente a los
testigos sin tratar. Una pequefia variacion en la concentracion de la
auxina aplicada y quizas mas importante, la variacion en la cantidad de
solucion aplicada por arbol pueden reducir la intensidad de la

respuesta.

La tasa de aumento diaria en diametro, peso fresco y peso seco alcanza
un maximo el dia 53, en que se ha iniciado el crecimiento en
expansion de las vesiculas. Desde este momento y hasta el momento
de la cosecha, la tasa de aumento diaria de las tres variables es mayor

en frutos tratados con 2,4-D.

En el afio 2003, se observd un aumento inicial en la tasa de
crecimiento del fruto. Las diferencias encontradas durante el
desarrollo inicial del fruto, desaparecieron con el avance del estado de
desarrollo, obteniéndose al momento de la cosecha frutos de un mismo

diametro.
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La aplicacion de 2,4-D incrementa los niveles de azucares del fruto e
influye sobre la actividad de las distintas isoformas de invertasa. El
aumento en la actividad de la isoforma acida de las invertasas sugiere
un efecto directo del 2,4-D sobre el aumento en la capacidad sumidero
del fruto, y ademds esta relacionada con el mayor consumo de

azucares durante el desarrollo inicial del fruto.

El aumento en el contenido en sacarosa y azucares reductores de las
vesiculas que se presenta por la aplicacion de 2,4-D, coincide con el
inicio de la vacuolizacién de las células de las vesiculas. Se verifica la
participacion de las invertasa alcalinas en los procesos de acumulacion

de azuacares en las vesiculas

Con el estudio in vitro de los tejidos del fruto se verifica la perdida en
la capacidad de respuesta al AIA, con el avance del estado de

desarrollo del fruto.

La respuesta del patron de crecimiento in vitro del fruto, ademas de
estar determinado por el tratamiento hormonal, también lo est4 por el
estado de desarrollo del fruto del cual se obtuvo el indculo y por el

tamaifio del inoculo utilizado.

La presencia de AIA en el medio de cultivo tuvo un efecto evidente
sobre el patron de desarrollo in vitro de explantos de frutos de 6 a 76
dias después de antesis, manifestado en el tipo de células que
conforman el callo, en el tamafio de vesicula de explantos de frutos de
6 dias y en su efecto sobre la zona cambial formada en el mesocarpo

externo.
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