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RESUMEN

La mandarina ‘Montenegrina’ alcanza altos precios debido a sus buenas caracteristicas
organolépticas, facilidad de pelado y un menor nimero de semillas por fruto que la
original, la mandarina comdn. En los ultimos afios los consumidores de fruta citrica
fresca han puesto gran énfasis en la ausencia de semillas como un requerimiento de
calidad de fruta. La hipdtesis de trabajo fue que la aplicacion de reguladores de
crecimiento y CuSQ,, inhiben la germinacion del polen y el crecimiento del tubo
polinico y afectan la viabilidad de los évulos, reduciendo la presencia de semillas en una
variedad autocompatible. Los objetivos de este trabajo fueron: (1) evaluar el efecto de
reguladores de crecimiento y sulfato de cobre en la presencia y nimero de semillas por
fruto; (2) y en la biologia reproductiva de esta variedad y (3) determinar la efectividad
de dichas sustancias en la produccion comercial de frutos sin semillas. Se realizaron tres
ensayos: 1) Induccion de partenocarpia en flores individuales: a) Aplicacién localizada a
flores de: GA; (100 mgL™), ANA (200 mgL™), CuSO,4 (100 mgL™), GA; + CuSO, (100
mgL™? de cada producto) y control. b) Estudio del efecto de los tratamientos sobre la
viabilidad de los gametos femeninos y masculinos. 2) Estudio del efecto de los
productos sobre la germinacion de polen in vitro. 3) Induccién de partenocarpia en
condiciones de campo: se aplicaron a planta entera CuSO4 (100 mgL™) y GA;z (100
mgL™) aplicacion simple y doble de ambos y control. La aplicacién localizada a flor de
GA; (100 mgL™) y GA; + CuSO, (100 mgL™ c/u) redujo el nimero de semillas por
fruto de 5 a 1y el porcentaje de frutos con semillas de 100 a 32 y 43 % respectivamente.
Todos los tratamientos inhibieron el crecimiento del tubo polinico a los 5 y 10 dias post-
aplicacién y la germinacion de polen in Vitro, con respecto al control. En condiciones de
campo la aplicacion simple y doble de GA3 disminuy6 el nimero de semillas promedio
por fruto de 9 (control) a 7 (GA; aplicacion simple y doble) y aumentd el porcentaje de
frutos con 1 a 4 semillas de 5% en el control a 21% (GAs aplicacion simple) y 23%
(GA; doble aplicacion).

Palabras clave: GA3, CuSQy, semillas, polen, tubo polinico.



SUMMARY

‘Montenegrina’ mandarin reaches high prices due to its good organoleptic
characteristics, easy peeling and lower seed number per fruit than its progenitor,
‘Common’ mandarin. In the last few years fresh fruit citrus consumers have emphasized
on seedlessness as a fruit quality requirement. The hypothesis of this work was that the
application of growth regulators and copper sulfate inhibited pollen germination and
tube growth and affected ovule viability, resulting in a reduction of the seed number per
fruit and in the percentage of seedy fruits of a selfcompatible mandarin variety like
‘Montenegrina’. The main objectives of this work were: (1) to evaluate the effect of
growth regulators and copper sulphate on the presence and number of seeds per fruit; (2)
and on the Montenegrina’s reproductive biology; and (3) to determine the effectiveness
of these products to commercial production of seedless fruit. Three experiments were
carried out: 1) Parthenocarpy induction in individual flowers: a) Local flower
applications of: GAz (100 mgL™), NAA (200 mgL™), CuSO4 (100 mgL™), GA3 + CuSO4
(100 mgL™ each one) and control. b) Study of the treatments effect on pollen and ovule
viability. 2) Study of the products effect on in vitro pollen germination. 3) Parthenocarpy
induction in field conditions. Application to hole plants of: CuSO4 (100 mgL™) and GAs
(100 mgL™) simple and double application both and control. GA; (100 mgL™) and GAs
+ CuSO,4 (100 mgL™ each one) local applications to flowers reduced average seed
number per fruit from 5 to 1 and seedless fruit percentage from 100 to 32 and 43 %
respectively. An inhibition in pollen tube growth in all treatments, compared to the
control was observed at day 5 and 10 after application and also in in vitro pollen
germination compared to the control. In field conditions GAs simple and double
applications diminished average seed number per fruit from 9 (control) to 7 (GAs simple
y double application). These treatments also increased fruit percentage with 1 to 4 seeds
from 5% (control) to 21% (GA3 simple application) and 23% (GA3 double application).
Key words: GAs, CuSQy, seeds, pollen, pollen tube.



1.INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La produccion de citrus se sitia en zonas tropicales y templadas, siendo en estas
ualtimas donde se produce fruta de mayor calidad (Spiegel-Roy and Goldschmidt, 1996).
En Uruguay el objetivo de la produccion citricola es la exportacion como fruta para
consumo en fresco (DIEA, 2008). La composicidn varietal de nuestra industria citricola
permite una oferta de fruta de mesa durante un periodo mayor a 7 meses como
produccién a contra estacion destindndose principalmente al mercado de la Unidn
Europea (Gravina, 1999). La produccién promedio de mandarinas en los Gltimos tres
afios ha sido de 31 % del total de citricos producidos en el pais, con un 45% promedio de
fruta exportada. La produccion y exportacién de mandarinas se ha ido incrementando en
los Gltimos afios por la demanda de los mercados destino. Dentro de las variedades de
esta especie, Montenegrina ocupa el sexto puesto en produccién y nimero de plantas
(DIEA, 2008).

En los altimos afios los consumidores de fruta citrica fresca han puesto gran énfasis
en la ausencia de semillas como un requerimiento de calidad de fruta. La definicién de
“frutos sin semillas” ha ido cambiando con el tiempo. En los afios 80 se definia
comercialmente como aquellos frutos que presentaban menos de 5 semillas. Se
considera que este concepto es subjetivo vy dependiente de las expectativas del

consumidor y de la demanda del mercado en un momento determinado (Barry, 2004).

Los cultivares con semillas son aceptados soélo si los cultivares sin semillas no estan
presentes o si los primeros son marcadamente mejores en caracteristicas de fruto que los
ultimos (Raza, et al., 2003).Por tanto el concepto de frutos sin semillas o “seedlessness”
contempla la capacidad de un cultivar de producir frutos sin semillas o con un nimero

mucho mas reducido de ellas.



1.1. REPRODUCCION EN CITRICOS

La produccion de frutos requiere de una secuencia de procesos que comienza con
la floracion. La primera etapa de la floracion es la induccion, seguida de la
diferenciacion (pasaje de yema vegetativa a reproductiva), la maduracion de los érganos
de la flor, que culmina en la antesis. La induccién floral esta regulada por las bajas
temperaturas en climas subtropicales y por el estrés hidrico en climas tropicales (Agusti,
2003).

Existen factores enddgenos que afectan la floracion, siendo el principal la carga
de fruta del ciclo anterior especialmente en variedades autofecundas. En dichas
variedades ocurre un comportamiento alternante observandose que a afios de alta
produccién de fruta le siguen afios de baja produccién. La presencia de frutos en la
planta provoca una fuerte inhibicion de la floracion lo cual puede estar determinado por
varios factores. Esos factores son el balance de carbohidratos y las alteraciones
metabolicas de la nutricidn nitrogenada ambas afectadas negativamente por alta carga
de fruta. Otro factor es la alteracion del balance hormonal por mayor sintesis de
giberelinas de frutos lo cual inhibe la floracion siguiente. Por ultimo la interaccion
hormonal y nutricional que implica que el fruto no sélo sea un sumidero de reservas sino
a la vez una fuente de produccion de giberelinas lo cual conjuntamente provoca la
inhibicion de la floracion (Agusti, 2003).

Del mismo modo que la presencia del fruto inhibe la floracion, en afios de baja
carga la ausencia de frutos provoca alta intensidad de floracion asociada con cambios en
la distribucién de la brotacion en la primavera siguiente. En condiciones de alta
intensidad de floracién predominan brotes uniflorales sin hojas y multibrotes como se
ha observado en variedades autofecundas con comportamiento alternante (Gambetta, et
al., 2008).



Al proceso de induccion le sigue la diferenciacion de la yema floral que conduce
al desarrollo de los distintos 6rganos de flor. Una vez completado el desarrollo de dichos
organos el proceso culmina con la antesis, donde los pétalos abren para que sea posible

la polinizacién y fertilizacion que daréa origen al fruto (Tadeo, et al., 2003).

Previo a la antesis se desarrollan los distintos 6rganos de la flor y se comienzan a

formar los gametos femeninos y masculinos.

La microesporogénesis, que dard origen a los gametos masculinos comienza en
etapas tempranas del desarrollo de la antera. Dentro de la antera las células
arqueosporicas se diferencian del resto y se dividen periclinalmente para producir
células parietales, formando una capa externa y células espordgenas formando una capa
interna. La capa mas interna de células parietales forman el tapete y el resto forman la
pared del saco polinico. Mientras el polen madura las células del tapete se desintegran
para alimentar a los granos de polen. Las células madres de las micrdsporas se dividen
por meiosis y forman la tétrada de microsporas. Cada microspora esta cubierta por dos
capas, intina y exina. Previo a la antesis de la antera, el nicleo del grano de polen se
divide en dos, uno vegetativo y otro generativo que dard origen a los gametos
masculinos. Mientras el polen madura las células del tapete se desintegran para
alimentar a los granos de polen. Existen casos en que el polen no es viable y es de color
mas claro asi como las anteras que son de color palido y nunca abren. Cuando el polen
estd maduro colapsan los dos sacos polinicos de cada teca de la antera y su apertura se
produce longitudinalmente entre ambas (Frost y Soost, 1968, Spiegel-Roy vy
Goldschmidt, 1996).

Al mismo tiempo se forman las megasporas través del proceso de
megaespordgénesis. Dicho proceso se inicia con la diferenciacion de la célula
arquesporica del resto del tejido nucelar, la que se divide una sola vez. La célula exterior
es la célula del tapete y la interior es la célula madre del saco embrionario de

megasporas. Esta Ultima se rodea de tejido cerca del centro del nucelo. En Citrus



ocasionalmente se puede formar mas de una célula madre del saco embrionario de
megasporas en el dvulo. La célula madre del saco embrionario de megasporas crece
varias veces su tamafo y se divide por meiosis para formar cuatro células en hilera
(megasporas) de las cuales s6lo una se desarrolla para formar el saco embrionario. En la
célula se forman grandes vacuolas y por division se forman ocho ndcleos dos de los
cuales denominados nucleos polares, migran al centro y forman la célula media. Tres de
los nucleos se quedan en el polo chalazal y forman las células antipodales y los otros tres
nacleos forman las células sinérgidas contra la micrépila y la oosfera por debajo de estas
dos. En este momento el saco embrionario estd pronto para la fecundacion (Frost y
Soost, 1968, Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996, Jackson and Futch, 1986).

El desarrollo las micrésporas comienza antes de que la megaspora pase la
profase de la primera division. Al momento de apertura de la flor el saco embrionario
estd inmaduro en la etapa de ocho nucleos o previa. La antesis, que comienza con la
apertura de pétalos es una respuesta de crecimiento que estd regulada por auxinas. Al
momento de apertura de la flor se produce la apertura de las anteras. La secrecion
estigmatica que es sintoma de receptividad estigmatica, dura tres dias a partir de antesis

y hasta la abscision o el cuajado de la flor (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

1.2. POLINIZACION

La polinizacién consiste en la transferencia de polen desde las anteras al estigma.
En Citrus, el polen es pegajoso y adherente lo que determina que exista como adaptacion
a la polinizacion bidtica a través de insectos. Las flores de citricos son atractivas para los
insectos debido a la abundante produccidn de polen, néctar, aroma tipico y a la presencia
de corola conspicua. Existen muchos visitantes de la flor de citrus tales como trips y
acaros pero el agente principal de polinizacion son las abejas (Spiegel-Roy vy
Goldschmidt, 1996).



En el momento de la antesis el estigma es receptivo a los granos de polen que
han madurado; la duracién del periodo de receptividad estigmatico depende de la
especie y de la variedad (Tadeo, et al., 2003). En Citrus se observé que el periodo de
polinizacidn efectiva (tiempo durante el cual la flor es capaz de transformarse a fruto sin
que la polinizacion sea limitante segun Williams (1965) depende de la variedad ya sea
en funcion de la longevidad del 6vulo en mandarina Satsuma, donde el PPE dura de dos
a tres dias o en funcion de la receptividad estigmatica como en mandarina “Clemenules”
y en naranja “Valencia”’que puede durar ocho a nueve dias (Mesejo et al., 2007). La
temperatura es otro factor que afecta el PPE influyendo en la tasa de crecimiento del
tubo polinico, la viabilidad del 6vulo y del polen, la receptividad estigmatica, y la

actividad de las abejas (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

En variedades de citricos autocompatibles, la autopolinizacion puede producirse
por contacto directo de las anteras con el estigma, por efecto del viento o por medio de
insectos polinizadores (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996, Tadeo et al., 2003). En el
primer caso, las anteras se rompen o alcanzan la dehiscencia antes de la antesis,
denominandose esto proceso como cleistogamia. Las abejas, sin embargo, son los
primeros agentes responsables de la polinizacion cruzada en variedades

autoincompatibles (Tadeo et al., 2003).
1.3. FECUNDACION

Una vez que el grano de polen llega al estigma, se hidrata gracias a las
secreciones de éste y germina emitiendo una prolongacion de la pared celular del tubo
polinico. En el apice del tubo polinico se encuentra el citoplasma vegetativo con tres
nacleos: el nacleo vegetativo que domina las funciones tréficas del tubo polinico y dos
ndcleos generativos gaméticos que se fusionaran, respectivamente, con la oosfera para
formar el zigoto y con los dos nucleos polares para formar el endospermo (Frost y Soost,
1968, Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996, Tadeo et al., 2003). El tubo polinico penetra

en el estigma y desciende por el estilo hasta alcanzar los I6culos del ovario. Esto puede



hacerlo siguiendo el camino marcado por los canales estilares o a través de los espacios
intercelulares de las células corticales. Este ultimo camino es méas tortuoso y exige
cambios constantes en la direccion de crecimiento del tubo polinico que estan marcados
por una fuerte deposicion de calosa. Ya en los I6culos, los tubos polinicos alcanzan la
nucela del o6vulo a través del micrépilo y contactan con el saco embrionario,
produciéndose la fecundacion. La fecundacion conduce a la formacion de la semilla que
en algunas variedades es indispensable para que el fruto cuaje y se desarrolle (Tadeo et
al., 2003).

En condiciones favorables la fecundacién ocurre dos o tres dias posteriores a la
polinizacion pero en algunos casos puede demorar hasta tres o cuatro semanas. Luego de
la fecundacion comienza la formacion del endosperma y posteriormente la del embrion
(Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

Luego de la fecundacion, pasa una semana para que el fruto presente sintomas de
cuajado debido a la senescencia de pétalos y anteras que ademas caen y la presencia de
un anillo de color marrén entre el estilo y el ovario en flores persistentes. La abscision
del estilo demora alrededor de siete a diez dias y es el Gltimo evento en la transicion de
flor a fruto (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

Existen variantes al proceso de polinizacion y fecundacion que conducen tanto a
formar embriones como a formar frutos y en citricos suceden con bastante frecuencia.
Como ejemplos pueden citarse la formacion de embriones nucelares y la produccién de

frutos sin semillas o partenocarpicos.
1.4. CUAJADO

El cuajado en los frutos se define en sentido estricto como el reinicio del
crecimiento del ovario, posterior a la antesis y en sentido amplio como el periodo de
crecimiento durante el cual el fruto puede sufrir abscision (Talon, 1997). Este proceso

puede ser consecuencia de la polinizacién y fecundacion o sélo de la polinizacion que



actia como estimulo para que se reinicie el crecimiento del ovario generandose frutos

partenocarpicos (Gravina, 1999).

El cuajado estd determinado por el proceso de abscision, el cual esta regulado por
distintos factores: uno es el factor genético que determina el nimero inicial de frutos que
van a formarse, otro es el hormonal que determina el crecimiento y desarrollo de los
frutos y por ultimo la disponibilidad de nutrientes. EI ambiente puede llegar a supeditar

los factores anteriores y por tanto limitar el cuajado (Talén, 1997).

En cuanto a los factores genéticos que determinan o limitan el cuajado en citrus
existen dos que son los mas importantes; uno es la autoincompatibilidad y otro el

periodo de polinizacidn efectiva.

En la autoincompatibilidad, existen dos tipos de mecanismos a nivel gamético
genetico: esporofitico y gamétofitico. EI primero se caracteriza por la inhibicion de la
germinacion de polen y el segundo esta controlado genéticamente y hace que el
crecimiento del tubo polinico se vea interrumpido. Esto puede estar causado por la
presencia de inhibidores o falta de promotores a nivel del estilo (Jackson and Futch
1986). La incompatibilidad esporofitica esta regulada por el genoma parental del
esporofito mientras que la gametofitica esta regulada por el genoma del gametofito por
si mismo. La incompatibilidad gametofitica estd genéticamente controlada por el
genoma haploide de cada grano de polen y el genoma diploide del tejido del pistilo.
Pueden existir tres variantes: controlada por un locus multialélico S, dos loci
multialélicos S y Z o por tres 0 mas loci multialélicos. En el sistema de incompatibilidad
esporofitica la reaccion del polen es determinada por el genoma del tejido somatico del
espordfito en el cual el polen se desarrolld (tapete) y se expresa sobre la capa externa del
grano de polen o exina la cual entra en contacto con el pistilo. En dicho caso se suele
dividir la incompatibilidad esporofitica en heteromorfica y homomorfica. En la
incompatibilidad heteromorfica las bases genéticas del mecanismo estan asociadas a

distintas morfologias florales dentro de la especie, determinadas por alturas diferenciales



de androceo y gineceo y se denomina heterostilia. En el caso de la homomorfica, la
reaccion del polen es determinada por el genotipo del tejido esporofitico en el cual fue
formado y es controlado por dos alelos de locus S. Todo el polen tiene la misma
reaccion de incompatibilidad y los alelos puede reaccionar independiente o
dominantemente y difieren en el pistilo y en el polen; siendo idénticos los alelos activos,

se produce incompatibilidad (Frankel y Galum, 1977).

El periodo de polinizacion efectiva (PPE) se define como el tiempo durante el
cual la flor es capaz de transformarse a fruto sin que la polinizacion sea limitante
(Williams, 1965). En Citrus el PPE es de 3 dias pre antesis hasta 8 dias pos-tantesis
dependiendo de la especie o variedad (Tadeo et al., 2003). EI PPE es un factor
condicionante del cuajado y depende de la receptividad estigmatica, de la cinética del
polen y del desarrollo del 6vulo, asi como de factores ambientales que pueden estar
afectando a los anteriores (Sanzol y Herrero, 2001). Es asi como la temperatura
demostré afectar la receptividad estigmatica, al aumentar la primera se redujo la segunda

y viceversa.

Los pardmetros de cinética de polen méas afectados fueron la germinacion y
penetracion de polen y en menor medida la adhesidn en cerezo (Hedhly et al., 2003). La
temperatura también afectd la receptividad estigmatica, al aumentar la primera se redujo

el periodo de receptividad y viceversa (Hedhly et al., 2003).

La receptividad floral o tiempo durante el cual la flor se encuentra
funcionalmente activa es genéticamente dependiente ya sea de la longevidad del évulo o
de la receptividad estigmatica. A mayor longevidad, la viabilidad y capacidad del 6vulo

de guiar a los tubos polinicos disminuye.

La receptividad estigmatica es el principal factor de la duracion del PPE en
variedades con gametos viables, ya que cuando comienza la senescencia del estigma
(previo a antesis) en el caso de variedades estériles como satsuma se produce una

deposicion de lignina que evita la penetracion del tubo polinico a través del mismo,



evitando la llegada al 6vulo. La edad del pistilo afecta también la germinacién y
crecimiento del tubo polinico y varia segun la especie y la variedad (Mesejo et al.,
2007).

Los factores ambientales determinantes del cuajado son la temperatura y la
humedad. Se consideran temperaturas favorables para la fecundacion entre 15y 20 ° C,
en tanto que temperaturas inferiores a 13° C dificultan el desarrollo del tubo polinico.
Durante el periodo posterior a la fecundacién y hasta el fin de la caida fisioldgica, el
aumento térmico provoca incrementos en la abscision, siendo los cambios bruscos de
temperatura aun mas importantes en la promocion de la misma. La humedad relativa y
del suelo afecta el cuajado, es asi como humedades relativas bajas acompafiadas de bajas
temperaturas promueven la caida de frutitos en desarrollo. En condiciones de alta
transpiracion que no puede ser repuesta con facilidad por el estado hidrico de la planta se
produce un aumento en la abscision de frutitos que conlleva a una pérdida de cosecha
(Agusti, 2003).

Entre los factores hormonales que afectan el cuajado, las giberelinas y las
citoquininas son generalmente consideradas como reguladores positivos del crecimiento
de fruto, mientras que las auxinas presentan efectos contradictorios, estimulando el
crecimiento en las primeras etapas de desarrollo del fruto y luego pasan a ser agentes de

abscision, estimulando la sintesis de etileno (Iglesias et al., 2007).

Las otras dos hormonas que actlan regulando este proceso son el acido abscisico
(ABA) promoviendo directamente la abscision a traves de la sintesis de enzimas
hidroliticas e indirectamente a través de la de la induccion de la sintesis de etileno a
través de su precursor el ACC (Taldn, 1997).

Las giberelinas estan involucradas en el cuajado y desarrollo de frutos existiendo
suficientes evidencias; en variedades con semilla no existen problemas de cuajado
debido a que son éstas uno de los principales lugares de sintesis de giberelinas,

hormonas responsables del desarrollo del ovario.
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En variedades sin semilla con alta capacidad partenocarpica, son las paredes del
ovario las que sustituyen la funcion de las semillas en el desarrollo del fruto ya sea por
ser lugar de sintesis o de recepcion de factores reguladores del desarrollo (Agusti, 2003).
En variedades con semillas y variedades sin semillas con alta capacidad de partenocarpia
los altos niveles de giberelinas hacen posible que no existan problemas de cuajado. En
variedades autoincompatibles en condiciones de monocultivo (en ausencia de
polinizacion cruzada) se logra producir fruta sin semilla, muchas veces con baja
productividad (Jackson and Futch, 1986). Esto Gltimo se debe a que son variedades con
bajos niveles de giberelinas lo cual limita el cuajado y por tanto la produccion (Talén et
al., 1990).

La disponibilidad de carbohidratos es otro de los factores importantes que
influyen sobre el cuajado y determinan la periodicidad e intensidad de la abscision
(Moss, 1972). Una evidencia de ello es el efecto que logra la practica del anillado
aplicada en Citrus, justo después de antesis a un cultivar de bajo cuajado y aplicado en
plena abscision de frutitos en un cultivar de alto cuajado. En ambas situaciones el
anillado logra aumentar el cuajado de ambos cultivares, independiente de su capacidad
para cuajar; mediante el aumento de la disponibilidad de carbohidratos (Rivas et al.,
2006).

En el caso de los citrus existen otros factores asociados a la disponibilidad de
carbohidratos que afectan el cuajado. Uno de esos factores es la presencia de hojas en el
brote, que tiene como efecto un mayor desarrollo vascular de los tejidos brindando
mayor flujo xilematico de agua y nutrientes (Erner et al., 2000). Brotes con hojas
aportan un 85% de los frutos a cosecha Yy el restante 15% proviene de brotes sin hojas.
Una posible explicacion es que los brotes con hojas son los que aparecen mas tarde en
la estacion por lo que se desarrollan en presencia de mayor temperatura ambiente
logrando asi una mayor tasa de crecimiento y ademas un mayor tamafio del ovario

(Lovatt y Streeter, 1984). Durante la primera fase de crecimiento del fruto, cuando se
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determina el nimero de frutos que permanecera en la planta la presencia de hojas limita

la abscision e incrementa el cuajado final. (Da Cunha Barros y Gravina, 2006).
1.5. PARTENOCARPIA

La produccién de frutos sin semillas se denomina partenocarpia (Frost y Soost,
1968) y puede adoptar diferentes formas dependiendo del momento en el cual el

desarrollo de la semilla es interrumpido (Varoquax et al., 2000).

La partenocarpia puede clasificarse en obligada y estimulativa, entendiéndose la
primera como el cuajado sin ningun estimulo externo. La tendencia partenocérpica y la
esterilidad del évulo pueden variar independientemente. La capacidad partenocarpica de
las variedades esta relacionada con los diferentes tipos de esterilidad gamética que se
pueden producir. En variedades con partenocarpia obligada, ésta se relaciona a la
esterilidad gametica absoluta, tanto masculina (incapacidad para producir polen
funcional), como femenina (incapacidad para producir sacos embrionarios). De la
primera existen muchos ejemplos tales como el naranjo “Washington Navel” y el
mandarino “Satsuma”. La esterilidad gamética femenina absoluta no es muy comun en
los Citrus aunque existen variedades en donde la mayoria de 6vulos que producen estan
desprovistos de saco embrionario, como el mandarino “Satsuma”, los naranjos dulces
“Washington Navel” y “Valencia”, los pomelos “Ruby” y “Duncan” y los limones

“Lisbon” y “Eureka”.

En todos ellos excepto en “Lisbon”, el grado de formacion de embriones no
sexuales en los ovulos, denominado embriogenesis adventicia o nucelar, es elevado
(Tadeo et al., 2003).

Se define partenocarpia estimulativa como aquella que necesita de algun tipo de
estimulo para la produccion de frutos. En este caso los estimulos pueden ser la
polinizacion, la germinacion del polen, o el crecimiento del tubo polinico sin la

presencia de la fecundacion. Muchas veces la fertilidad del 6vulo y la presencia de polen
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compatible enmascara la partenocarpia estimulativa (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).
Es el caso de las denominadas variedades partenocarpicas facultativas en condiciones
de monocultivo, pueden formar frutos sin semillas, es el caso de mandarina “Ellendale”
(Vithanage, 1991) y de la mandarina “Clementina de Nules” (Soler Aznar, 1999),
mientras que dichas variedades autoincompatibles en condiciones de polinizacion
cruzada con presencia de polen compatible producen semillas (Spiegel-Roy and
Goldschmidt, 1996).

La partenocarpia estimulativa esta relacionada a la esterilidad gamética relativa, la
cual representa tanto la autoincompatibilidad gamética o incapacidad de producir
embriones por autopolinizacion, aunque los gametos sean perfectamente viables, como
la incompatibilidad cruzada o incapacidad para formar gametos por polinizacién
cruzada. En cualquiera de los casos, el grano de polen germina al entrar en contacto con
el exudado del estigma y comienza el crecimiento del tubo polinico, sin embargo este no
progresa mas alla de las papilas estigmaticas y morfolégicamente, presenta

deposiciones irregulares de calosa (Tadeo et al., 2003).

En algunos casos existe la stenospermocarpia que es la fecundacion seguida de un
aborto post-zig6tico que resulta también en la produccion de frutos sin semillas.
(Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996)

Resultados recientes de cruzamientos utilizando mandarino “Satsuma” como
progenitor femenino y polen de otras variedades de Citrus como progenitor masculino
hacen plantear la hipotesis de que la partenocarpia en esta variedad estuviera codificada
por al menos dos genes complementarios dominantes siendo heterozigota para ambos
genes (Vardi et al., 2008).
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1.6. OBTENCION DE FRUTOS SIN SEMILLAS

La produccion de frutos sin semillas ha sido de gran interés tanto para el
mejoramiento genético como para el manejo fisiologico-reproductivo. Los metodos de

mejoramiento genético utilizados con este objetivo se pueden resumir en:

i) la mutagenesis inducida por radiacién o agentes quimicos, que permite aumentar
la frecuencia de mutaciones espontdneas en plantas con propagacion vegetativa y la
obtencion de triploides (Raza et al., 2003, Vardi et al., 2008). Un ejemplo mas reciente
fue la utilizacion de radiacion para producir frutos partenocarpicos en pummelo “Tosa-
Buntan” naturalmente auto-estéril y sin capacidad partenocarpica, mediante la
polinizacion cruzada con polen irradiado de otra variedad citrica (Hyuga-natsu) que

produjo el aborto de semillas (Ogata et al., 2008).

i) métodos que utilizan la recombinacion sexual: cruzamiento de diploides con
tetraploides (2n x 4n), cruzamiento de tetraploides con diploides (4n x 2n) y triploides
espontaneos. Recientemente ha surgido otra forma de obtener triploides como lo es el
cultivo de endosperma. El endosperma es un tejido unico, pues resulta de la fusion de

tres nucleos haploides, dos nucleos polares y un nacleo del polen y por tanto es triploide.

Con el desarrollo de técnicas de cultivo de tejidos “in vitro” fue posible obtener
embriogenésis a partir de cultivo de tejido de endosperma y asi producir a partir de este

ultimo plantas triploides, sin semillas (Raza et al., 2003).

iii) métodos biotecnoldgicos que son independientes de la recombinacion sexual.
Las técnicas convencionales de mejoramiento han tenido muchas dificultades en la

produccidn de triploides, dado por complicaciones reproductivas de la planta.

Para levantar dichas restricciones, Ultimamente han surgido nuevas técnicas de

mejoramiento:
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-Hibridacién somatica via fusion de protoplastos y desarrollo de cyhibridos: forma mas

importante de produccion de triploides (Raza et al., 2003).

Grosser et al. (2000), reportaron la obtencion de hibridos sin semillas mediante
fusion somatica combinando suspensiones de protoplastos embriogénicos de mandarina
Satsuma (cultivar andro estéril) con protoplastos de otras variedades con semillas
(mandarina “Murcott”, hibrido “Orie Lee”, mandarina “Sunburst”, etc). Esto fue posible
gracias a que la andro esterilidad citoplasmatica es controlada por el genoma
mitocondrial y este control fue trasmitido por los protoplastos embriogénicos de la
mandarina “Satsuma” (Raza et al., 2003, Vardi et al., 2008).

-Generacién de plantas transgénicas: mediante el desarrollo de protocolos eficientes
para la transformacion de diversos genotipos y la introduccidn en citrus de genes de

potencial interés agronémico (Navarro et al., 2004).

Un ejemplo de lo anterior es la produccion de transgénicos de lima: plantas
conteniendo genes para la reduccion de produccion de semillas, a través de inoculacion
con Agrobacterium conteniendo los genes de interés en su plasmido T. Los posibles
transformantes fueron identificados y se propagaron las lineas seleccionadas (Koltunow
et al, 1995). Li et al. (2002) reportaron aborto de embriones produciendo
stenoespermocarpia y resultando en la produccion de frutos sin semillas en mandarina

“Ponkan” transformada con genes suicidas barnasa.
1.7. INDUCCION DE PARTENOCARPIA

Otra via de produccion de frutos sin semillas es mediante la aplicacion de
sustancias quimicas, ya sea reguladores, inhibidores del desarrollo u otras. La induccién
de partenocarpia, ha sido reportada como una practica de potencial valor comercial en
diferentes cultivos, ya que permite eliminar o disminuir la presencia de semillas sin

disminuir la productividad y calidad de frutos.
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1.7.1 Induccién de partenocarpia en especies frutales y horticolas

1.7.1.1. Fungicidas

Los fungicidas han sido reportados como inhibidores de la germinacién de polen
y del crecimiento del tubo polinico en diversas especies como meldn (Cucumis melo L.)
y “Cranberry” (Vaccinium macrocarpon Ait.). En esta Ultima especie la aplicacion de
fungicidas como captan, triforine e hidréxido de cobre en floracion inhibieron la
germinacion de polen sin afectar el cuajado de las bayas ni el rendimiento (Bristow y
Shawa, 1981). Elezaby y Hasseeb (1995) reportan los mismos resultados con la

aplicacién de fungicidas en distintas variedades de manzano.
1.7.1.2. Reguladores e inhibidores del desarrollo

Las semillas son 6rganos con alta capacidad de sintesis hormonal, especialmente
de giberelinas que incrementan la capacidad fosa de los frutos jovenes. La polinizacion,
seria la responsable del cuajado inicial de frutos, a traves del estimulo de la sintesis de
giberelinas; de acuerdo a Ben-Cheikh et al. (1997) flores emasculadas abscisionan en un
99% mientras que las intactas, sélo lo hacen en un 50%; la aplicacion exdgena de acido
giberélico (GA3) en pre-antesis de naranja “Pineapple”, logra sustituir el estimulo del

polen en flores emasculadas.

En vid, el GA3 aplicado en pre y post-antesis (Fellman et al., 1991; Lu et al.,
1997; Shiozaki et al., 1998) ha resultado el producto mas eficiente en inducir
partenocarpia aunque con variaciones de acuerdo a la concentracion, momento de

aplicacion, estado de desarrollo de las flores y condiciones climaticas.

En manzano “Cox’s Orange Pippin” la aplicacion de una mezcla de GAs, BAP y
acido naftoxiacético 2 semanas post caida de peétalos indujo partenocarpia sin

disminucién del tamafio de frutos (Kotob y Schwabe, 1971).
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En “Cloudberry” (Rubus chamaemorus L.), una especie del grupo de los frutos
del bosque o pequefios frutos, la aplicacion en floracion de GA;, GAs, GA, y dimetil-
GA, que son giberelinas 3p hidroxiladas, indujeron desarrollo partenocarpico efectivo.
Si bien el tamafio de baya fue menor, no hubo cambios en la maduracion y en el color de
las mismas (Juntilla et al., 2002). Esto coincide con lo evidenciado anteriormente en la
variedad de ardndano “Highbush” donde la aplicacién de giberelinas en floracién

estimulo el cuajado y desarrollo de frutos partenocarpicos (Mainland y Eck, 1968).

El modo de accién de las giberelinas como inductoras de partenocarpia no ha
sido dilucidado. En vid se ha propuesto que las aplicaciones pre-antesis actuarian
matando los dvulos y las post-antesis estimulando el crecimiento posterior de los frutitos
sin semilla (Motomura e Ito, 1972). Fellman et al. (1991), proponen un ‘desarrollo
incongruente’ entre el pistilo y el saco embrionario, por un desarrollo acelerado del
primero y sin cambios en el segundo lo que resulta en la falla en la formacion de
semillas. Kimura et al. (1996) trabajando en la variedad de vid “Muscat Bailey”,
plantean que el efecto de la aplicacion de giberelinas entre 9 y 14 dias pre-antesis inhibe
el crecimiento del tubo polinico en el pistilo, no penetrando més alla del estilo. También
encuentran una disminucion del namero de o6vulos con potencial de ser fertilizados. El
80% de los dvulos presentan sacos embrionarios sin fusion de los nlcleos polares o se

encuentran en un estado de desarrollo muy inicial.

Las auxinas han demostrado ser promotoras de partenocarpia en varias especies.
El 4cido indolacético se encontrd en estrecha relacién con el nivel de partenocarpia en
pepino (Cucumis sativus), mientras que la aplicacion exdgena de ANA y GA;
aumentaron los niveles enddgenos del acido indolacético favoreciendo el cuajado de
frutos partenocérpicos (Kim et al., 1992). En la variedad de ardndano “Highbush”,
Mainland y Eck (1968) reportaron aumento del cuajado de frutos partenocarpicos pero
con reduccion del tamafio de bayas con respecto al testigo con la aplicacion de 2,4,5-
T(acido trichlorofenoxyacetico). A pesar de que no se conoce el modo de accion de las

auxinas se ha observado que a nivel “in vitro” existio un efecto inhibidor del crecimiento
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del tubo polinico con aplicaciones de 200 mgL™ de 4cido indolacético en cebolla (Kwan
etal., 1969).

El acido jasmonico es otro producto que ha demostrado ser inductor de
partenocarpia en algunas especies como la frutilla, inhibiendo la germinacion del polen.
Una dosis de 0.5mM redujo la germinacion de los granos de polen desde 42.5 a 5.8%
con respecto al testigo (Yildiz y Yilmaz, 2002). En vid la combinacion de acido
jasmonico y giberelina produjo el mayor porcentaje de bayas sin semillas aplicado seis

dias antes de plena floracion.

El porcentaje de frutos sin semilla aumenté significativamente al incrementar la
concentracion de acido jasmonico sin afectar la calidad de baya y sin producir toxicidad
a altas concentraciones. Al igual que en frutilla el acido jasménico actia como inhibidor

tanto de la germinacidn del polen como del crecimiento del tubo polinico.

Cuanto mayor es la fertilidad del polen méas dificil es inducir partenocarpia por
aplicacién de giberelinas, por lo que aplicaciones de esta hormona con inhibidores de la
germinacion del polen y del crecimiento del tubo polinico como el &cido jasmonico
pueden aumentar la proporcion de frutos sin semillas en cultivares que no responden a la
aplicacién de giberelinas. La combinacion de estas dos sustancias actlda disminuyendo
la germinacion del tubo polinico y esta disminucién es cuadratica en funcion del

aumento de la concentracion del acido jasmoénico (Shiozaki et al., 1998).

Recientemente la aplicacién de Paclobutrazol, un inhibibor de la sintesis de
giberelina, ha resultado efectivo como inhibidor del desarrollo de 6vulos fecundados,
observandose mediante fluorescencia la deposicion de calosa que demuestra dicho
efecto. Ademas present6 efecto reductor del tamafio de semilla de un 13% en cosecha
(Mesejo et al., 2008).
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1.7.1.3. Otras sustancias

Se ha demostrado la capacidad de varios productos de controlar la fertilizacion o
inducir partenocarpia. Uno de ellos es la enzima ARNasa B1 purificada de Aspergillus
Niger B-1 eficiente en controlar la fertilizacién en especies frutales. Esta enzima
aplicada en almendro, nectarino y mandarina “Murcott” present6 dos efectos, inhibiendo
la germinacién del polen y generando tubos polinicos cortos y desorientados que
fracasaron en la penetracion del estilo. Al mismo tiempo se observd necrosis de tejido

embrionario (Roiz et al., 2000).

1.7.2. Induccidén de Partenocarpia en Citrus

1.7.2.1. Sulfato de cobre (CuSOy)

Recientemente, Mesejo et al. (2006) obtuvieron resultados positivos con el uso
de sulfato de cobre para inducir partenocarpia en diferentes cultivares de citrus. A nivel
“in vitro”, aplicaciones de 25mg L™ de CuSOj, inhibieron la germinacion del polen, y
aplicado 8 horas después de la germinacion, el desarrollo del tubo polinico se detuvo.
Aplicaciones a botén floral (25mgL™) previo a polinizacién en mandarina “Clemenules”,
no solo frenaron el desarrollo del tubo polinico sino que redujeron en 96% el nimero
promedio de semillas por fruto. Las aplicaciones a planta entera en plena floracion (60%
flor abierta) con 25mg L™ en tangor “Afourer” bajo condiciones de polinizacién cruzada,
disminuyeron significativamente el nimero promedio de semillas por fruto (en un 55%
en el primer afio y un 81% en el segundo afio) y aumentaron en forma significativa el
porcentaje de frutos sin semillas sin reducir el rendimiento. Existe muy poca
informacion de qué efecto producen los compuestos de cobre sobre el polen para que se
inhiba el crecimiento y desarrollo del tubo polinico, aunque se ha reportado que el cobre
como metal pesado, produjo un abultamiento del extremo anterior del tubo polinico
debido a la organizacién anormal de las fibrillas de la pared celular, lo cual resulté en la

detencion de su crecimiento (Sawidis y Reiss 1995).
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1.7.2.2. Acido giberélico (GAs)

En citrus, existe evidencia del efecto de las giberelinas como inhibidoras del
desarrollo de semillas en fruto. Tominaga (1997) aplicando 200 mg L™ de GA;z en
antesis en mandarina “Ponkan” con el objetivo de incrementar el cuajado, reportdé como
un resultado secundario, una disminucion significativa del namero de semillas en frutos

de tamafio medio o pequefio, pero no en frutos grandes.

Feinstein et al (1975) con aplicaciones de 20 mgL™ de GA;s reporta una
reduccion en el namero de semillas desarrolladas y no desarrolladas en mandarina
“Dancy” y en mandarina “Temple”, disminuyendo el niimero de frutos cosechados y el

peso de los mismos.

En “Murcott” variedad de mandarina autocompatible con una dosis de 100 mgL™
de GAsaplicadaa planta entera en plena floracion, se logré una reduccion de 30% de las
semillas totales sin afectar el tamafio ni el contenido de sélidos solubles de los frutos

(Domingues y Rodrigues, 2007).

Resultados recientes demuestran que con la aplicacion de 200 mgL™ de GA; se
logra reducir significativamente el nimero de semillas por fruto en una variedad
autoincompatible como el pummelo “Chandler”. La aplicacion doble fue mas efectiva
que la simple, la primera en plena floracion y el segunda dos semanas posteriores (Erner
etal., 2008).

Existe por lo tanto una amplia variacion en la respuesta de diferentes variedades
al GAgs, tanto en la disminucion del nimero de semillas formadas, como en el cuajado y

desarrollo de los frutos.

Mesejo et al. (2008) con la aplicacién de 10mgL™ de GA; préximo a la antesis
en mandarina “Clemenules” (Citrus clementina Hort ex Tan.) confirma el efecto
desincronizante de esta sustancia sobre la fertilizacion, en condiciones de polinizacion

cruzada.
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La aplicacion de GA3 promueve el aborto de 6vulos asi como la reduccién del
crecimiento del tubo polinico. Todos los momentos de aplicacion cercanos a antesis
produjeron frutos sin semillas, siendo los mas efectivos aquellos en los cuales la

aplicacion fue mas temprana.
1.7.2.3. Acido naftalenacético (ANA)

En citrus el uso de auxinas de sintesis ha tenido efecto en la reduccion del
nimero de semillas. Aplicaciones de 150 mgL™ de ANA a planta entera tanto en inicio
de floracién como en frutitos recién cuajados, provocaron una disminucion significativa
del nimero de semillas que alcanzo al 28% en mandarina “Dancy” y 18% en mandarina
“Temple” asi como un aumento del nidmero de semillas abortadas (Feinstein et al.,
1975).

En “Ortanique” y “Temple” aplicando la misma dosis de ANA se obtuvo
reduccién significativa (27%) en el namero de semillas, pero se verificd una reduccion
del tamafio de fruto, la cual fue mas severa en aplicaciones tempranas a frutitos recién

cuajados (Lewin y Monselise, 1976).

Recientemente Dominguez y Rodrigues (2007) reportan resultados coincidentes
con los de Feinstein et al. (1975) con la aplicacién de ANA a 100, 150 y 200mgL™. Las
aplicaciones realizadas a planta entera en la mandarina autocompatible “Murcott”,
lograron reducir un 30% del total de semillas viables en relacion al testigo. No existio
reduccién en el tamafio o peso de los frutos ni tampoco hubo efecto en el nimero de

semillas no viables o sobre el contenido de solidos solubles.

En pummelo “Chandler” (autoincompatible) los resultados coinciden con los
anteriores. Aplicaciones de 150 mgL™ de ANA a planta entera lograron reducir
significativamente el namero de semillas por fruto, siendo la aplicacion doble la mas
efectiva (Erner et al., 2008).
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El modo de accion de las auxinas no estd completamente dilucidado pero existe
evidencia de aborto de embriones por aplicacién de ANA a dosis de 300 y 450 mgL™ en

mandarina “Temple” y “Ortanique” (Lewin y Monselise, 1976).
1.8 CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS DE “MONTENEGRINA”

“Montenegrina” es una de las variedades de mandarina mas requeridas por los
mercados destino de exportacidon, alcanzando altos precios debido a que presenta muy
buenas caracteristicas organolépticas (buen sabor, facilidad de pelado, menor nimero de
semillas que la mandarina comun). Su cultivo ha sido reportado en Argentina, Brasil y
Uruguay (Anderson, 1996; Gambetta et al., 2008) aunque con difusién limitada. Debe
su origen a una mutacion natural de la mandarina Comun obtenida en Montenegro, Rio
Grande do Sul, (Anderson, 1996; De Souza y Zugno, 2001). Las flores son completas y
autocompatibles, de tamafio pequefio a mediano, desarrollandose preferentemente en
brotes uniflorales con o sin hojas. Cuando los botones florales alcanzan un diametro
promedio de 3-3.5mm, presentan células madres de polen en todas las fases de
desarrollo, inclusive granos de polen ya formados. Presenta microesporogénesis regular,
lo que indica elevados indices de fertilidad masculina; el porcentaje de polen viable

supera el 95% (Rodrigues y Cunha Dornelles, 1999).

Se caracteriza por presentar alta calidad de fruta, recoleccién tardia y un nimero
menor de semillas por fruto que la original, entre 6-8 (Anderson, 1996), 14 (Rodriguez
et al., 1999), 12 (Koehler-Santos et al., 2003), 1-34 (Mesejo, com. pers.}) y 2-15
(Gravina, com. pers.?), con promedio de 7 para nuestro pafs (Gambetta et al., 2008) y un

alto grado de poliembrionia, con una media de 5.7 embriones (Rodrigues et al., 1999).

' Comunicacién personal con PhD. Carlos Mesejo, 2007.

2 Comunicacién personal con MSc. Alfredo Gravina, 2006.
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En las condiciones de produccion de Uruguay se clasifica como una variedad de
comportamiento alternante. En afios “on” con elevados niveles de floracion predominan
brotes de flor solitaria y terminal y casi nula presencia de brotes mixtos. A pesar de los
altos niveles de floracion y la presencia de brotes solitarios se mantienen altos
porcentajes de cuajado. En afios “off” la floracion es practicamente nula, alcanzando una

intensidad de floracion de 2 flores cada 100 nudos (Gambetta et al., 2008).

En variedades autofecundas como “Montenegrina”, la alta capacidad de cuajado
aun en condiciones de alta floracion y competencia, se asocia a la presencia de las
semillas en crecimiento, lo que puede limitar su valor comercial. Lograr reducir el
porcentaje de frutos con semillas y el niUmero promedio de semillas por fruto se presenta
como una alternativa para incrementar su valor. Con tal fin a partir del afio 2004 se ha
estudiado la capacidad partenocarpica natural de “Montenegrina” para las condiciones
de Uruguay. Se concluyé que esta variedad presenta baja o nula capacidad
partenocarpica, presentando 5.2% y 0% de cuajado final en flores emasculadas

comparado con 26 y 28% en flores control (Chouza et al., 2008).

Ensayos preliminares para inducir partenocarpia en “Montenegrina” utilizando
4cido giberélico (GAs) 10 a 20 mgL™ o sulfato de cobre (CuSO,) a 25 mgL™ , no han
logrado obtener reduccion significativa en el namero de semillas por fruto, tanto en

aplicaciones localizadas a flor como a planta entera (Chouza et al., 2008).

Para cumplir con dichos objetivos se plantea como hipétesis de trabajo que la
aplicacion de concentraciones adecuadas de NAA, CuSO4, GA3 y sus combinaciones,
en los estados sensibles de desarrollo de las flores pueden reducir el nimero de semillas
promedio por fruto y el porcentaje de frutos con semillas en una variedad de mandarina
autocompatible como “Montenegrina”, mediante la inhibicion de la germinacion de
polen y el crecimiento del tubo polinico y/o la promocion de la pérdida de viabilidad de

los 6vulos.
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A partir de la informacién precedente y conociendo la baja capacidad
partenocarpica natural que presenta dicha variedad se plantean como objetivos de este
trabajo: (1) evaluar la eficacia de reguladores de crecimiento y sulfato de cobre en el
control de la presencia y nimero de semillas por fruto; (2) determinar como actlan
dichos productos sobre la biologia reproductiva de la variedad en estudio y (3)

determinar la viabilidad del uso de dichas sustancias como practica de uso comercial.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se llevd a cabo en el establecimiento fruticola Agriyu,
localizado en la zona de Kiyl, departamento de San José (35° LS), Uruguay. Se
realizaron tres experimentos, los dos primeros en la primavera del 2006 en un mismo
cuadro de mandarina Montenegrina” (Citrus deliciosa Tenore) y el Gltimo en la

primavera del 2008 en otro cuadro de la misma quinta. Los experimentos fueron:

2.1 GERMINACION DE POLEN “IN VITRO”

En plena floracion se recolectaron 30-40 flores al inicio de la antesis (estado 61 de la
escala BBCH) de arboles testigo del cuadro utilizado en el experimento 1. Las flores se
colocaron en una caja de petri abierta la que se depositd en una cadmara con silica gel
durante 24-36 horas para que abrieran las anteras. Luego se mantuvieron las anteras

abiertas en heladera durante 2 horas para que se hidrataran los granos de polen.

La germinacidn de los granos de polen se realizé en portaobjetos, colocando una
base de 750ul de medio solido. De las anteras se extrajeron los granos de polen frotando
las mismas con pincel fino para recoger la mayor cantidad de granos de polen, los cuales
se depositaron sobre el medio sdlido de cada portaobjeto. Posteriormente se cubrieron

los granos de polen con 30 ul de medio liquido.

Se utilizé el medio de cultivo Brewbaker y Kwack (1963) (10% sucrosa, 100
ppm H3BO3, 300 ppm Ca (NO3),.4H,0, 200 ppm MgSO,y 100 ppm KNO3 con PH 5.4
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+ 0.1) y se dividio en dos partes, una se utiliz6 como medio liquido y la otra como
medio solido con el agregado de Phytagel (polvo incoloro espesante) con el fin de que el
medio fuera lo méas transparente posible para facilitar la observacion de los granos de
polen en el microscopio. A su vez ambos medios de cultivo se dividieron en 9
soluciones cada uno. A cada una de esas soluciones se le agregaron los productos en las
concentraciones determinadas para cada uno de los tratamientos. Se utilizd un disefio

completo al azar con 9 tratamientos y 3 repeticiones.

Los tratamientos realizados fueron:

(1) GA; (4cido giberélico, 100 mgL™)

(2) GA; (4cido giberélico, 200 mg.L™)

(3) ANA (4cido naftalen-acético, 200 mg.L™)

(4) ANA (4cido naftalen-acético, 300 mg.L™)

(5) CuSO, (sulfato de cobre, 50 mgL™)

(6) CuSO, (sulfato de cobre, 100 mgL™)

(7)CuSO; (sulfato de cobre, 100 mgL™) + GAs (4cido giberélico, 100 mgL™)

(8) CuSOy, (sulfato de cobre, 100 mgL ™)+ ANA (4cido naftalen-acético, 200 mg.L™)
(9) Control

Se colocaron los preparados en camara oscura a 25°C y 70-80% de humedad
hasta que el tratamiento Testigo germiné (aproximadamente a las 72 horas). Una vez
que germinaron los granos de polen, se fijaron con solucion de FAA (5% formaldehido,
5% acido acético, 90% etanol al 70%, 5:5:90). La germinacion de polen, se evaluo
contabilizando un promedio de 300-400 granos por repeticion con ayuda de un
microscopio optico (OLYMPUS ECE-Bi). Del total contabilizado, se determind el
namero de granos de polen germinados para calcular el porcentaje de germinacion. Se
tomo6 como criterio que un grano de polen germind, cuando el largo del tubo polinico

superaba el didmetro del mismo (Stanley y Linskens, 1974).
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2.2. INDUCCION DE PARTENOCARPIA EN FLORES INDIVIDUALES

Se seleccion6 un cuadro de mandarina “Montenegrina” (Citrus deliciosa Tenore),
proveniente de un cambio de copa de tres afios de edad con Salustiana (Citrus sinensis
(L.) Osbeck) como intermediario, injertado sobre Trifolia (Poncirus trifoliata L.Raf.)
con riego localizado y en un marco de plantacion de 5.5 x 3 metros. Se marcaron 12
arboles tomando como criterio para la seleccion, que presentaran alta floracién,
distribuida de forma homogénea, sin deficiencias nutricionales evidentes y en buen

estado sanitario. EI experimento se dividio en dos partes:

2.2.1. Estudio del efecto de los tratamientos inductores de partenocarpia sobre la

viabilidad de los granos de polen v los évulos

En flores preantesis, estado 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1995)se aplicaron los
tratamientos de 2.2.2 y se marcaron 75 brotes adicionales en los dos arboles restantes de
los seleccionados en dicho cuadro. A grupos de 15 flores (unidad experimental la flor)
de dichos brotes marcados, se les aplicaron los mismos cinco tratamientos de 2.2.2.). Se
recolectaron y se fijaron 5 flores por tratamiento en tres momentos: 0, 5 y 10 dias
postaplicacién para observar en microscopio optico con fluorescencia el efecto de los
productos sobre el crecimiento de los tubos polinicos y la viabilidad de los évulos. Se

utilizé un disefio completo al azar con 5 tratamientos y 5 repeticiones.

Las flores recolectadas se fijaron en solucion de FAA (5% formaldehido, 5%
acido acético, 90% etanol al 70%, 5:5:90) y se guardaron a 4 °C de temperatura hasta
que fueron analizadas. Previo al anélisis las flores se procesaron de la siguiente forma:
se les eliminaron los pétalos, se lavaron con agua destilada y se mantuvieron en sulfito
sodico, al 5%, durante una noche. Al dia siguiente, utilizando una nueva solucion de la
misma concentracion de sulfito sdédico, los tejidos se ablandaron durante 30 a 40
segundos en microondas (JAMES-20NDG) a 100 watts.
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Para observar la germinacion de los granos de polen y el desarrollo del tubo
polinico, se separ0 el pistilo (estigma y estilo) del ovario y se secciond
longitudinalmente bajo lupa binocular (OLYMPUS SZ40) con ayuda de bisturi y
pinzas. Se colocaron los pistilos seccionados en solucién de azul de anilina al 0.1% en
KoHPO,4 0.1 N (Kearns y Inouye, 1993) donde se mantuvieron por 20 a 30 minutos para
tefiir los tejidos. Las secciones de pistilos se colocaron en portaobjetos con una gotita de
glicerina liquida para evitar que se deshidrataran los preparados, se cubrieron con
cubreobjetos, evitando la formacion de burbujas de aire y se realizé un squash. El azul
de anilina tifie la calosa que se deposita en las paredes del tubo polinico durante su
crecimiento, en forma de tapones y a intervalos irregulares. La calosa tefiida e iluminada
con luz ultravioleta emite fluorescencia, lo que permite observar tanto la germinacién de
los granos de polen como el desarrollo del tubo polinico. La evaluacion de la
germinacion de los granos de polen se realizo contando al azar 200-300 granos de polen
por flor en tres campos visuales, mientras que el desarrollo del tubo polinico en el estilo
se determin6 como el porcentaje de estilo recorrido por el tubo polinico mas largo. Para
observar la viabilidad de los oOvulos, los ovarios ablandados se seccionaron
ecuatorialmente bajo una lupa binocular (OLYMPUS SZ40) con la ayuda de bisturi y
pinzas. Se colocaron en solucion de azul de anilina al 0.1% en K;HPO,4 0.1 N durante
20-30 minutos para tefiirse. Los 6vulos se rescataron y depositaron sobre un portaobjetos
con una gota de glicerina liquida y se cubrieron con un cubre objeto, evitando la
formacién de burbujas de aire, y se realizd un squash. Se sellaron los preparados con
esmalte para facilitar su manipulacion. Los dvulos que inician su proceso de
degeneracion sintetizan calosa en el extremo chalazal de la nucela, lo que permite su
observacion en microscopio dptico con fluorescencia. Se utilizé microscopio Olympus
Vanox AH3 y filtro U BH2-DMU para el rango de linea de emision Hg 334-365 nm. El
porcentaje de Ovulos viables se determinod contando al azar entre 15 y 20 6vulos por
flor, se consideraron viables aquellos que no presentaban depositos de calosa en la zona

de la chalaza, no emitiendo fluorescencia en esa zona.
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2.2.2 Aplicacion de tratamientos inductores de partenocarpia a flores individuales

En 10 de los 12 arboles seleccionados, se marcaron 500 brotes de flor terminal a los que
se les contabilizé el nimero de hojas por brote y su localizacion en el arbol. Se utiliz6 un
disefio de bloques completos al azar con 10 bloques, 5 tratamientos y 10 flores por

tratamiento (unidades de submuestreo).

Los tratamientos aplicados fueron:
1) ANA (200mgL™)

2) GA3 (100 mgL™)

3) GA; + CuSO, (100 mgL ™ c/u)
4) CuSO, (100 mgL™)

5) Control

La solucién de GAs, se acidifico a pH 4.0-4.5 y en todos los casos, a las
soluciones se les agreg6 un agente humectante no ionico al 0.05%. Las aplicaciones se
realizaron con pulverizadora manual en forma localizada a flores en estado 59 de la
escala BBCH (Agusti et al., 1995). En el caso del tratamiento combinado de GAs y
CuS0O4, ambos productos se aplicaron por separado sobre las mismas flores en el mismo

momento.

Cada 7 dias se contabilizd el nimero de flores o frutitos remanentes por
tratamiento, y se evaluo el didmetro de los frutos a partir de los 30 dias post-aplicacion.
A los 65 dias post-aplicacion se cosecho el experimento como consecuencia de la caida
masiva de frutitos en algunos de los tratamientos como el de ANA, CuSO, y el control.
Se cuantificd la presencia de semillas, contabilizando el nimero total por fruto y se

midié ademas el diametro de fruto y el grosor de la cascara.
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2.3. INDUCCION DE PARTENOCARPIA EN PLANTAS COMPLETAS EN
CONDICIONES DE CAMPO

Se selecciond un cuadro de mandarina “Montenegrina” (Citrus deliciosa Tenore), de 8
afios injertado sobre Trifolia (Poncirus trifoliata (L).Raf.) en plena produccion, con

riego localizado y con un marco de plantacion de 5.5 x 3.5 metros.

Durante la brotacion se seleccionaron 30 arboles que presentaran alta floracion,
distribuida de forma homogénea, sin deficiencias nutricionales evidentes y en buen
estado sanitario. Se manejaron dos condiciones: la mitad de los arboles fueron podados
previo a floracién (para evitar dafio de planta por excesiva carga de fruta) y la otra mitad
sin podar. Se utilizo un disefio de bloques completos al azar con un arbol como unidad
experimental y 3 repeticiones por tratamiento en cada condicion. Se utilizaron las filas
del cuadro elegido como bloques en base a que presentan un manejo similar. Los

tratamientos aplicados fueron:

(1) GAs 100 mg.L™ tnica aplicacion 30-40 % de flor abierta

(2) GAs 100 mg.L™ doble aplicacion 30-40 % y 70-80% de flor abierta
(3) CuSO, 100 mgL™ tnica aplicacién 30-40 % de flor abierta

(4) CuSO, 100 mgL™ doble aplicacién 30-40 % y 70-80% de flor abierta
(5) Control

Las aplicaciones se realizaron con pulverizadora de puntero a una presion de 10 -
12 bar, cubriendo todo el follaje hasta punto de goteo. La solucién de acido giberélico
(GA3) se ajustd a un pH de 4.0-4.5, a la cual se agregd un humectante no ionico al
0.05%. En el caso del sulfato de cobre (CuSO,) se le agregd el mismo agente
humectante a igual dosis. El gasto promedio por planta de ambos soluciones de
productos aplicados fue de 7,3 1y 6,7 I. Luego del final de caida fisioldgica se realizo
raleo de frutos en forma manual utilizando el criterio comercial de la quinta con el fin de

evitar una excesiva carga que dafase la planta. Se contabilizaron los frutos raleados por
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arbol y se tuvieron en cuenta en el numero final de frutos cosechados por arbol. Los
frutos raleados se tomaron como muestra para contabilizar el numero de semillas por
fruto y se midio el calibre de cada fruto. A partir de 30 dias post-caida de pétalos, en
periodos de 20 dias se midi6 el diametro ecuatorial de 30 frutos al azar por planta hasta
el momento de cosecha. En cosecha se midid rendimiento contabilizando el nimero de
frutos y los kilos de fruta por arbol. A una muestra de 50 frutos al azar por arbol, se le
midid el diametro ecuatorial y se contabilizd el nimero de semillas totales y abortadas

por fruto.
El analisis estadistico de las variables se detalla por experimento:

Experimento 2.1.: La variable discreta “proporcion de granos de polen
germinados” se analizd segun razén de verosimilitud, a través del Modelo Lineal
Generalizado (McCullagh y Nelder, 1989), asumiendo distribucién binomial y funcion

de enlace logit. En la comparacion de medias se hicieron contrastes utilizando Chi?.

Experimento 2.2.1: Las variables continuas “niimero medio de tubos polinicos”,
“distanciamaxima recorrida por los tubos polinicos”, se analizaron a través de un
Modelo Lineal Mixto, asumiendo distribucion normal y la diferencia de medias se

analiz6 mediante el test de Tukey.

Experimento 2.2.2: Las variables continuas “nimero medio de semillas totales
por fruto”, “nimero medio de semillas verdaderas por fruto”, “nimero medio de
semillas abortadas por fruto”, “calibre medio por fruto” se analizaron a través de un
Modelo Lineal General, considerando el blogque como factor aleatorio, asumiendo
distribucion normal y la diferencia de medias se analizd mediante el test de Tukey. La
variable discreta “proporcion de frutos cuajados”, se analizO segin razon de
verosimilitud, a través del Modelo Lineal Generalizado (McCullagh y Nelder, 1989),
asumiendo distribucion binomial y funcion de enlace logit. En la comparacion de medias

se hicieron contrastes utilizando Chi?.
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Experimento 2.3.: Analisis de varianza para las dos situaciones poda y no poda
determinando el efecto poda y su interaccion con las demas variables. Las variables
continuas “ndmero medio de semillas totales por fruto”, “nimero medio de semillas
verdaderas por fruto”, “nimero medio de semillas abortadas por fruto”, “calibre medio
por fruto”, “numero medio de frutos por arbol”, “kilos por arbol” y “peso medio de
fruto” se analizaron a través de un Modelo Lineal Mixto, asumiendo distribucién normal
y la diferencia de medias se analiz6 mediante el test de Tukey. La variable discreta
“proporcion de frutos cuajados”, “proporcion de frutos sin semillas”, “proporcion de
frutos con 1-4 semillas” se analizd segun razén de verosimilitud, a través del Modelo
Lineal Generalizado (McCullagh y Nelder, 1989), asumiendo distribucion binomial y
funcion de enlace logit. En la comparacién de medias se hicieron contrastes utilizando
Chi?. Se utilizé un modelo Lineal Mixto y se realiz6 un ANAVA para los efectos poda,
tratamiento e interaccion poda con tratamiento, donde los bloques se consideraron
factores aleatorios. Analisis estadistico de todas las variables medidas en campo y en

laboratorio utilizando el programa SAS/STAT (1997).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. GERMINACION DE POLEN “IN VITRO”

El porcentaje de germinacion de polen “in vitro” de “Montenegrina” fue del
40% (cuadro 1). Este valor de germinacion se considera adecuado para los citricos de
acuerdo a reportes de distintas especies y variedades que se analizaron durante dos afios
consecutivos, determindndose valores de entre 0.6 a 86.3% (Pardo et al., 2007). Estos
autores observaron diferencias entre especies y entre variedades de la misma especie,
ademas de existir variaciones en la germinacion del polen entre los dos afios analizados.
En mandarina “Comutn”, variedad que dio origen a “Montenegrina”; reportaron un 67.9
a 73.5% de germinacién de polen in vitro, utilizando la misma técnica de germinacién y
el mismo medio de cultivo que en el presente trabajo. El valor obtenido de germinacion

“in vitro” para “Montenegrina”, se considera elevado tomando como referencia el
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reporte de Rodrigues y Cunha Dornelles (1999) en el cual los granos de polen de
mandarina “Montenegrina” presentaban un 96.13% de viabilidad utilizando la técnica de
tefiido de grano de polen con carmin acético y entre 19.36 y 33.68% de germinacion en

medio de cultivo con sacarosa, acido borico y nitrato de calcio.

Todas las concentraciones y combinaciones de productos aplicados al medio de
cultivo, inhibieron la germinacién de polen in vitro en relacion al control (cuadro 1,
Figura 1B, 1C, 1D). En el caso del CuSO, aplicado a 50 y 100 mgL™, sélo o combinado
con GAs y ANA los resultados obtenidos en “Montenegrina”, confirman lo reportado
por Mesejo et al. (2006) en mandarina “Fortune”, y se alinean con el efecto inhibidor de
diferentes compuestos de cobre en la germinacion del polen de diversas especies
vegetales (Bristow y Shawa, 1981, Abott, 1991; Elezaby y Hasseeb, 1995)

El cobre mineral ha demostrado ser polinicida en cerezo y damasco y a mayor
concentracion del mismo, menor el porcentaje de germinacién de polen y el crecimiento

de tubo polinico (Gur y Topdemir, 2008).

El GA3 s6lo o combinado con CuSO, alcanzo similares resultados (cuadro 1). Se
ha demostrado que las giberelinas actdan a nivel de los dvulos, ya sea mediante el
aborto de los mismos, el desarrollo anormal del saco embrionario, o por el desarrollo
desincronizado entre el estilo y el saco embrionario (Motomura e Ito, 1972, Fellman, et
al., 1991). Nuestros resultados demuestran que el GA3; también afecta a los granos de
polen inhibiendo su germinacién en “Montenegrina”. Este resultado coincide con lo
encontrado por Kimura et al. (1996) en la variedad de vid “Muscat Bailey”, donde la
aplicacion de GA; solo o combinado con estreptomicina presentd los menores
porcentajes de germinacion de polen, mientras que la aplicacion de estreptomicina sola
no modificé el comportamiento de los testigos. Las giberelinas han demostrado ser
polinicidas en otras especies como Allium cepa, evitando el desarrollo de granos de
polen y de anteras, produciendo plantas estériles (Van Der Meer y Van Bennekom,
1973, 1976).
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El ANA redujo significativamente la germinacion de polen “in Vitro” y existe
evidencia en otras especies que confirman dicho resultado. Zhang y O’ Neill, (1993)
han propuesto que las auxinas, conjuntamente con el etileno actian coordinando el
desarrollo de gametos femeninos y masculinos para favorecer la fertilizacion. Se ha
reportado que concentraciones mayores a 50 mgL™ de auxina (AlA) inhibieron la
germinacion de polen en Allium cepa y provocaron detencion de desarrollo del tubo
polinico, el cual aparecié como una minima protuberancia (Kwan et al., 1969). Similares
resultados han sido encontrados en manzano con la aplicacion de AlA, verificandose
germinacion anormal de polen y efecto negativo en la elongacion del tubo polinico
(Elezaby y Hasseeb, 1995).

Cuadro 1. Germinacién de polen “in vitro” en porcentaje por tratamiento y en mandarina
“Montenegrina”. Tratamientos aplicados al medio de cultivo: ANA 200 y 300 mgL™,
CuS0O4 50 y 100 mgL™, GA; 100 y 200 mgL™, combinacién de CuSO, con GA; 100
mgL™ cada uno y combinacién de CuSO, 100 mgL™ con ANA 200 mgL™ y control.

Tratamiento % de germinacion Error
estandar

(mgL™)

ANA 200 1,32¢c 0,005325
ANA 300 1,58 bc 0,005309
ANA 200 + CuSO,4 100 | 1,77 bc 0,004665
CuSQO, 50 1,92 bc 0,005853
CuSO, 100 0,49c 0,003168
GA; 100 3,98 b 0,010508
GA; 200 1,35 bc 0,005090
GA; 100 + CuSO, 100 | 1,32bc 0,004439
Control 40,32 & 0,017732

separacion de medias Test Chi*

ns: no significativo, diferencia significantiva (P <0.01), N= 27
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Figura 1. Granos de polen en medio de cultivo con distintos tratamientos. A) Granos de
polen germinados en el control, B) granos de polen tratados con 100mgL™ de CuSOy sin
germinar con alguna protuberancia emergiendo que se detuvo, C) granos de polen sin
germinar tratados con 100mgL™ de GAs y CuSO, , D) granos de polen sin germinar
tratados con 200mgL™ de ANA.

3.2. INDUCCION DE PARTENOCARPIA A FLORES INDIVIDUALES

3.2.1. Estudio del efecto de los tratamientos inductores de partenocarpia sobre la

viabilidad de los granos de polen y los 6vulos

El estudio de viabilidad de polen y évulos se llevo adelante a través del analisis
de: viabilidad de los granos de polen, mediante la determinacion del nimero de tubos

polinicos desarrollados a nivel del estigma y midiendo la longitud maxima recorrida por
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el tubo polinico mas largo en el estilo. La viabilidad de los 6vulos se analiz6 mediante la
observacion de depositos de calosa en la zona de la chalaza como sintoma de
obstruccion del flujo vascular y de pérdida de viabilidad de los mismos. La viabilidad de
los évulos no se pudo determinar pues existieron problemas de ajuste de la técnica de
teflido y aclarado de los mismos, que imposibilitaron la observacion de los depdsitos de
calosa en la chalaza. De todas maneras con los resultados de nimero de tubos polinicos
a nivel del estigma y la longitud maxima recorrida por el tubo polinico méas largo, se
pudo determinar el efecto de los distintos productos sobre la viabilidad del polen en

distintos momentos del desarrollo de la flor.

Al dia cero, en que se aplicaron los tratamientos con las flores pre-antesis en
estado de desarrollo 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1995) (figura 5B y 5C), se
observo muy poco polen a nivel del estigma. En el control germinaron en promedio sélo
18 granos de polen y ninguno de ellos crecid mas allad del estigma (cuadro 2). Esto
altimo indica que en estado de flor cerrada, no existié posibilidad de cleistogamia
debido por un lado a la falta de maduracién de las anteras que estaban aiun himedas
(datos no presentados), y por otro a la falta de madurez del grano de polen y el pistilo.
Como resultado se observé un bajo nimero de tubos a nivel del estigma que no fueron

capaces de desarrollarse (cuadro 2).

A los cinco dias post-aplicacion (cuadro 2, figura 5B) sélo el CuSO,4y el ANA
redujeron  significativamente la germinacion de polen mientras que todos los
tratamientos inhibieron el crecimiento del tubo polinico en relacion al control (cuadro
2). Si bien el CuSO4y el GA3 no provocaron una reduccion significativa en el nimero de

granos germinados, su nimero se redujo a la mitad comparado con las flores control.

A los diez dias post-aplicacion (cuadro 2, figura 5B) en todos los tratamientos se
verificd una disminucion del nimero de tubos polinicos a nivel del estigma, con respecto
al control. En cuanto al crecimiento del tubo polinico, el ANA no provoco inhibicion del

mismo con respecto al testigo. Por el contrario, el GA3 fue el que presentd el mayor
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efecto inhibidor, deteniendo el crecimiento del tubo polinico en la zona del estigma,
mientras que en esa fecha en el control los tubos polinicos llegaron a recorrer mas del
75% del estilo (cuadro 2). Es importante sefialar que estos resultados son nuevos para
una especie autocompatible como “Montenegrina”, ya que los Ginicos reportes existentes
sobre la inhibicion del crecimiento del tubo polinico con GA3 en citricos, son de Mesejo

et al. (2008) para “Clemenules” variedad autoincompatible.

El CuSO,, alos cinco y a los diez dias postaplicacion redujo significativamente
el crecimiento del tubo polinico. Esto coincide con lo observado en mandarina “Fortune”
donde la aplicacidn in vitro de 25 mgL™ de CuSQy 8 horas posteriores a la germinacion
de polen, detuvo por completo el crecimiento de tubo polinico, mientras que el testigo
continud creciendo y se increment6 un 50% en longitud (Mesejo et al., 2006). En ese
mismo trabajo la aplicacion de CuSO4 a flores en el momento de la polinizacion,
también inhibié el crecimiento de tubo polinico lo cual coincide con los resultados
obtenidos para mandarina “Montenegrina”. El cobre como mineral o bajo distintas
formas quimicas ha demostrado ser inhibidor del crecimiento del tubo polinico en varias
especies de plantas (Abbott, 1991, Sawidis y Reiss, 1995, Gir y Topdemir, 2008). El
efecto del cobre mineral sobre el tubo polinico ha sido reportado, al igual que para otros
metales pesados, afectando la estructura de la pared celular del tubo polinico (Speranza
et al., 2007). En Lilium longiflorum se observo que el cobre mineral provocé una
desorganizacién de la estructura de la pared celular a nivel del extremo del tubo,

provocando asi que no continuara su crecimiento (Sawidis y Reiss, 1995).

El GA; aplicado previo a la antesis tuvo un efecto similar, provocando la
inhibicion del crecimiento del tubo polinico a los cinco y diez dias post-aplicacion. En
ese periodo se interrumpié el crecimiento a nivel del estigma, provocando que no
existiera interaccion entre polen y estilo (figura 2D). Este resultado coincide con lo
reportado por Mesejo et al. (2008), donde la aplicacion de 10 mgL™ de GA; redujo el
crecimiento del tubo polinico y s6lo el 20% del estilo fue recorrido en flores de

“Clemenules” tratadas, contra un 60% en el control.
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El efecto dependidé del momento de aplicacién, ya que en las flores tratadas en
antesis, los tubos polinicos no llegaron a los dvulos, y se produjo un arresto completo del
crecimiento que impidio completamente la fertilizacion, a tal punto que la reduccion en
el namero de semillas fue del 100% (Mesejo et al., 2008). Por otro lado en las flores
tratadas un dia posterior a antesis, los mismos autores reportan que los tubos llegaron a
fecundar el 15% de los dvulos doce dias después y esto resultd en un 55% de reduccion
en el nimero de semillas. En el presente trabajo las aplicaciones fueron realizadas
previas a la antesis y la inhibicion del crecimiento del tubo polinico fue significativa en

ambas fechas y se intensifico su efecto con el tiempo y la maduracion del polen.

Segln Mesejo et al. (2008) el GAs, ademas de tener un efecto directo inhibiendo
la elongacion del tubo polinico, también promueve la elongacion del estilo haciendo que
se dificulte aun més la llegada al dvulo. Esto podria ser una explicacion al menor
recorrido logrado por los tubos polinicos a los diez dias, comparado con la distancia
recorrida a los cinco dias. Kimura et al. (1996), reportan resultados similares en la
variedad de vid “Muscat Bailey” con aplicaciones previas a plena floracion, donde se
pudieron observar muy pocos tubos polinicos y todos ellos sin sobrepasar la region
estigmatica. En una linea coincidente, en el cultivar de vid “Delaware”, aplicaciones
prefloracion de GAgs, inhibieron significativamente el crecimiento de los tubos
polinicos, impidiendo la penetracion al micrépilo adn luego de 3 y 5 dias posteriores a la
polinizacion. Se observd ademas que las aplicaciones prefloracion produjeron
deformacion del extremo del tubo polinico afectando su elongacion y direccionamiento

hacia el évulo (Okamoto y Miura, 2005).

El ANA redujo significativamente el nimero de tubos polinicos en el estilo con
respecto al control a los cinco y diez dias pos-aplicacion. El crecimiento de los mismos,
también disminuyé a los cinco dias post-aplicacion y a la mitad a los diez dias post-
aplicacion con respecto al testigo. Si bien las auxinas han demostrado ser reguladoras
del crecimiento de tubo polinico y del desarrollo de 6évulo (Zhang y O’Neill 1993), y

concentraciones menores a 0,5 mgL™ han promovido el crecimiento del tubo polinico en
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cebolla, las superiores a 50 y 100 mgL™ han provocado su inhibicién (Kwan et al.,
1969). Con 200 mgL™ ni siquiera ocurrié la emergencia del tubo polinico, observandose
apenas una pequefia protuberancia en el grano del polen (Kwan et al., 1969). Estos
mismos autores han reportado que dosis superiores a 5 mgL™ de AIA produjeron
acumulacién de dicho metabolito, lo cual provocé aumento del potencial osmético que
termind con la ruptura del tubo polinico. En manzano, Elezaby y Hasseeb (1995),
también reportan reduccion del crecimiento de tubo polinico en plantas tratadas en plena
floracion con 10 y 100 mgL™ de AIA con respecto a plantas sin tratar. Esa reduccion
del crecimiento del tubo polinico fue acompafiada de una germinacion anormal del

grano de polen.
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Cuadro 2. Numero promedio de tubos polinicos germinados en estigma y distancia
maxima de estilo recorrida por el tubo polinico mas largo (%) por tratamientoa los 0, 5
y 10 dias post- aplicacion en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos localizados a
flor: ANA 200 mgL™, CuSO4100 mgL™, GA; 100 mgL™, combinacién de CuSO4y GA;

100 mgL™ cada uno y control.

Dias post- | Tratamiento N° de tubos Error Distancia maxima Error
aplicacién polinicos Estandar recorrida Estandar

(% de estilo)

0 Control |18 e Estigma 0 -
ANA 0 Estigma
CusO4 9 Estigma
CuSO4+GA; | 0 Estigma
GA; 0 Estigma
5 Control 120 & 16,2242 82,6a 8,6072
ANA 27,4 b 19,6 b
CuSO, 63,4 ab 27 b
CuSO4+ GA; | 28,2b 14 b
GA; 61 ab 32 b
10 Control 566 a 63,9728 77,6 a 12,5030
ANA 30,6 b 30,6 ab
CuSO, 68,8 b 23 b
CuSO4+ GA; | 226 b 23 b
GA; 20,8 b 5 b estigma

Z separacién de medias Test de Tukey, ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.01), N=75
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Figura 2. Tubos polinicos germinados a nivel del estigma y el estilo al dia diez post-
aplicacion en de cortes de flor de mandarina “Montenegrina” observados en microscopio
de fluorescencia. A) tubos polinicos en el estigma de flores control, B) tubos polinicos
en el estigma de flores tratadas con GA; a 100mgL™, C) tubos polinicos en estilo de

flores control, D) Corte de estilo en flores tratadas con GAz a 100mgL™.
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3.2.2. Aplicacion localizada a flores.

3.2.2.1. Cuajado

La aplicacion de GA; solo o combinado con CuSO4 incremento significativamente
el cuajado en relacidn al control y al resto de los tratamientos (figura 3). Este incremento
fue constante durante todo el periodo de abscision y se mantuvo en el cuajado final.
Estos resultados coinciden con varios reportes que demostraron que las giberelinas son
responsables del incremento del cuajado, tanto por las aplicaciones exdgenas, como por
el aumento en los niveles enddgenos luego de la polinizacién (Ortola et al., 1997; Talon
etal., 1997).

Las aplicaciones de CuSO4 presentaron similar cuajado que el control durante
todo el periodo analizado (figura 3), por lo que el aumento cuantificado en el

tratamiento combinado, es atribuible al GAs.

El ANA adelant6 la abscision de frutos jovenes a partir de los 15 dias post-
aplicacion hasta que el experimento finalizd, aunque el cuajado final fue similar al
testigo (figura 3). El efecto raleador de las auxinas de sintesis, entre ellas el ANA, ha
sido demostrado en diferentes cultivares de citrus cuando son aplicadas en floracién o
durante la caida fisiologica (Ortola et al., 1997). Existié ademas una abscision severa de
los tratamientos control y CuS04 que dej6é muy pocos frutos al momento que el
experimento finalizé (65 dias post-aplicacion). Esto inhabilité que se hiciera un analisis
estadistico completo para alguna de las variables evaluadas como el tamafio final de
fruto y porcentaje de frutos sin semillas. En el caso de tamafio de fruto se realizo el
analisis estadistico del diametro de fruto con los datos de las dos semanas previas a la
finalizacién del experimento, pues era la Ultima fecha de medicion, en la cual quedaba

un namero suficiente de frutos en los tratamientos testigo, CuSO.y ANA.
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Figura 3. Evolucion del cuajado de fruto por tratamiento segun dias después de antesis
(dda) en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos localizados a flor: ANA 200 mgL ™,
CuS04 100 mgL™?, GA; 100 mgL™, combinacién de CuSO4y GAs 100 mgL™ cada uno

y control.

3.2.2.2. Tipo de abscision

Los distintos productos aplicados para inducir partenocarpia, produjeron
diferencias en el tipo de abscision. Los frutos citricos presentan dos zonas distintas de
abscision durante su desarrollo. Durante las primeras semanas de desarrollo los frutos en
Su mayoria, presentan la zona de abscision en la base del pedunculo, cayendo con el
mismo incluido. Mas adelante y hasta el final de la caida fisiolégica la zona de abscision
cambia pasando a ser en la base del caliz del fruto, de tal modo que los frutos caen sin
pedunculo. Estas dos etapas de abscision estan separadas por una etapa de transicion de
dos o tres semanas, donde los frutos pueden presentar los dos tipos de abscision (Goren,
1993).
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Durante el periodo posterior a la aplicacion de los tratamientos, entre un 60 a 90
% de las flores tratadas con ANA presentaron caida de frutos sin pedunculo desde el
inicio del cuajado hasta la fecha en que finalizo el experimento (figura 4A, anexo 6.1B).
Este resultado coincide con lo reportado por Ortola et al. ( 1997), donde aplicaciones de
200 mgL™ retrasaron la abscision en la base del peddnculo y promovieron la abscisién a
nivel del céliz en inflorescencias incubadas y remojadas en ANA. Por el contrario, se
observo que el CuS0, provocd caida de frutos en su gran mayoria con pedunculo,
durante todo el periodo de abscision (figura 4B, anexo 6.1D). El resto de los
tratamientos presentaron una proporcion similar de ambos tipos de caida durante el
periodo de abscision, prevaleciendo en las etapas tempranas de desarrollo del fruto, la
caida con pedunculo y en las etapas tardias la caida sin pedunculo, coincidiendo con lo
propuesto por Goren (1993) (figura 4C, 4D y 4E).
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Figura 4. Evolucién del tipo de abscision de fruto (con y sin pedinculo) por tratamiento

en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos localizados a flor: A) ANA 200 mgL™?, B)
CuS0,100 mgL™, C) GA3 100 mgL™, D) combinacién de CuSO,y GA; 100 mgL™ cada

uno, E) control.
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3.2.2.3. Presencia y namero de semillas

La aplicacion de GA3 solo o con CuSQO,4 disminuyd significativamente el nimero
promedio de semillas por fruto comparado con el control y el tratamiento con ANA
(cuadro 3). Estos resultados coinciden con Feinstein et al. (1975), quienes reportan una
reduccién significativa del nimero de semillas de 8.7 a 3.6 y 4.9 con 100 y 200 mg.L™
de GA; respectivamente, aplicados a superficies estigmaticas de mandarina “Dancy”,
variedad autocompatible. Recientemente, Mesejo et al. (2008) con aplicaciones
localizadas a flores, de 10 mg.L™ de GAgs logran una reduccién de 26 a 100% del
namero de semillas por fruto, dependiendo del momento de los tratamientos en
mandarinas autoincompatibles. Erner et al. (2008) determinaron que aplicaciones de
200 y 400 mg.L™ de GA; fueron las més efectivas en reducir el nimero de semillas en

pummelo “Chandler”.

Experimentos realizados en nuestro pais desde el afio 2004 al 2007, con
aplicaciones de 20 mg.L™ de GA; preantesis (figura 5C), tanto a flores individuales
como a arbol completo no fueron eficaces en inducir partenocarpia en “Montenegrina”
(Chouza et al., 2008). En este trabajo, el aumento de la concentracion de GA3 a 100
mg.L™? ha logrado reducir el nimero de semillas por fruto (cuadro 3, figura 5D), lo que
puede explicarse porque se trata de una variedad autocompatible que presenta baja
capacidad partenocarpica natural (Chouza et al., 2008), por lo que necesita
concentraciones mayores de GAs para producir frutos sin semillas o con menor nimero

de ellas.

La aplicacion de CuSO4 no redujo el nimero promedio de semillas por fruto
(cuadro 3, figura 5D). Este resultado difiere del obtenido por Mesejo et al. (2006)
quienes reportaron que aplicaciones de 25 mg L™ de CuSO, aplicado a flores 2 horas
previas a polinizacién redujeron el nimero de semillas por fruto en “Clemenules” de

24.6 a 1.1y aplicado 24 horas postpolinizacion se redujoa 17.7.
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La aplicacion de ANA no modifico significativamente el nimero de semillas en
relacion a los frutos control (cuadro 3). No existen reportes sobre el efecto de
aplicaciones localizadas a flor en citricos con ANA, en relacion a la presencia de
semillas, por lo que estos resultados son la primera aproximacion al conocimiento de su

efecto en una variedad autocompatible.

El GA; y el CuSO, solos o combinados redujeron el porcentaje de frutos con
semillas de 100% en los frutos control a 43, 75y 32% respectivamente, mientras que el
ANA no modifico el porcentaje de frutos con semillas en la muestra analizada. Debe
considerarse que el porcentaje de frutos con semillas no se pudo analizar
estadisticamente, por presentar muy pocos frutos en tres de los cinco tratamientos al

momento en que finalizo el experimento.

Cuadro 3. Numero de semillas por fruto, diametro de fruto (mm), espesor de cascara
(mm), y porcentaje de frutos con semillas por tratamiento en mandarina
“Montenegrina”. Tratamientos localizados a flor: ANA 200 mgL™, CuSO,4 100 mgL™,
GA; 100 mgL™, combinacién de CuSO4y GA; 100 mgL™ cada uno y control.

Tratamiento | N° de semillas Diametro de fruto  Espesor de cascara % de frutos con semillas

ANA 3.7 & 73 ¢ 0.7 b 100.0"
CuSO, 22 ab 85 b 13 ab 75.0
GA; 09 b 10.2 a 2.1 ab 43.1
CuSO,+GA; | 06 b 11.0 a 24 a 32.0
Control 52 a 9.0 b 13 b 100.0

“ separacion de medias Test de Tukey ns: no significativo, diferencia significativa (P < 0.05). Analisis
estadistico de datos a los 44 dias post aplicacién.

W Sin analisis estadistico debido a muestra insuficiente para analizar proporcion en los tratamientos ANA,
CuSO4 y Testigo. N° frutos al momento de cosecha: 6 control, 3 ANA, 4 CuSO,, 51 GA;, 50 CuSO,
+GA;
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Figura 5. Aplicacion a flores individuales; estadios de desarrollo de flor, momento de
aplicacion y semillas promedio por tratamiento A) arboles seleccionados donde se
marcaron los brotes con las flores a las que se le aplicaron los tratamientos, B) Estado
floral en que se recolectaron las flores tratadas para observar viabilidad de polen con
fluorescencia, C) Estado de floral (59 escala BBCH) al cual se aplicaron los
tratamientos, D) Frutos cosechados a los 65 dias pos-aplicacion con el nimero promedio

de semillas para cada tratamiento.
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3.2.2.4. Crecimiento de fruto

El tratamiento con GAj; incrementd el tamafio de fruto, aplicado so6lo o
combinado con CuSO4 (cuadro 3). El aumento en tamafio de fruto producido por el GA3
puede atribuirse, de acuerdo a Ben-Cheikh et al. (1997), a un aumento de la divisién
celular y al incremento radial de las células mesocarpicas. En el tratamiento combinado
de GA3 y CuSOq, existio un aumento significativo en el grosor de cascara comparado con
los tratamientos de ANA, CuSO,4 y control (cuadro 3), lo que evidencia la existencia de
un aumento adicional de la division celular en la corteza. EI ANA provocé raleo de
frutos, lo cual junto con la caida masiva de los tratamientos de CuSO,4 y control
inhabilité analizar estadisticamente la evolucién del diametro de fruto desde el cuajado
hasta el fin de caida fisiolégica. A pesar de esto Ultimo, se observaron didmetros
menores de fruto durante todo el transcurso del experimento en los frutos tratados con
ANA vy al momento de finalizacion del experimento se observd significativamente
menor tamafo en el tratamiento con ANA comparado con los frutos control y los del
resto de los tratamientos (cuadro 3). Este resultado es coincidente con los de Lewin y
Monselise (1976), donde la aplicacion de 150 mgL-1 de ANA a frutitos jovenes

disminuy¢ la tasa de crecimiento de los mismos en tangor “Ortanique”.
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3.3. INDUCCION DE PARTENOCARPIA CON APLICACIONES A PLANTA
COMPLETA EN CONDICIONES DE CAMPO

3.3.1. Presencia y numero de semillas

La aplicacion simple y doble de GAj3; logré disminuir significativamente el
namero de semillas verdaderas y totales en relacion al control, con una reduccion
promedio de dos semillas por fruto (cuadro 4). Este resultado coincide con lo reportado
por Feinstein et al. (1975), donde una aplicacion a principio y mitad de floracién de 20
mgL™ GA; a arboles completos redujo el nimero de semillas desarrolladas por fruto en
forma significativa de 125 a 9.7 y 10.3 promedio por fruto respectivamente en

mandarina “Dancy”, variedad autocompatible.

Erner et al. (2008) reportaron resultados coincidentes con los anteriores, con dos
aplicaciones de GA; de 200 y 400 mgL™ separadas por un periodo de dos semanas en
pummelo “Chandler” autoincompatible. La causa de no lograr una reduccion mas
importante en el nimero de semillas, no parece ser la concentracién aplicada, ya que
ésta fue efectiva en las aplicaciones localizadas a flor y ademas demostro ser el mejor
tratamiento inhibidor de la germinacion y el crecimiento del tubo polinico. La causa mas
probable esta relacionada con los momentos de aplicacién; en el presente trabajo se
hicieron una o dos aplicaciones con un intervalo de quince dias entre si, la primera con
30-40% de flor abierta y la segunda con 70-80% de flor abierta. Con estas dos
aplicaciones no se pudo cubrir un porcentaje importante de flores en los estados de
mayor sensibilidad y por lo tanto muchas de ellas no fueron afectadas por los
tratamientos (Anexo 6.2B). EI momento de aplicacion, relacionado al estado de
desarrollo de las flores es uno de los factores que mas importantes en la respuesta a la
aplicacién de GA; tal como lo demostr6 Mesejo et al. (2008) en “Clemenules”. Las
aplicaciones mas tempranas, 7 dias pre-antesis presentaron reduccion del numero de

semillas del 52% vy 2 dias pre-antesis la reduccion fue del 26%.
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Pero la aplicacién en antesis demostré ser la mas efectiva, ya que produjo arresto
completo del crecimiento del tubo polinico, previniendo la fertilizacion y logrando una

reduccion del 100% en el namero de semillas (Mesejo et al., 2008).

El nidmero de semillas abortadas no presentd diferencias significativas entre
tratamientos ni con el control (cuadro 4). Este resultado coincide con los de Feinstein et
al. (1975) donde aplicaciones con distintas dosis de GA3 tampoco produjeron diferencias

significativas en el nimero de semillas abortadas entre si, ni con el control.

Las aplicaciones simples y dobles de CuSO, no provocaron reduccion
significativa del nimero de semillas verdaderas y totales por fruto comparado con el
control (cuadro 4). Este resultado no confirma el reporte de Mesejo et al. (2006),
quienes verifican en dos afios de trabajo una disminucion significativa del namero de
semillas con aplicaciones de 25 mgL™ de CuSO, (ain menores a las aplicadas en el
presente trabajo) en mandarina “Afourer” en condiciones de polinizacion abierta,
reduciendo el nimero de semillas por fruto en un 55% y 81% respectivamente. Erner et
al. (2008) tampoco logran repetir esos resultados en pummelo “Chandler” con
aplicaciones de 25 y 100 mgL™ de CuSO,. La causa podria ser que tanto pummelo
“Chandler” como mandarina “Montenegrina”, son variedades con baja capacidad
partenocarpica y alta fertilidad de polen (Rodrigues y Cunha Dornelles, 1999,
Yamamoto et al., 2006), lo cual hace que no respondan a la aplicacion de CuSO, de la

misma forma que otras variedades que presentan alta capacidad partenocarpica.

Ninguno de los tratamientos inductores de partenocarpia aumenté
significativamente el porcentaje de frutos sin semillas con respecto al control, siendo
practicamente nulo en todos los casos (cuadro 5). No se pudieron confirmar en
Montenegrina los resultados obtenidos por Domingués y Rodrigués (2007) en una
variedad autocompatible como “Murcott” quienes alcanzaron una reduccion del 30% en
el porcentaje de frutos sin semillas con aplicaciones de 100 y 200 mgL™ de GAs, ni los

de Erner et al. (2008) con 200 y 400 mgL *en pummelo “Chandler”. Sin embargo, se



50

destaca el aumento significativo de los frutos con 1-4 semillas en relacién al control, con

unay dos aplicaciones de GA;z (cuadro 5).

Adicionalmente, no existio efecto de ninguno de los tratamientos en el porcentaje
de frutos con semillas abortadas y su namero promedio, lo cual podria sugerir la
ausencia de efecto de los productos sobre el desarrollo embrionario o sobre el desarrollo
del 6vulo en “Montenegrina”, lo cual no se pudo confirmar por carecer de resultados del

analisis de viabilidad de 6vulos.

Cuadro 4. Numero de semillas verdaderas, abortadas y totales promedio por fruto y
diametro promedio de fruto por tratamiento en mandarina “Montenegrina”.
Tratamientos aplicados a planta completa: aplicacion simple de CuSO,4 (CU1) y doble
(CU2), aplicacién simple de GA3; (GAL) y doble (GA2) y control.

Tratamiento Diametro de NUmero de semillas Numero de semillas NUmero de semillas

fruto(mm) verdaderas abortadas totales

Cul 53,63 ab 8,16 10,35 ab
Cu2 52,92 abc 7,89 ab 2 10,14 ab
GAl 50,36 bc 735 b 2 980 b
GA2 49,17 ¢ 709 b 3 970 b
Control 54,67 a 9,34 a 3 1196 a

2 separacion de medias Test de Tukey
ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.05)

N=1450
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Cuadro 5. Porcentaje de frutos sin semillas y proporcion de frutos con 1 a 4 semillas por
tratamiento en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos aplicados a planta completa:
aplicacion simple de CuSO,4 (CU1) y doble (CU2), aplicacion simple de GAs (GAL) y
doble (GA2) y control.

Tratamiento  %ofrutos sin semillas % frutos con semillas de 1 a 4 % frutos con semillas

abortadas
Cul Ons 9bc 84 ns
cu2 1 12 abc 85,5
GAl 3 2lab 86
GA2 2 23a 86,5
Control 1 5¢ 86

“ separacion de medias Test de Tukey
ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.05)

N=1450

3.3.2. Relacién entre el nimero de semillas y didmetro del fruto

El tratamiento de doble aplicacion de GA; fue el que presenté menor peso medio
de fruto en cosecha y menor diametro durante todo el periodo de crecimiento de fruto
(desde 76 hasta los 259 dias postaplicacion) en relacion al control (cuadros, 6 y 8). Por
el contrario los tratamientos con CuSO,4 no modificaron significativamente el tamafio de
fruto con respecto control en el periodo considerado. La correlacion entre el diametro de
fruto y el nimero de semillas fue baja, con un coeficiente R de 28 a 53% muy variable
segun tratamiento (datos no presentados), por lo que la disminucion en el tamafio de los

frutos tratados con GA3 no puede explicarse por la disminucion del nimero de semillas.

La existencia de una alta correlacion negativa (r = -0.82) entre el peso medio de
fruto y el nimero de frutos en cosecha, indica que el principal factor determinante del
menor tamafio de frutos en los tratamientos con GAgs, es el namero de frutos cosechados

que alcanzo un promedio por planta de 2895 en el doble tratamiento de GAs frente a
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1980 en el testigo en plantas no podadas (cuadro 7). La competencia entre frutos
provocada por un aumento del cuajado producido por el GAs, ha sido reportado por
varios autores como la principal causa de la disminucion en el tamafio en varios
cultivares de citrus (Agusti et al., 1982, Talén et al.,, 1992, Tominaga, 1997).
Consistentemente, aplicaciones de 50, 100 y 200 mgLde GA; con el fin de inducir
partenocarpia, incrementaron significativamente el porcentaje de cuajado a 45, 58, y
62% respectivamente y ese aumento llevé asociado una reduccion de 80 y 84% del peso

de fruto con respecto al control (Feinstein et al., 1975).

Cuadro 6. Evolucidn del diametro de fruto (mm) por tratamiento y condicién con y sin
poda segun dias post-aplicacion en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos aplicados
a planta completa: aplicacion simple de CuSO,4 (CU1) y doble (CU2), aplicacién simple
de GA3 (GA1l) y doble (GA2) y control.

Diametro Dias post- aplicacion
de fruto
(mm)

Condicion Tratamiento 76

Sinpoda  CU1 22,042 30,73a 34,27a 3695ab 39,13ab 43,11ab 4505ab 4572ab
cu2 21,4 ab 2942ab 33,72ab 37,77ab 39,55ab 43,45ab 4539ab 46,64 ab
GA1l 19,78 b 28,00 b 31,86b  3522b 3750 b 4154ab 43,46ab 43,79b
GA2 19,90 b 27,80b 31,63b  34,72b 36,77 b 40,08b 42,15b  44,15ab
Control 22,75 a 31,04a 3557a 3863a 4185a 4563a 47,00a 4855a

Conpoda CU1L 25,18 a 34,24 a 39,66 a 44,05a 4512a 52,28a 54,67a 54,28a
cu2 23,27bc  32,37ab 37,73a 40,36ab 4394ab 49,98ab 52,12ab 53,66 a
GAl 22,34 ¢ 30,61b 3529 b 38,26bc 41,73ab 47,11bc 49,79bc 50,78 ab
GA2 21,56 ¢ 29,85b 3436 b 3654c 40,17b  4486c 47,63c 47,8lb
Control 2489ab 336la 3866a 4159a 4513a 50,6lab 53,03ab 53,0la

Z separacion de medias Test de Tukey

ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.01)

N=90
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Cuadro 7. Numero promedio de frutos por arbol y por tratamiento segin condicion con
poda en mandarina “Montenegrina”. Tratamientos aplicados a planta completa:
aplicaciéon simple de CuSO,4 (CUL) y doble (CU2), aplicacién simple de GA3 (GAL) y
doble (GA2) y control.

Condicion Rendimiento en nimero de Error estandar

frutos

Sin Poda 2085 a 154,52
Con Poda 869 b 131,3
Sin Poda GA2 2895 a 2475
cul 2029 ab
Control 1980 ab
Ccu2 1798 ab
GAl 1727 b
Con Poda GA2 1211 b 167,6
GAl 1069 bc
Control 1039  bc
Cu2 588 cd
cul 439 d

Z separacion de medias Test de Tukey
ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.05)

N=30. No estan incluidos los frutos raleados por impedir el anlisis estadistico.
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Cuadro 8. Peso medio de fruto segln tratamiento y condicion de poda en cosecha,

mandarina “Montenegrina”. Tratamientos aplicados a planta completa: aplicacion simple
de CuSO,4 (CUL) y doble (CU2), aplicacion simple de GAs (GAL) y doble (GA2) y

control.

Condicién Peso medio de fruto(grs.) Error estandar
Sin Poda 60,09 a 6,183
Con Poda 93,18 b 7,232

Tratamiento

Control 86,27 a 6,998
Ccu2 82,39 ab
Cu1l 7811 ab
GAl 76,09 ab
GA2 60,32 b

“separacion de medias Test de Tukey, ns: no significativo, diferencia significantiva (P < 0.05), N=30

3.3.3. NUmero de semillas y rendimiento

Ninguno de los tratamientos con GA3z disminuyd el rendimiento fisico en nimero
de frutos promedio producidos por planta con respecto al control (cuadro 7). La doble
aplicacion de GA; afectd el rendimiento comercial al provocar disminucién de tamafio
de los frutos por debajo de 50 mm, lo cual no se considera como fruta exportable
(Federico Montes, com. pers.®). Si en siguientes ensayos se corrobora el efecto reductor
del numero de semillas de estos tratamientos seria conveniente tener en cuenta medidas
de manejo complementarias para mejorar el tamafio de fruto provocado por el efecto

promotor del cuajado que presenta el GA3 en “Montenegrina”. El raleo es una de esas

* Comunicacion personal con Ing. Agr. Federico Montes, 2010.
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medidas que se utiliza actualmente en esta variedad por los problemas de tamafio de
fruto que presenta debido su alta capacidad de natural de cuajado (Gambetta et al.,
2008).

4. CONCLUSIONES

En las condiciones del estudio, la mandarina Montenegrina presentd un minimo

indice de partenocarpia natural, con un 99% de frutos con semillas.

En condiciones “In vitro”, el polen presenta un alto porcentaje de germinacion, el
cual puede ser casi totalmente inhibido con GAsz; ANA y CuSO,4 en diferentes

concentraciones y combinaciones.

Estas mismas sustancias aplicadas a flores individuales, limitaron en forma
significativa el crecimiento del tubo polinico a los 5 y 10 dias posteriores a la
polinizacion. EI GAs resulto el mas eficiente, no permitiendo el avance del tubo polinico

mas alla del estigma a los 10 dias posteriores a la polinizacion.

La aplicacién de GAs (100mgL™) a flores individuales, indujo el desarrollo de
frutos partenocarpicos y un mayor porcentaje de cuajado que las flores control hasta los
65 dias post-aplicacion. Ni el CuSO4 ni el ANA lograron inducir partenocarpia,

presentando adicionalmente el ANA un adelanto en la abscision.

Las aplicaciones de GA3 a plantas completas, no modificaron el porcentaje de
frutos sin semillas en relacién al control, pero lograron una disminucion significativa en
el nimero promedio de semillas por fruto y un incremento en el porcentaje de frutos con
4 0 menos semillas. EI CuSO4 no fue eficaz en ninguno de los parametros evaluados con

respecto al control.

Desde el punto de vista de su uso como practica agronomica, se considera relevante
aumentar el nimero de aplicaciones, como forma de cubrir un mayor nimero de flores

en el estado de mayor sensibilidad al producto.
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6. ANEXOS

6.1 APLICACION LOCALIZADA A FLORES: TIPO DE ABSCISION Y TAMANO
DE FRUTO

Tipo de abscision y tamafio de fruto en algunos de los tratamientos. A) tamafio de fruto

tratado con ANA (200mgL™), B) abscisién sin pedinculo en el tratamiento con

ANA(200mgL™), C) tamafio de un fruto control. D) abscisién con pedinculo en fruto
tratado con CuSO, (100mgL™), E) tamafio de fruto tratado con GA; (100mgL™), F)

abscision con pedunculo de un fruto control al final del experimento.
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6.2 APLICACION A PLANTA COMPLETA EN CONDICIONES DE CAMPO

Estado de desarrollo floral al momento de aplicacién y niameros de semillas promedio
por tratamiento. A) Planta marcada en brotacion, B) estado floral de aplicacion de los
tratamientos. Namero de semillas segun tratamiento: C) fruto con doble aplicacién de
CuSO0,, D) fruto con una aplicacién de CuSO4 (100mgL™), E) fruto con una aplicacién
de GA3(100mgL™), F) fruto con doble aplicacion de GA3(100mgL™), G) fruto control.
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