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1. INTRODUCCION

La citricultura uruguaya ocupa una superficie efectiva de 14 mil
hectareas, con 6,8 millones de plantas totales de las cuales el 83% se
encuentran en produccion. Las principales especies cultivadas son las naranjas,
mandarinas, limones, y de forma marginal los pomelos. En el Uruguay el
objetivo de la produccion de citricos es la exportacion de fruta para el consumo
en fresco. En la dltima zafra el volumen de fruta exportada fue de 87 mil Mg,
equivalente a un 41% (MGAP. DIEA, 2019).

El mundo se ha encaminado al desarrollo de clubes de variedades,
donde éstas son cultivadas bajo sistemas de trazabilidad estrictos y con una
produccion limitada, bajo sistemas de licencias. Por lo tanto, la existencia de
vinculos fuertes con los obtentores varietales de distintos paises permitira y
facilitar4 la negociacion (Rivas et al., 2010).

La citricultura uruguaya se encuentra expuesta a la competencia del
mercado internacional, es por ello que debe desarrollar ventajas competitivas.
Para ello es necesario la introduccién, evaluaciéon y desarrollo de variedades
que se adapten a la demanda de los principales mercados de exportacién
uruguayos. Los estandares de calidad puestos por estos ultimos son cada vez
mayores. Las caracteristicas exigidas para mandarinas y sus hibridos son: facil
pelado, sin semillas, excelente calidad de la piel, alto contenido de °Brix, y
apropiada relacion soélidos solubles/acidez. Esto ha determinado un incremento
en la demanda por mandarinas a nivel mundial (Rivas et al., 2010).

El concepto de fruto sin semilla ha ido cambiando en el tiempo. Desde
hace 15 afios, se consideran como frutos sin semillas, cuando la presencia de
estas Ultimas es de 1 cada 100 frutos (Barry, 2004). La tendencia mundial del
mercado a exigir mandarinas con ausencia o baja presencia de semillas ha
llevado a que el mejoramiento genético esté fuertemente polarizado a crear
cultivares aspermos, mediante induccidon de mutaciones, u otras herramientas
biotecnoldgicas (Rivas et al., 2010).

En Uruguay existe un programa de mejoramiento genético de citrus
llevado a cabo por Facultad de Agronomia e INIA. En él, mediante cruzamientos
dirigidos, se han obtenido varios hibridos de mandarina y se han seleccionado
los de mejores caracteristicas organolépticas, y algunos por la ausencia de



semilla. La informacion en cuanto a sus caracteristicas reproductivas es escasa
y para algunos de ellos es nula.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es caracterizar el comportamiento
reproductivo de los hibridos F3P8 y F2P3, generados en el programa nacional
de mejoramiento genético de citrus.

1.1.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos propuestos son:
a) Comprobar la autoincompatibilidad de estos hibridos.
b) Determinar si existe intercompatibilidad entre ellos.

c) Determinar la capacidad de cuajado en auto e interpolinizacion.

! Vignale, B. 2019. Com. personal.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 LOS CITRICOS

2.1.1 Produccion citricola en Uruguay

La citricultura uruguaya ocupa una superficie efectiva de 14 mil
hectareas, con 6,8 millones de plantas totales de las cuales el 83% se
encuentran en produccion. Es el principal rubro fruticola del pais. La densidad
promedio actual es de 493 plantas por hectérea, el 61% de la superficie se
encuentra bajo riego y el rendimiento promedio general para la zafra 2018 fue
de 38 kg por planta. Las principales especies cultivadas son las naranjas,
mandarinas, limones, y de forma marginal los pomelos. La produccion de la
zafra 2018, considerando las cuatro especies, fue estimada en 217 mil
toneladas (estando por debajo del promedio de los ultimos cinco afios), de las
cuales las naranjas, mandarinas, limones, y pomelos representaron el 49%,
33%, 17,5%, 0,5% respectivamente. Las naranjas ocupan la mayor superficie
efectiva (46%), las mandarinas el 37%, los limones el 16%, y los pomelos tan
solo 0,5% (MGAP. DIEA, 2019).

Son 421 las explotaciones con citricultura comercial. La gran
especializacién y el aumento de escala han llevado a la concentracion de la
produccion. Tan solo 5 empresas con mas de 200 mil plantas producen el 57%
del total, y los productores de menos de 5 mil plantas (70% del total), solamente
aportan el 6% de la produccion total (MGAP. DIEA, 2019).

Existen dos zonas donde se concentra la produccién citricola en el pais:
la zona litoral Norte, abarcando los departamentos de Salto, Paysandu y
Artigas, y la zona Sur, constituida por plantaciones en los departamentos de
San José, Colonia, Canelones y Montevideo. La zona litoral Norte es la principal
en cuanto a produccién de todas las especies (88%) y superficie efectiva (91%),
superando el 94% en naranjas, mandarinas y pomelos, y el 70% de la superficie
de limones del pais. La superficie efectiva de la zona Sur es de tan solo un 9%,
y la produccion de un 12%, siendo el 70% limones. Ademas ambas zonas se
diferencian en cuanto a su mesoclima (MGAP. DIEA, 2019).

En el Uruguay el objetivo de la produccion de citricos es la exportacion
de fruta para el consumo en fresco. En la Ultima zafra el volumen de fruta
exportada fue de 87 mil Mg, de fruta destinada al mercado interno 83.819 Mg, e
industrializada 43.135 Mg, equivalente a 41%, 39% y 20% respectivamente
(MGAP. DIEA, 2019).



El mercado de EEUU tuvo su apertura en el afio 2014, al cual se
exporto fruta citrica por un total de 7,3 millones de U$S, ascendiendo en el afio
2017 a 27 millones de U$S. En la zafra 2018, las exportaciones de frutos
citricos a este mercado fueron de 37%, superando a las exportaciones
destinadas a la Union Europea (36%). El mercado de Brasil absorbio el 11% de
las ventas y se posicion6 en tercer lugar, seguido de Rusia (7%) y Canada
(3%). ElI mercado chino se encuentra abierto desde el afio 2016, aunque las
ventas destinadas a éste aun son menores (1%, MGAP. OPYPA, 2018).

Existen diferencias en cuanto a los destinos de los distintos productos.
El 60% (24.412 Mg) de las naranjas y el 55% (8.162 Mg) de los limones tienen
como destino la Unidon Europea, mientras que el 61% (17.389 Mg) de las
mandarinas se envia al mercado de EEUU (MGAP. OPYPA, 2018).

El sector citricola uruguayo se encuentra desde hace afios estancado
en cuanto al porcentaje de fruta exportada, siendo aproximadamente el 50%.
Esto puede ser explicado por el escaso crecimiento en superficie total, en el
area bajo riego, montes envejecidos, calidad y sanidad de las plantas, lento
recambio en el material genético (Caputi y Montes 2010, MGAP. DIEA 2011,
2013, 2015, 2019)

Una de las grandes importancias del rubro citricola es la mano de obra
empleada, siendo de 3.800 personas para el afio 2016 (MTSS, 2018).

La calidad de la fruta determinara el acceso y permanencia a los
mercados exportadores, asi como también el valor comercial. Segun Bono
(2000) hay dos clases de calidad, la extrinseca y la intrinseca. La primera
refiere a las propiedades que tendran los frutos luego de los procesos de
produccién, confeccion, transporte y distribuciéon, y la segunda, a las
caracteristicas inherentes a la fruta.

En el mundo, los programas de mejoramiento genético de citricos,
ademas de buscar excelentes calidades organolépticas en el fruto, apuntan a
materiales autoincompatibles y/o que no polinicen y sean estériles (Vardi et al.
2008, Navarro et al. 2015). También se ha investigado en la aplicacion de
medidas de manejo para reducir el nimero de semillas (Chao et al. 2005a,
Mesejo et al. 2008).

Si bien actualmente la tendencia mundial es hacia la produccién de
mandarinas de facil pelado y sin semillas, a partir de los resultados de Moltini et
al. (2018), en el cual entrevistaron a un gran numero de consumidores
uruguayos, concluyeron que el sabor y la jugosidad de las mandarinas, asi
como su contenido de vitaminas, deben tener un rol importante en la seleccién
de nuevas variedades. Por otra parte el tamafio, el precio y las manchas en la



cascara fueron caracteristicas de menor importancia al momento de decidir en
la compra.

2.1.2 Origen de los citricos y taxonomia

Los citricos tienen origen en el Sureste de Asia, incluyendo el Sur de
China y el Noreste de India y Burm. Actualmente se sabe la gran diversidad de
citricos que hay en Yunnan, y que sus rios fueron un gran mecanismo de
dispersion. Los pajaros y la actividad humana también actuaron como agentes
de dispersion de las semillas (Spiegel-Roy y Goldshmidt, 1996). En 1520,
procedente de China, fue introducida en Portugal la naranja dulce (Zaragoza,
2007).

Los espafioles introducen los citricos en América en el segundo viaje de
Coloén, posteriormente, los inmigrantes espafioles y portugueses promovieron el
establecimiento y produccién durante los siglos XVII y XVIII (Agusti, 2010). De
acuerdo a Ortiz de Taranco (2001), en los comienzos del siglo XIX, ya podian
distinguirse claramente tres zonas desde donde comenz6 a expandirse su
produccion: Montevideo, Melo y Rivera, y Salto. La expansion de los citricos
hacia Africa a mediados del siglo XVII la llevaron a cabo los colonos holandeses
y portugueses (Zaragoza, 2007).

Casi un siglo mas tarde se llevaron a Australia citricos procedentes de
Brasil. EI mandarino, fue el dltimo en expandirse a occidente en el siglo XIX
(Zaragoza, 2007).

Existen diferentes clasificaciones botanicas para los citricos, que
incluyen entre 16 (Swingle) y 162 (Tanaka) especies en el género Citrus
(Agusti, 2003b). La filogenia de los Citrus es controversial, dada la dificultad de
identificar las especies progenitoras puras o salvajes, debido a las sustanciales
hibridaciones interespecificas, que han resultado en numerosos cultivares
propagados clonalmente (Wu et al., 2018). Segun Ollitrault y Navarro (2012),
existen cuatro taxones basicos basados en descriptores morfolégicos y datos
moleculares: (C. maxima(Burm.) Merr., los pummelos; C. medica L., las cidras,
C. reticulata Blanco, las mandarinas y C. micrantha Wester). Las otras especies
cultivadas (C. aurantium L., la naranja agria; C. sinensis (L.) Osbeck, la naranja
dulce; C. paradisi Macf, la toronja; C. limon (L.) Burm. F., el limon y C.
aurantifolia (Christm.) Swingle, la lima) aparecieron por recombinacion entre los
taxones basicos.

Las especies de citricos que actualmente tienen valor comercial
pertenecen al género Citrus de la familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae
(Khan, 2007). En ésta ultima se encuentran también los géneros Fortunella



(Kumquat) y Poncirus. La Unica especie de éste género es Poncirus trifoliata, de
hojas caduca, resistente a bajas temperaturas, muy utilizada como portainjerto
en la citricultura mundial (Agusti, 2010), incluyendo el Uruguay (Gravina, 2014).

2.2 BIOLOGIA REPRODUCTIVA

Los citricos son plantas apomicticas facultativas, es decir que producen
semillas de forma sexual y asexual. En la reproduccion sexual se forman
células especializadas llamadas gametos, y la fusion del gameto masculino vy el
femenino lleva a la formacion del embrion y posteriormente a la semilla. La otra
forma de reproduccion es la asexual y es por apomixis, en la cual la formacién
del embribn se da sin que tenga lugar la fecundacion (Poehlman y Sleper,
2003).

Existen dos formas de apomixis, la embrionia adventicia o poliembrionia
y la apomixis gametofitica. En la primera, los embriones se desarrollan
directamente desde una célula nucelar, y es la que aparece en los citricos. En
el segundo caso los embriones se generan de una odsfera de un saco
embrionario diploide, originado a partir de una célula madre de las megéasporas
(apomixis diplosporia) o a partir de una célula nucelar (apomixis aposporia,
Poehlman y Sleper, 2003).

La poliembrionia ha significado una desventaja para los programas
clasicos de mejoramiento genético por hibridacion, debido a que el parental
femenino debe ser monoembridnico, para asegurar que la descendencia sea
efectivamente un hibrido. Por otra parte ésta es una ventaja para la forma de
propagacion por injertos en citricos, debido a que la obtencion de los
portainjertos por semilla, mantendra las caracteristicas favorables (clones) y
limitara e impedira la propagacién de virus y otros organismos transmisibles por
injerto (Gravina, 2014).

2.2.1 Floracién

Los citricos son angiospermas y por lo tanto el proceso reproductivo
ocurre en el érgano floral.

El proceso reproductivo consta de dos fases, la floracion y la
fructificacion. El primero comienza con la induccion floral, es decir, la captacion
de estimulos que permitan el pasaje de las yemas vegetativas a reproductivas;
posteriormente, proximo a la brotacion, tiene lugar la diferenciacion floral y la
maduracion de los verticilos florales. La floracion culmina con la antesis, es
decir, la apertura de la flor, y da comienzo al crecimiento y desarrollo del ovario,



hasta la maduracion comercial del fruto, segunda fase del proceso reproductivo
en citrus: la fructificacion (Tadeo et al. 2003, Agusti 2003a)

La induccion floral es promovida o inhibida por factores exégenos como
endogenos. Entre los promotores exdgenos los mas importantes son, en zonas
tropicales el estrés hidrico y en zonas subtropicales o templadas las bajas
temperaturas en los meses de otofio e invierno (Gravina, 2014). Chica y Albrigo
(2013), comprueban en naranja dulce, que el déficit de agua y la exposicidon a
bajas temperaturas (5 — 20 ° C) induce la floracion a través del aumento de la
transcripcion del gen CsFT.

El factor enddgeno mas relevante, inhibiendo la induccién floral, es la
carga de frutos, a través del contenido de giberelinas. Este efecto puede ser
directo durante la tercer fase de desarrollo del fruto, disminuyendo la formacion
de yemas reproductivas (Martinez-Fuentes et al., 2010), o indirecto en las
primeras etapas de desarrollo de los frutos, disminuyendo o inhibiendo la
intensidad de las brotaciones de verano y otofio, cuyas yemas son las que
poseen mayor capacidad de inducirse en comparacion con las formadas en la
primavera previa (Verreyne y Lovatt, 2009).

Ha sido demostrado que la presencia de fruta en las ramas inhibe la
siguiente floracion, reprimiendo tanto en hojas como en yemas los genes CiFT y
SOC1 (Mufoz Fambuena et al., 2011). La aplicacion de GA3 durante el
periodo inductivo produjo una disminucién de un 72 % de la floracién respecto
al testigo y se vio una reduccion en la expresion del CIFT. Cuando la aplicacién
es con paclobutrazol (PBZ) lo que sucede es inverso, se da aumento de 123 %
de la floracion, y un aumento de CIFT (Mufioz Fambuena et al., 2012).

La diferenciacion de la yema floral, implica una serie de cambios
morfolégicos en la anatomia del meristemo vegetativo, que consiste en el
ensanchamiento y alisamiento de su porcion apical (Lord y Eckard, 1985). La
formacion de érganos florales se da en forma acropeta, primero se forman los
verticilos externos, sépalos y pétalos y luego los estambres y los carpelos.

En los citricos, la antesis de una flor tiene una duracion de 5 a 7 dias,
pero la floracion de toda la poblacion de flores de un arbol dura mas de 20 dias
(Mesejo et al., 2007b). Presentan flores hermafroditas, constituidas por 4
verticilos, el androceo (parte masculina), el gineceo (parte femenina), ambos
propiamente reproductivos, y el caliz y la corola que protegen a los dos
primeros hasta el momento de la fecundacion.

El receptaculo se encuentra sobre el pedunculo de la flor. El céliz esta
compuesto por 5 sépalos verdes, de forma oval, unidos en la base y dispuestos
en circulo sobre el receptaculo. De forma concéntrica al caliz y por su parte



interna se encuentran 5 pétalos de coloracion blanca, o violacea antes de la
antesis en C. limon (Tadeo et al., 2003)

El androceo esta constituido por 20 a 40 estambres, formados por un
filamento blanco y una antera blanca o amarilla, tetralobular. Antes de la
elongacion de los filamentos, las anteras completan su formacion (Agusti,
2003b). Son los granos de polen que le dan la coloracion a las anteras, por lo
tanto, el color amarillo brillante es indicador de anteras normales y maduras.
Por otro lado, si éstas no tienen polen, o éste es defectuoso el color sera crema
palido o blanco y usualmente no abrirdn (Tadeo et al., 2003). En citrus la
diseminacién del polen se realiza por dehiscencia, es decir la apertura natural
de las anteras (Esau, 1982). Cada teca se abre de forma longitudinal entre los
I6bulos, exponiendo el polen como polvo amarillo y pegajoso (Frost y Soost,
1968).

En la cara interna del androceo, se encuentra el otro verticilo
reproductivo, el gineceo, compuesto por 7-10 carpelos que forman un ovario, un
estilo y un estigma. Los carpelos en su interior alojan 4-5 évulos anatropos,
formados por el funiculo, la nucela, el saco embrionario y los tegumentos.
Presentan placentacion axial (Spiegel-Roy y Goldshmidt, 1996). La pared del
ovario o pericarpio se divide en tres regiones de afuera hacia adentro: el
exocarpo, el mesocarpo y el endocarpo.

El 6vulo de los citricos es considerado bitégmico, debido a que es
envuelto por dos tegumentos. La nucela es el tejido mas grande del 6vulo y
contiene al gametofito femenino o saco embrionario. La zona apical de los
tegumentos, denominada micrépilo, es por dénde penetrard el tubo polinico
para dar lugar a la doble fecundacion que es comun a todas las angiospermas.
Por otra parte, la region basal donde convergen los tegumentos es llamada
chalaza, de donde emerge el funiculo, tejido conector del 6évulo con la placenta
(Esau 1982, Tadeo et al. 2003).

Tanto el estigma como el estilo son estructuras especificamente
preparadas para la polinizacién, germinacion del grano de polen (superficie
estigmatica) y la conduccion del tubo polinico (estilo).

El estilo es de forma cilindrica y conecta la superficie estigmatica a cada
l6culo. Anatdbmicamente éste se divide en tres zonas, la epidermis formada por
una capa de células parenquimatosas de estructura rectangular, con una pared
periclinal externa recubierta de una gruesa cuticula, la corteza formada por
varias células parenquimatosas que envuelve los haces vasculares y los
canales estilares y las células de los canales estilares que producen vy liberan
una secrecién al canal (Tadeo et al., 2003).



En el extremo del estilo se encuentra el estigma. Este estad compuesto
por células papilares epidérmicas, es esférico, y su color cambia segun su
estado de madurez, iniciando verde, pasando por amarillo hasta el marrén. Se
ubica en el extremo del estilo y se divide en dos zonas, una zona estigmatica
superficial del tipo glandular y una zona estigmatoide en el interior, no glandular,
constituida por células parenquimaticas, envolviendo a los tejidos conductores y
a los canales estilares. La funcion del estigma es la hidratacion y
reconocimiento del grano de polen. Su receptividad es variable, comienza poco
antes de la antesis y continla hasta 6-8 dias después (Spiegel-Roy y
Goldshmidt, 1996). Por otro lado, Mesejo et al. (2007b) observaron que en el
estigma de flores de mandarina “Clementina de Nules” y de naranjo “Valencia”
polinizadas con polen de “Fortune”, la receptividad se mantuvo hasta 10 dias
postantesis.

Las zonas glandulares del conjunto estigma-estilo secretan al exterior
un exudado compuesto por azlcares, lipidos y proteinas, que el grano de polen
utiliza para hidratarse y germinar, y también para la nutricion del tubo polinico.
La produccion se da a expensas de la desintegracion del almidén almacenado
en los amiloplastos. Estos exudados son secretados previo a la apertura floral
(bot6n alargado), hasta la caida de pétalos (Tadeo et al., 2003). Un anillo en la
zona de unién del estilo con el ovario, marca la senescencia del conjunto
estigma-estilo.

Entre las piezas del androceo y el pistilo, se encuentra el disco
nectarifero, donde se apoya el ovario. El disco nectarifero secreta al momento
de la antesis y hasta las 48 horas posteriores a ésta, una gran cantidad de
néctar acuoso. Este, en conjunto con las piezas de la corola, son los
responsables de atraer a los agentes polinizadores y por lo tanto de la
polinizacién cruzada (Agusti 2003b, Tadeo et al. 2003). Este néctar, producido
en las flores de citrus, contiene cafeina que ayuda a aprender y recordar a la
abeja el aroma floral, tres veces mas que un néctar Unicamente con sacarosa
(Wright et al., 2013).

2.2.2 Formacién de gametos

2.2.2.1 Macrosporogénesis y gametogenesis femenina

En la zona micropilar, previo a la formacién de los tegumentos, una
célula distinguible por su tamafio y nucleo prominente, la célula arquesporica,
originara al gametofito femenino: el saco embrionario. La célula madre de las
megasporas crece y se elonga, y mediante meiosis origina cuatro megasporas
haploides de las cuales tres degeneran y solo la mas cercana a la zona chalazal
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continla su desarrollo. Esta sufrird tres divisiones mitéticas dando como
resultado ocho ndcleos dentro del saco embrionario. En la zona chalazal estan
las tres células antipodales, en el centro los dos nucleos polares, y en la zona
micropilar la oosfera (gameto femenino) y las dos células sinérgidas (Frost y
Soost 1968, Esau 1982, Jackson 1997).

Segun Jackson (1997), la maduraciéon del saco embrionario ocurre
varios dias previos a la antesis en pomelo “Foster”, en antesis en naranja dulce
“Pineapple” y dias posteriores a la antesis en naranja “W. navel” y en mandarina
“Satsuma”.

2.2.2.2  Microsporogénesis y gametogénesis masculina

En cada uno de los 4 I6culos de las anteras, habra un microesporangio:
0 saco polinico, dénde se formaran las micrésporas y posteriormente, éstas
daran lugar a los granos de polen o gametofitos masculinos. En el saco
polinico, a partir de las células arqueosporicas se formara el tejido
arqueospoérico, el cual dard lugar a células parietales y esporogenas. Las
primeras formaran al tapete, tejido de reserva que nutre a las células madre del
polen y las segundas daran lugar a las células madres de la microspora. Se
destaca el rol del tapete en depositar sustancias responsables de reacciones de
incompatibilidad en el estigma. En cada antera los citricos produciran
aproximadamente 16.000 granos de polen (Esau 1982, Lersten 2004).

La micréspora experimentara una division mitética dando lugar a dos
ndcleos uno vegetativo y otro generativo y asi queda constituido el grano de
polen (gametofito bicelular). Este tiene dos cubiertas, la exina, muy resistente
debido a una sustancia llamada esporopolenina y cuya funcién es la proteccion
de ambos nudcleos hasta el momento de la germinacion, y la intina, formada por
capas delgadas de celulosa, cumpliendo la funcién de formar el tubo polinico
(Agusti 2003b, Tadeo et al. 2003).

Cuando los granos de polen estan maduros, el endotecio, tejido que
recubre al tapete, lo deshidrata y se produce la dehiscencia

Luego de la dehiscencia de las anteras y la polinizacion entomofila, el
nacleo vegetativo formara el tubo polinico y previo a la fecundacion, el nacleo
generativo se dividira mitéticamente dando lugar a los dos gametos masculinos
0 anterozoides. Uno de ellos se unira a la o6sfera y el otro a los dos nucleos
polares, dandose de esta forma la doble fecundacién caracteristica de las
angiospermas (Frost y Soost 1968, Esau 1982, Agusti 2003b).
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2.2.3 Polinizacion

La polinizacién es la transferencia de los granos de polen de la antera al
estigma (Frost y Soost, 1968). La forma natural de transporte de los granos de
polen en especies monoicas o dioicas, es anemodfila, es decir por el viento. Las
angiospermas han desarrollado diversidad de formas florales, colores o de
aromas, que por una parte atraen animales y/o néctar para alimentarse, y por
otra, hacen de los animales un vector, que asegura el contacto del polen con la
superficie estigmética. La viscosidad de los granos de polen facilita la
adherencia tanto del estigma como del animal portador (Agusti, 2010). En el
caso de los citricos, el polen es pesado y pegajoso, y por lo tanto, dificilimente
es transportado por el viento, por lo que la polinizaciébn es principalmente
entomdfila, y son las abejas meliferas (Apis mellifera) las principales
polinizadoras. La corola vistosa, el fuerte perfume, su polen y abundante néctar
hacen muy atractivas a las flores de los citricos (Frost y Soost 1968, Wright et
al. 2013).

Se denomina autopolinizacibn cuando el polen de una flor es
transportado al estigma de la misma, o de una flor de la misma planta o clon.
Por otro lado se denomina polinizaciéon cruzada cuando el polen es transportado
al estigma de una flor de otra variedad o especie, diferente genéticamente
(Frost y Soost, 1968).

La polinizacién cruzada es un problema para la citricultura, debido que
aumenta el numero de semillas por fruto, disminuyendo el valor comercial, y por
lo tanto la aceptacion por los mercados para consumo en fresco. En
contraposicion la presencia de semillas aumenta el tamafio de los frutos y
promueve el cuajado (Vithanage, 1991).

Chao et al. (2005a) demostraron que el polen de las mandarinas
“Clementina de Nules” y “Afourer” puede ser transportado 500 y 960 metros
respectivamente. Esta capacidad de transporte a largas distancias hace casi
inevitable que se lleve a cabo el cruzamiento entre variedades intercompatibles
y como consecuencia la presencia de semillas en variedades
autoincompatibles.
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2.2.3.1 Periodo efectivo de polinizacion (PEP)

El periodo efectivo de polinizacion (PEP) es el tiempo durante el cual la
flor es capaz de cuajar a fruto, bajo polinizacion no limitada. Este periodo se
puede expresar como la longevidad del 6vulo, menos el tiempo transcurrido
entre la polinizacion y la fertilizacion, considerando que el tiempo final calculado
no exceda el periodo de receptividad del estigma (Wiliams, 1965). Este
condiciona la fecundacion y por lo tanto la presencia de semillas en los frutos.
Los principales factores que determinan la PEP son la receptividad estigmética,
el crecimiento del tubo polinico y la longevidad del évulo (Mesejo, 2007a).

Mesejo et al. (2007b) han demostrado para citricos que el PEP es
dependiente del genotipo, alcanzando una duracién de 8-9 dias en mandarina
“Clementina”, y naranjo “Valencia”, siendo el factor limitante la receptividad del
estigma, y 2-3 dias en mandarina “Satsuma”, siendo en ésta la escasa
longevidad de los 6vulos, el factor limitante. La degeneracion del 6vulo esta
relacionada con la aparicién de calosa en el extremo chalazal. La calosa inhibe
el transporte de azucares hacia los 6vulos (Rodrigo y Herrero, 1998).

2.2.3.2 Factores que afectan la polinizacion

La polinizacion puede verse afectada por factores ambientales,
hormonales y nutricionales. Dentro de los ambientales, la temperatura y la
humedad relativa son los mas importantes (Agusti, 2010).

La temperatura puede afectar la polinizacion de forma indirecta, sobre
la eficacia de las abejas, o directamente sobre la germinaciéon de los granos de
polen, crecimiento de los tubos polinicos y longevidad de los évulos (Sozzi
2007, Agusti 2010). A temperaturas medias de 20-22 °C la eficacia de las
abejas como transportadoras de polen es maxima, y nula a temperaturas
inferiores a 12°C (Azcén-Bieto y Taldn, 2008). El viento y la lluvia dificultan su
vuelo, disminuyendo su eficacia como polinizadoras (Agusti, 2010). Cuando la
humedad relativa se encuentra por debajo del 50%, se reduce la retencion de
los granos de polen por el estigma; por encima del 90% dificulta la dehiscencia
de las anteras o reduce la fijacion del polen (Agusti, 2010). Las temperaturas
alcanzadas en los estadios fenolégicos 55 y 56 (BBCH, Agusti et al., 1995),
tienen un mayor efecto en la viabilidad del polen, que las ocurridas durante toda
la floracion (Pardo et al., 2007).

Distefano et al. (2012), no observaron germinacién de polen in vitro a
temperaturas menores a 10°C, en “pummelo”, mandarino “Dancy”, citrén y
Clementina. Al aumentar la temperatura, desde 15 a 25°C, aumenta el
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porcentaje de germinacion del polen, siendo el maximo a 25°C, esto ultimo
refleja el origen subtropical de los citricos. Rubio et al. (2017), trabajando con
diferentes variedades de limones, registran que dias con temperaturas iguales o
menores a 25°C en los momentos de floracién y polinizacion, aumenta el
porcentaje de frutos sin semillas, y disminuye el nimero de semillas por fruto,
indicando una disminucion en la germinacion de los granos de polen.

La fertilidad masculina y femenina esta positivamente correlacionada.
Pardo et al. (2007) reportan diferencias importantes en la capacidad de
germinar del polen de los citricos, siendo valores de 70% o superiores para
mandarinas e hibridos de mandarinas, valores bajos de 17,7% en naranjos, y
muy bajos en mandarina Satsuma (6%).

En citricos, la capacidad germinativa del polen es altamente variable,
pero porcentajes de germinacion en el estigma superiores al 10%, son
suficientes para asegurar la fecundacion en condiciones no limitantes de
temperatura (Gravina, 2014).

2.2.4 Germinacién y crecimiento del tubo polinico

Los granos de polen que logren llegar a la superficie estigmatica de la
flor, son retenidos por las secreciones estigmaticas, se rehidratan y liberan
proteinas que reaccionan con otras proteinas liberadas por el propio estigma. El
reconocimiento favorable entre el polen y el estigma estimula la germinacion.
Puede ocurrir que el grano de polen sea inhibido por el estigma
(incompatibilidad esporofitica) y no haya germinacién, o que el tubo polinico
detenga el crecimiento en el estigma, en el estilo, o en el ovario
(incompatibilidad gametofitica). La apertura de la exina marca la germinacion
del grano de polen, y la célula del tubo polinico inicia la formacion de éste
alargando la intina (Lersten, 2004).

Los tubos polinicos comienzan su crecimiento en el estigma, creciendo
por canales estilares o por espacios entres éstos, hacia los évulos (Tadeo et al.,
2003). En las partes mas viejas del tubo polinico se va depositando calosa, la
gue se deposita en la porcion terminal del tubo y ayuda a mantener la turgencia
necesaria para el crecimiento (Esau 1982, Vasil 1987). El ovario y el ovulo
proporcionan sefiales que orientan y dirigen el tubo polinico en el curso
correcto. Existen tres evidencias que respaldan esta hipotesis. Una se relaciona
con los cambios en el desarrollo de los tejidos femeninos y como afectan el
crecimiento del tubo de polen. El segundo se refiere a mutantes defectuosos del
ovulo, que inducen una guia defectuosa del tubo de polen. Y el tercero se
refiere a las posibles moléculas involucradas en esta sefializacion (Herrero
2001, Mesejo et al. 2007b).
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Mesejo et al. (2006), estudiando la aplicacion de sulfato de cobre en la
inhibicién del crecimiento del tubo polinico y en la germinacién de los granos de
polen, establecen que el momento adecuado para su aplicacion es el eje central
de esta técnica, ya que una flor se encuentra abierta 5-7 dias, mientras que el
periodo de plena flor es de por lo menos 20 dias. Sin embargo estos autores
concluyen que la aplicacion al momento del 60% de plena flor, es efectivo para
reducir el nimero de semillas por fruto, y el nimero de frutos sin semilla.
Garmendia et al. (2019), trabajando en mandarina “Afourer” en busqueda de
medidas de manejo para la reduccion del nimero de semillas, encuentran que
el tratamiento con sulfato de cobre + GA3 redujo el nimero de semillas por fruto
solo en 35%, y esta eficiencia claramente no fue suficiente para reducir el
namero de semillas con fines comerciales. Para condiciones de Uruguay, los
resultados fueron similares; la aplicacién de GA3 durante el periodo de floracién
redujo el porcentaje de frutos con semilla y el numero de semillas por fruto,
siendo el tratamiento mas eficiente el de la triple aplicacion de GA3z (50 mg | -
1) combinadas con CuSO, (25 mg I'), que aumentd la fruta sin semillas de 19%
a 31% y redujo de 3,7 a 2,3 el niumero de semillas por fruta (Gambetta et al.,
2013).

Chouza et al. (2011), trabajando en mandarina “Montenegrina”
(autocompatible) en Uruguay, determinaron el efecto de distintas
combinaciones, concentraciones, y numero de aplicaciones de GAz, CuSQOy, y
ANA, en la germinacion del polen in vitro, en el crecimiento del tubo polinico, y
en la inducciébn de la partenocarpia a campo. De todos los tratamientos
inductores de partenocarpia, el GA3 y CuSQ,, fueron los mas efectivos en inhibir
la germinacion de polen in vitro y el crecimiento del tubo polinico. Sin embargo,
cuando las aplicaciones se realizaron a los arboles y no a flores individuales, no
fue posible eliminar la presencia de semillas en los frutos. El tratamiento mas
efectivo fue la aplicacién simple o doble de GAj3, con una reduccion promedio
de 2 semillas por fruto.

2.2.5 Fecundacion

La fecundacion es la etapa reproductiva en la cual se forma el zigoto y
el endospermo. En este proceso uno de los nucleos espermaticos se une con la
oosfera y el otro con la célula media, llevandose a cabo la doble fecundacion
(Esau, 1982)

Luego de la fecundacion los évulos se transforman en semillas, en
cambio los otros abortan. En variedades partenocarpicas los 6vulos no son
fecundados, y por tanto, las semillas no se desarrollan, quedando reducidas a
pequefios rudimentos seminales (Agusti, 2010).
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2.2.6 Formacion de semillas

Segun Frost y Soost (1968) las semillas de los citricos son mono o
poliembriénicas, y pueden contener entre 1 a 7 embriones. Unicamente uno de
los embriones es originado de forma sexual, y genera variabilidad genética,
mientras que el resto (nucelares) seran clones de la planta madre (Tadeo et al.,
2003). En el caso de los citricos es comun la formacion de embriones
nucelares. El estimulo de la actividad del tubo polinico y de los reguladores del
crecimiento es necesario para promover el desarrollo de estos embriones (Frost
y Soost 1968, Jackson 1997).

Los cotiledones son de color blanco, crema o verdes y constituyen la
mayor parte de la semilla madura (Jackson, 1997).

2.2.7 Cuajado

En sentido estricto el cuajado es el reinicio del crecimiento del ovario
posterior a la antesis, y por lo tanto su transicién del ovario de la flor, a fruto en
desarrollo. Este proceso estd regulado por factores exdégenos y enddgenos
(nutricionales y hormonales, Talén, 1990). En sentido amplio el cuajado
comprende el periodo de crecimiento durante el cual el fruto puede sufrir
abscision (Sozzi, 2007). La abscision de frutos es un mecanismo interno de
regulacion, en el cual la planta ajusta el nimero de frutos (Spiegel-Roy y
Goldsmichdt, 1996).

Inicialmente el cuajado es dependiente del balance hormonal, para
posteriormente depender del aporte de carbohidratos. Las giberelinas aumentan
la capacidad de fosa de los frutitos, y por lo tanto la nutricibn mineral y el aporte
de carbohidratos. Por otro lado, el acido abscisico en condiciones de estrés,
estimula la abscisiébn de frutitos. Lo mismo sucede si la demanda de
carbohidratos no es satisfecha (Agusti 2003a, Iglesias 2007). Los factores
exdgenos, como pueden ser los climéticos o el manejo, inciden también en el
cuajado de los frutos citricos (Agusti, 2003a).

2.2.8 Manejo del cuajado

El rol de las giberelinas en el reinicio del crecimiento del ovario, ha sido
ampliamente estudiado. En las variedades que presentan semillas, éstas son la
fuente principal del aporte de giberelinas, por lo tanto es necesaria la
polinizacién, y posterior fecundacion para asegurar el cuajado del fruto, de lo
contrario ocurrira abscision. Fasiolo y Rey (2013), trabajando con mandarina
“Afourer”, encuentran que una menor presencia de semillas en frutos de libre
polinizacion, determind un menor cuajado final de éstos. Mas recientemente
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Gravina et al. (2016), comprueban que la aplicacion de GAz en plena floracion
combinado con anillado de tronco 30 dias después, permite incrementar la
productividad de ‘Afourer’ en condiciones de polinizacion impedida, alcanzando
niveles similares a los obtenidos en libre polinizacion; verificandose el rol de las
giberelinas y carbohidratos en el cuajado. En las variedades partenocarpicas la
pared del ovario en activo crecimiento es la que cumple el rol de sintetizar las
giberelinas y asegurar el cuajado (Agusti 2003a, Iglesias et al. 2003, 2007).

Mesejo et al. (2013) comprobaron que la alta capacidad de cuajado de
la mandarina Satsuma se asocia a altos contenidos enddégenos de giberelinas
en los ovarios en desarrollo, mientras que en mandarina “Clementina” los
contenidos de dicha hormona son bajos y por lo tanto su porcentaje de cuajado
se ve reducido notoriamente. Ademas, aplicaciones de &cido giberélico
incrementan el cuajado en “Clementina”, pero no tienen efecto en Satsuma
(Talon et al., 1992).

Los citricos producen brotes con hojas o sin hojas, y la proporcion de
éstos dependera de las especies y variedades. Por ejemplo, el grupo de las
mandarinas “Satsuma” producen unicamente en brotes solitarios y brotes
vegetativos. El tipo de brote donde se desarrolle el fruto afectara la probabilidad
de cuajado de éste, siendo mayor en los brotes con hojas (Da Cunha Barros y
Gravina 2006, Agusti et al. 2014).

Por otro lado, flores ubicadas en brotes mixtos de brotacion tardia de
primavera, poseen mayor porcentaje de cuajado, debido a la menor
competencia inicial, a que se desarrollan a temperaturas mas altas (Lovatt,
1984), y que presentan mayor area vascular (Erner y Shomer, 1996) en
comparacion con los brotes sin hojas. Esto dltimo aumenta la capacidad de
transporte de agua en brotes mixtos.

Altas floraciones determinan una mayor competencia de las flores en
desarrollo y muchas de ellas abscisionan. Una medida de manejo para
aumentar el cuajado es la aplicacion de GAgs invernal, la cual tendra efecto en
inhibir la induccion floral de varias yemas. En la siguiente primavera habra una
redistribucion del tipo de brotes, incrementando los vegetativos y reduciendo los
generativos, por lo tanto, una mayor probabilidad de cuajado. Gambetta et al.
(2008) trabajando en mandarina Nova en condiciones de Uruguay, comprueban
gue el cuajado en plantas tratadas con GAj invernal fue significativamente
mayor al control.

El anillado de tronco es otra medida de manejo muy utilizada, que logra
aumentar el niumero de frutos cuajados. Consiste en interrumpir de forma
transitoria el floema, mediante un corte de aproximadamente 1 mm de espesor.
Esto hace que se acumulen nutrientes minerales y carbohidratos en la parte
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aérea de la planta, fundamentales para el cuajado (Agusti et al.,, 2014).
Meohuachi et al. (1995) obtienen correlaciones positivas entre los niveles de
sacarosa y el crecimiento de la fruta y negativas con la abscision de la fruta. El
aporte de carbohidratos en mandarina Satsuma es mas importante a partir de
35 dias post-floracién que en el periodo previo (Meohuachi et al., 1995).

Los factores ambientales mas importantes que limitan el proceso de
cuajado, son condiciones de altas temperaturas, alta radiacion, y/o estrés
hidrico.

Fasiolo et al. (2010) trabajando en tangor “Ortanique”, encontraron que
para la zona Norte del Uruguay, la acumulacién de temperaturas superiores a
30°C, produce una importante caida de frutitos. Estos autores comprueban que
el cuajado final es mayor cuando las plantas son cubiertas con mallas negras,
donde se acumularon menos horas de temperaturas superiores a 30°C.
Correlaciones negativas entre temperatura y cuajado fueron reportadas también
por Borges et al. (2009) en el mismo hibrido.

Los citricos tienen una tasa de asimilacién neta de CO, relativamente
baja con respecto a otros frutales y un punto de saturacion también bajo, en el
rango de 700-900 pmoles de fotones m? s™ (Blanke, 2000), aproximadamente
un tercio de la luz total incidente (Syvertsen et al., 2003). Condiciones de alta
radiacion, en presencia de algun otro factor de estrés (estrés hidrico), puede dar
lugar al proceso de fotoinhibicién, esto es, la disminucién en la fotosintesis por
exceso de luz (Blanke, 2000).

Los suelos de Uruguay con gran capacidad de retencién de agua, y las
precipitaciones distribuidas a lo largo del afio, contribuyen a que en esta etapa
fisiologica, no se generen frecuentemente condiciones de estrés hidrico. En
experimentos realizados en naranja “Valencia” y tangor “Ortanique”, al Sur del
pais, no se logré incrementar el cuajado de las parcelas regadas, en
comparacioén con las testigo (Garcia y Castel 2007, Borges et al. 2009).

2.2.9 Crecimiento vy desarrollo de frutos citricos

El fruto de los citricos es una baya denominada hesperidio. Esta
formado por aproximadamente diez carpelos alrededor del eje floral, en
contacto entre si, formando asi los l6culos. Dentro de éstos ultimos se alojan las
semillas y las vesiculas de jugo (Agusti, 2003a).

En la zona exterior a los loculos se encuentra la pared del ovario, que
una vez formado el fruto se denomina pericarpio, el cual se subdivide en tres
zonas. La mas externa y visible del fruto es el exocarpo o flavedo, formada por
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una epidermis, cubierta por una cuticula y unida a ella varias células
parenquimaticas. Es de color verde en fases inmaduras de desarrollo, y naranja
o amarillo (segun la especie) en la madurez (Agusti, 2003a). La zona mas
interna del pericarpio es el endocarpo, y constituye parte de la membrana
locular. Esta formado por una epidermis en su region mas interna y varias
células parenquimaticas. Durante la fase uno de desarrollo del fruto, sus células
originan las vesiculas de jugo. El mesocarpo o albedo se encuentra entre
ambos, formado por tejidos parenquimaticos de varias filas de células, y con
grandes espacios intercelulares. Cuando el fruto madura la corteza (flavedo y
albedo) se separan del endocarpo.

En los citricos el desarrollo del fruto sigue una curva sigmoide, desde la
floracibn a maduracion del fruto. Se caracteriza por presentar tres fases bien
diferenciadas (Bain, 1958).

La fase 1 se caracteriza por un rapido crecimiento del fruto, y se
extiende desde la antesis hasta fin de la caida fisioldgica. El crecimiento de
forma exponencial es el resultado de la alta division celular en todos los tejidos
en desarrollo a excepcion del eje central. El aumento en el tamafio del fruto en
esta fase se debe principalmente al crecimiento de la corteza (flavedo y albedo).
También hay un aumento del volumen del endocarpo (Agusti, 2003a). Existen
dos periodos de abscisién: en el primero la zona de abscisién es entre el
pedunculo y el tallo, en el segundo se da por la region de union entre el disco
floral y el ovario (Spiegel-Roy y Goldshmidt, 1996). Aqui se determina el
namero final de células que tendra el fruto, y el potencial de crecimiento del
mismo (Agusti y Almela, 1991)

La fase 2 o crecimiento lineal se prolonga por varios meses, ésta va
desde final de caida fisiologica hasta poco antes de cambio de color. En esta
fase predomina la elongacién celular, y es promovida por la presencia de
giberelinas y auxinas. La aplicacion de auxinas promueve el crecimiento del
fruto (Guardiola et al., 1993). Los l6culos son los responsables del aumento de
tamafio del fruto en esta fase. En su interior las vesiculas de jugo alcanzaran su
maxima longitud y volumen (Agusti, 2003a).

La fase 3 o maduracion, tiene una baja tasa de crecimiento, y en ella se
desarrollan caracteristicas externas (color) e internas (contenido de jugo,
azucares, acidez, etc). EI cambio de color de la corteza es debido a la
degradacion enzimatica de clorofilas en el flavedo y a la sintesis de
carotenoides (Alos et al. 2006, Gambetta 2009). Entre los carotenoides, la
violaxantina es el que mas se incrementa y el mas abundante en la piel de los
citricos. Por otro lado pigmentos como b-cryptoxantina (naranja) y la b-
citraurina (rojo) son los que promueven el color de los citricos a la madurez
(Al6s et al., 2006). La aplicacion exdgena de etileno, produce cambio de color
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en el flavedo, promoviendo la degradacion de clorofilas (Pons et al., 1992). El
ABA se acumula en el flavedo al momento de la maduracion (Rodrigo et al.,
2003). Gambetta et al. (2012), demuestran que la presencia de giberelinas al
momento de la maduracion en el flavedo, impide el cambio de color. Los
mismos autores notan un incremento de azucares reductores en el flavedo al
momento de la maduracion. EI cambio de color se produce cuando la
temperatura del aire disminuye por debajo de 12,8 ° C (Stearns y Yung, 1942).
Normalmente este proceso coincide con la maduracion interna, en la cual se da
un aumento de azucares, y compuestos nitrogenados, y una disminucion de la
acidez como consecuencia de su dilucién y metabolizacién (Agusti, 2003a).

Existen factores enddgenos y exdgenos que afectan el crecimiento final
del fruto. Dentro de los primeros, se destacan los genéticos, la posicion del fruto
en el brote y la competencia entre érganos en desarrollo.

Se ha demostrado que la presencia de hojas en el brote estimula el
desarrollo del fruto a través de una mayor velocidad de crecimiento de éste. En
un trabajo en tangor “Ortanique” en el cual se consideraron los distintos tipos de
brotes, el porcentaje de cuajado de los terminales fue de 39.2%, seguidos por
los mixtos (16.8%), los solitarios (9.9%) e inflorescencias (7.2%, Da Cunha
Barros y Gravina, 2006). Las hojas jévenes adquieren un papel fundamental
como fuente de carbohidratos. Las diferencias en el tamafio final del fruto se
inician en estados muy precoces del desarrollo del ovario (Guardiola et al.,
1984), y son consecuencia del mayor contenido hormonal de los ovarios
situados en brotes con hojas (Sagee y Erner, 1991). Estos autores, trabajando
en naranja dulce (Citrus sinensis [L.] Osbeck) encuentran que la proporcion de
GA a ABA en frutitos, siempre fue mayor en inflorescencias con hojas que en
sin hojas, alcanzando un pico un mes después de la apertura de la flor. Esto
altimo aumenta la capacidad de estos frutos de atraer nutrientes del resto de la
planta, en momentos que las hojas en desarrollo actian de sumidero y no
cubren con las exigencias de los frutos (Agusti, 2003a).

Cuanto mayor es la intensidad de la floracion, antes comenzara la
abscision de frutitos. Es por eso que al reducir la intensidad de floracion, el
tamafo de los ovarios al momento de la antesis seran mayores, revelando que
la competencia comienza en etapas tempranas del desarrollo floral (Guardiola
et al., 1984)

Es clave la disponibilidad de carbohidratos no solamente para la
supervivencia de los frutos, sino que también para su crecimiento (Mehouachi et
al., 1995). La competencia entre organos en desarrollo, es el otro factor interno
gue afecta de forma significativa el tamafio final del fruto. Cuanto mayor es el
namero de frutos, mayor sera la competencia entre ellos, por minerales y
carbohidratos, habrd menor crecimiento de cada 6rgano y por lo tanto menor
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sera el tamafo final. El tamafo final de un fruto se encuentra inversamente
correlacionado con el niumero de frutos por arbol (Agusti, 2003a). Por otra parte
existen correlaciones significativas entre el nimero de frutos y el nimero de
semillas (Pardo et al., 2010)

Entre los factores exdgenos que presentan una marcada influencia en
la determinacién del tamafo final, los mas destacados son las condiciones
climaticas, y edéficas, asi como las practicas culturales.

La acumulacion de carbohidratos y nutrientes en el fruto, y por lo tanto
su crecimiento estdn directamente relacionados con la temperatura. Altas
temperaturas en etapas iniciales de crecimiento del fruto provocan una
reduccion de la tasa de crecimiento y hasta una abscision masiva de frutos
(Reuther 1973, Borges et al. 2009, Fasiolo et al. 2010). También las
temperaturas promueven la reduccion del tiempo transcurrido entre plena
floracion y maduracién (Agusti, 2003a).

Dentro de los factores del ambiente, la disponibilidad hidrica es el mas
importante (Gonzalez-Altozano y Castell, 1999). El tamafio final del fruto se vera
notoriamente reducido si el suministro de agua no es suficiente en fase 2 de
crecimiento, mientras que lluvias o riegos frecuentes logran un tamafio mucho
mayor (Agusti, 2003a) El periodo mas critico en cuanto a la reduccion del riego
es en la primavera, en la etapa de floraciébn cuajado. Sin embargo, el riego
deficitario al final del verano-otofio reduce el tamafio de los frutos,
disminuyendo su valor comercial. Por otra parte, el riego deficitario controlado,
durante la fase de crecimiento inicial del fruto (pleno verano) permitié ahorros
de agua entre 6% y 22% sin afectar la produccion, ni el tamafio de los frutos
(Gonzalez-Altozano y Castel, 2003). Garzén (2012) afirma que el uso de riego
luego de una época seca de dos meses mejora la calidad del fruto aumentando
su didmetro ecuatorial y el nimero de frutos por arbol. La aplicacion de riego
por goteo desde el inicio de primavera al principio del otofio, cuando se aplica el
100% de la ETc incrementa el rendimiento y el tamafio de fruta exportable
(Garcia y Castel, 2007). Los frutos ubicados en brotes con hojas, presentan
pedicelos con una mayor area vascular, favoreciendo el transporte de agua y
nutrientes (Erner y Shomer, 1996), y obteniéndose frutos de mayor tamafo
(Bustan et al., 1995)

La nutricion mineral es otro factor que afecta el tamafio final del fruto, ya
que la falta de nutrientes altera el desarrollo de la planta. El efecto de estas
deficiencias sobre el tamafno y calidad del fruto, son variables y depende del
elemento mineral en cuestion y del momento que ocurra. Los elementos con
mayor incidencia en el crecimiento del fruto son potasio y magnesio (Agusti,
2003a).



21

2.2.10 Partenocarpia

La formacion de frutos sin que ocurra fecundacion recibe el nombre de
partenocarpia (Figura 1, Vardi et al. 2008, Agusti 2010). La principal
caracteristica que presentan estos frutos es la ausencia de semillas. Para
explotar esta caracteristica tan apreciada por el mercado, es necesario que la
variedad tenga una fuerte esterilidad. Para el caso de variedades
autoincompatibles, es posible la aplicacién de diferentes mediadas de manejo,
como son: utilizacion de mallas, o la aislacion de otras variedades que actuan
como fuentes de polen.

Son muchos los factores que condicionan la partenocarpia, tanto de
origen enddgeno como exdgeno. En cuanto a las condiciones ambientales se
ha observado que temperaturas por encima de 20°C y humedades relativas por
encima de 85% promueven la formacion de frutos partenocarpicos (Pardo et al.
2007, Agusti 2010, Distefano et al. 2012, Rubio 2017). El papel de las
hormonas vegetales como promotores de la partenocarpia es claro. El
crecimiento de los tejidos del ovario es consecuencia de la sintesis de
giberelinas en ellos. En variedades de baja habilidad partenocarpica es posible
la aplicacién de acido giberélico, para aumentar el nimero de frutos que
completen el desarrollo (EI-Otmani et al. 2000, Agusti 2010).

Vardi et al. (2008) clasifican la partenocarpia en obligatoria cuando
siempre se producen frutos sin semillas, y en facultativa en la que la formacion
de frutos sin semilla sera posible impidiendo la polinizacion.

La polinizacion, la germinacién del grano de polen, y el desarrollo del
tubo polinico, siempre y cuando no ocurra fecundacion, pueden actuar como
estimulos para iniciar el desarrollo del ovario. En los casos que la formacion del
fruto requiera de alguno de estos estimulos, Agusti (2010) la clasifica como
partenocarpia estimulativa, y la que no requiera ningun estimulo externo como
partenocarpia auténoma. A esta Ultima Vardi et al. (2008) le llaman
partenocarpia vegetativa.

En condiciones de Uruguay Gambetta et al. (2013) comprueban que la
mandarina “Afourer”, presenta autoincompatibilidad gametofitica, partenocarpia
autonoma y facultativa, y que en condiciones de polinizacion aislada, genera
frutos sin semilla. Borges et al. (2009) estudiando distintos factores que
determinan el cuajado en tangor “Ortanique”, encuentran que las flores ‘sin
emascular’ (control) presentaron mayor porcentaje de cuajado que las flores
emasculadas y embolsadas, lo que sugiere que esta variedad presenta
partenocarpia de tipo estimulativa.



22

Mesejo et al. (2013), demuestran que la partenocarpia en dos
variedades de Clementinas (“Clemenules” y “Marisol”), es independiente del
estimulo de la polinizacion (autbnoma), y su habilidad para cuajar depende de
los niveles de hormonas en las paredes del ovario.

Las aplicaciones de auxinas no promovieron el cuajado, ya sea en
mandarina “Satsuma” o mandarina “Clementina”. Por lo tanto, parece poco
probable que la concentracion de IAA libre sea un factor limitante en la
activacion del cuajado de los citricos. Por otra parte, las aplicaciones de
giberelinas suprimieron el crecimiento natural del ABA libre durante el desarrollo
de mandarina “Clementina” (Talén et al., 1992)

Los resultados de Talén et al. (1992), sugieren que la concentracion de
giberelina endégena en ovarios en desarrollo, es el factor limitante que controla
el desarrollo de la partenocarpia en citrus. La concentracion de esta hormona
en los ovarios se incrementa durante la caida de pétalos y en la transicion de la
fase uno (division celular) a la fase dos (elongacién celular) de crecimiento de
fruto (Taldn et al., 1990). Complementariamente, los resultados de Mesejo et al.
(2016), sugieren que en los citricos partenocarpicos, la sintesis especifica de
giberelinas en las paredes del ovario, desencadena la division celular y, por lo
tanto, la tasa de crecimiento del ovario necesaria para el cuajado y posterior
crecimiento del fruto. El nivel de giberelinas en los ovarios también parece estar
relacionada con la acumulacién de carbohidratos en estos (Bermejo et al.,
2015).

El nimero de frutos cosechados y el rendimiento, puede ser
incrementado con la aplicacién de &cido giberélico (GA; 50 mg L™) en plena
floracién, en conjunto con un anillado de tronco 30 dias post-floraciéon. Ademas
en los experimentos realizados en plantas de mandarina “Afourer”, con
polinizacién impedida, entre el 95 % y el 96 % de los frutos no presentaron
semillas; el porcentaje de jugo, los sélidos solubles totales y la acidez no fueron
afectados por los tratamientos (Gravina et al., 2016).

Las mandarinas hibridas M9 y B30, y la naranja valencia “Victoria”, son
ejemplos nacionales de variedades de buena habilidad partenocarpica
(Mautone, 2016). Por otro lado en cultivares de baja habilidad partenocarpica,
como mandarina “Nova”, la presencia de cultivares polinizadores incrementa el
cuajado y el tamafio de frutos (Papadakis et al., 2009).

La estenospermocarpia es el desarrollo de frutos con semillas
parcialmente formadas, debido a un aborto de los embriones luego de la
fecundacion (Figura 1). En los frutos maduros se podran observar esbozos
rudimentarios, y no semillas (Podesta, 2007), por lo que ésta es otra forma de
formacion de frutos sin semilla en la cual ocurre fecundacién. Los factores que
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regulan la estenospermocarpia en los citricos son desconocidos (Mesejo et al.,
2014).

Mesejo et al. (2014), en mandarina “Afourer”, trabajaron interfiriendo en
la division celular de los 6vulos con hidrazida maleica (MH), un regulador del
crecimiento sistémico, induciendo estenospermocarpia en condiciones de
polinizacibn cruzada, obteniendo un numero y tamafio de semillas
significativamente reducidos, y aumentando el porcentaje de frutos sin semilla.
La MH también obstaculiz6 la division celular en las paredes ovaricas,
mesocarpio y endocarpio, reduciendo asi el crecimiento diario de los frutos y
aumentando su abscision. La estenospermocarpia solo se pudo inducir por un
corto periodo de tiempo de 7 a 21 dias post antesis, y la magnitud de la
respuesta fue éptima a una concentracién de de 600 mg.I* de HM, aplicado 14
dias post antesis.

Las naranjas “Navel” y las mandarinas “Satsumas” poseen polen estéril,
y la mayoria de los sacos embrionarios abortan, por eso producen frutos
partenocarpicos aun en libre polinzacion. Por otra parte, la mandarina
“Clementina de Nules”, el tangor “Ellendale” (Vithangae, 1991) y “Ortanique”
(Borges et al., 2009) son autoincompatibles, y formaran frutos con semillas en
polinizacion cruzada, pudiendo formar frutos partenocéarpicos en aislacion.

2.2.11 Esterilidad e incompatibilidad

Bajo el punto de vista fruticola, la existencia de flores hermafroditas
puede verse como una gran ventaja. Pero por otro lado, su existencia asegura
la autogamia, y con ella la consanguinidad. Es por ello que las angiospermas
han desarrollado variaciones florales tendientes a facilitar la alogamia, con el fin
de asegurar diversidad (Agusti, 2010). Diversas causas pueden impedir la
fecundacion (Podesta, 2007); el estilo y el estigma tienen un papel importante,
impidiendo, en muchos casos, la germinacion del polen del mismo individuo y
hasta de la misma flor (Agusti, 2010), lo que se denomina autoincompatibilidad.

La esterilidad puede verse inducida por causas climaticas. Asi, la
carencia de algunos nutrientes como son el boro, y el calcio, pueden disminuir
la capacidad germinativa del polen, el bajo contenido de nitrdgeno puede
provocar aborto de ovarios, la falta de horas de frio puede afectar la formacién
de organos sexuales (Podesta, 2007). Sin embargo las que tienen verdadera
importancia son las causas genéticas (Agusti, 2010).

Se han descrito tres tipos de esterilidad genética. La primera, esterilidad
gamética o también llamada morfolégica, tiene lugar cuando existe desarrollo
deficiente o ausencia de estambre (androesterilidad) o de ovarios
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(ginoesterilidad). En segundo lugar, la esterilidad homogenética o factorial, que
ocurre cuando el polen funcional no puede fecundar flores del mismo cultivar
(autoincompatibilidad) o de otro cultivar (interincompatibilidad). En ultimo lugar,
la esterilidad citolégica, que hace referencia a alteraciones de la meiosis
durante la gametogénesis (Podesta 2007, Agusti 2010).

2.2.11.1 Esterilidad gamética o morfolégica

La esterilidad gamética es la inhabilidad de producir polen o sacos
embrionarios funcionales (Figura 2, Jackson, 1997). Es causada por diversos
factores genéticos tales como presencia de genes de esterilidad, anormalidades
cromosomicas Y triploidia (Ollitrault et al., 2007).

Dos ejemplos de esterilidad gamética masculina, son el grupo de las
naranjas “Navel’” o de ombligo y las mandarinas “Satsuma”. En las naranjas del
grupo navel, las células madres del polen se diferencian, pero luego degeneran
antes de dividirse y, por lo tanto, no se produce polen maduro y viable en las
anteras. En mandarina “Satsuma” la esterilidad es consecuencia de un bajo
namero de células madre y/o de la degeneracion de las mismas durante su
desarrollo, lo que resulta en un bajo nimero de granos de polen funcionales. En
ambas variedades puede presentarse la esterilidad gamética femenina, debido
a la degeneracion de la célula madre de las megéasporas (Frost y Soost, 1968).
Las variedades que presenten oOvulos no funcionales, produciran frutos sin
semillas sin importar su cercania a otras variedades de citricos. Yamamoto et
al. (1995) proponen que el grado de fertilidad o esterilidad femenina, puede ser
clasificada sobre la base del nimero medio de semillas por fruto, obtenidas a
través de la polinizacion manual.

En el Programa de mejoramiento genético de citrus nacional, se obtuvo
el hibrido F4P2 que es triploide (Giambiasi et al., 2019), y se encuentra en
evaluacion por INIA y FAgro.

2.2.11.2 Esterilidad homogenética o factorial

La autoincompatibilidad es definida por de Nettancourt (1997) como la
inhabilidad de una planta hermafrodita, de producir cigotos luego de una
autopolinizacion.

En la llamada esterilidad homogenética, tanto el polen como los évulos
son fértiles, por lo que no seria un fenOmeno de esterilidad en si mismo, sino
gue la ausencia de semillas seria debido a la presencia de incompatibilidad. En
este tipo de incompatibilidad, existen sistemas de reconocimiento genético
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polen-pistilo, que interfieren el desarrollo del tubo polinico impidiendo que se
lleve a cabo la fecundacién (Figura 2). Si la incompatibilidad ocurre en flores de
una misma planta o entre dos plantas de un mismo cultivar se denomina
autoincompatibilidad. Si, por el contrario, la incompatibilidad es entre dos
plantas de distinto cultivar se denomina incompatibilidad de cruce o
interincompatibilidad (Agusti, 2003b). Como ejemplo de ésta ultima, Fasiolo y
Rey (2013) encuentran para condiciones de Uruguay, que tanto el polen de
limén “Lisbon” como el del tangor “Ortanique”, resultaron ser eficientes
polinizadores de mandarina “Afourer”, autoincompatible, llegando a los 6vulos a
los 6 dias post antesis.

Por otra parte, la esterilidad homogenética puede ser gametofitica o
esporofitica (Agusti, 2003b), siendo la primera sugerida como sistema
dominante por Soost (1969), en base a la segregacién en plantulas
autoincompatibles provenientes de diversos cruzamientos.

El sistema de autoincompatibilidad esporofitico (SAE) resulta de la
interaccidn entre los fenotipos de esporofitos diploides, mientras que el sistema
de autoincompatibilidad gametofitico (SAG), es el resultado de la interaccion del
gametofito masculino con el esporofito femenino.

En el SAE, el grano de polen no germina en la superficie estigméatica,
mientras que en el SAG si lo hace. Si el alelo de incompatibilidad del polen, es
idéntico a uno de los dos alelos del tejido estilar, el crecimiento de tubo polinico
se retrasa y la fecundacion rara vez ocurre (Poehiman y Sleper, 2003). Esto es
debido a que comenzaran a sintetizarse RNA-asas que descompondran el ARN
del tubo polinico y como consecuencia inhibir4 su crecimiento (McCure et al.,
1990).

Segun Lersten (2004), existe un mecanismo de rechazo activo,
controlado genéticamente, que se da entre el polen y el pistilo basado en
mensajes bioquimicos, y tendra como consecuencia el reconocimiento por parte
de la flor, entre su propio polen y polen foraneo.

Como ejemplos de autoincompatibilidad, se encuentra la mandarina
“Clementina de Nules”, que en polinizacién forzada los tubos polinicos no
progresan mas de alla del extremo apical (Perez-Botella et al., 1997), y en
condiciones del Uruguay, en mandarina “Afourer’, Gambetta et al. (2013)
encuentran que el polen es capaz de germinar en el estigma, de desarrollarse
en el estilo, pero no mas de un 40-50% de su longitud total. Los tubos polinicos
de “Afourer” detuvieron su crecimiento en la primera mitad del estilo 8 dias post-
antesis, confirmando que la reacciébn de autoincompatibilidad es de tipo
gametofitico (Fasiolo y Rey, 2013). También para condiciones de Uruguay,
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Inzurralde et al. (2010) demuestran la autoincompatibilidad del tangor
Ortanique.

2.2.11.3 Esterilidad citol6gica

Es un tipo de esterilidad que depende de las anomalias en la meiosis,
durante los procesos de esporogénesis (Figura 2). Las flores son
morfoldégicamente normales y las anteras producen polen, aunque la mayoria
de las veces es escaso, 0 tiene poca capacidad germinativa. Este tipo de
esterilidad afecta especialmente a las variedades triploides (Podesta, 2007).
Los gametos de éstos, durante la meiosis, reciben distinto namero de
cromosomas, dando lugar a zigotos incapaces de desarrollarse. Esto no impide
el desarrollo del fruto, pero las semillas de éstos no contienen embridon y no
pasan de ser meros rudimentos seminales. La obtencion de variedades
triploides es de gran importancia en todos los planes de mejoramiento genético
de citricos, debido a que la ausencia de semillas es un factor de alta calidad
(Agusti, 2010).

ESTENOSPERMOCARPIA

FLORACION — POLINIZACION—s FECUNDACION —> SEMILLA —» CRECIMENTO

PARTENOCARPIA

Figura 1. Procesos posibles entre floracion y crecimiento del fruto

Fuente: adaptado de Podesta (2007).
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ESTERILIDAD Alteraciones en la meiosis durante la
CITOLOGICA gametogénesis

Incapacidad del polen para
germinar, o para el crecimiento del

tubo palinico.
e I.  AUTOINCOMPATIBILIDAD
Esterilidad ESTER”_'DAD (polen del mismo clon) “ GAMETOFITICA
genética HOMOGENETICA p . .
0 0 Il. INTERINCOMPATIBILIDAD | ** ESPOROFITICA
FACTORIAL (polen de otro clon)
ESTERILIDAD Ausencia o desarrollo inadecuado de:
GAMETICA O . Estambres_ ANDROESTERLIDAD
MORFOLOGICA IIl. Ovarios___GINOESTERILIDAD

Figura 2. Tipos de esterilidad en citricos
Fuente: adaptado de Podesta (2007), Agusti (2010).

2.2.12 Mejoramiento genético en citricos

Los mercados, en los ultimos afios, han incrementado notoriamente las
exigencias de calidad, considerandose dentro de los estandares, frutos sin
semillas, de facil pelado, buen color y textura de piel, alto contenido de
azucares, e inocuidad (Rivas et al., 2010). Dentro de un programa de
mejoramiento genético (PMG), se abordan estas exigencias impuestas por
consumidores y productores y se buscan soluciones a nivel genético
(Giambiasi, 2014). Al mismo tiempo Agusti (2003a), sefiala que en un PMG
deben ser considerados caracteres de produccion y de calidad, y que los
objetivos pueden variar de una regién a otra (Khan et al., 2007).

Entre las lineas de mejora genética que actualmente se utilizan en la
citricultura, se destacan: la seleccion clonal, la mutagénesis inducida, la
hibridacién sexual y la generacion de poliploides, entre otras (Giambiasi, 2014).
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2.2.12.1 Seleccion clonal, prospeccion, o mutaciones espontaneas

Los citricos han sido propagados vegetativamente por varias
generaciones, lo que genera una gran acumulacion de mutaciones espontaneas
(Giambiasi, 2014). Este hecho genera variabilidad, que puede ser utilizada en el
mejoramiento genético (Ollitrault et al., 2012). La seleccién clonal busca
identificar plantas o partes de ellas, con caracteristicas de interés, generadas
por mutaciones espontaneas. La gran mayoria de las variedades cultivadas
tienen este origen, y por lo tanto éste es el método de mejora genética mas
utilizado. Entre ellas se destacan las del grupo “Navel’, “Clementinas’,
“Satsumas” (Gmitter et al., 2007).

No todas las mutaciones detectadas, y ni siquiera las seleccionadas,
tienen éxito garantizado; las mutaciones inestables y quimeras son algunas de
las causas (Agusti 2003a, Roose y Williams 2007). Al mismo tiempo, existe una
gran dificultad para la deteccion a campo de éstas. Sin embargo, este método
permite obtener variedades mejoradas en alguna caracteristica, sin perder la
mayor parte de las propiedades de las mismas, y ademas porque al ser yemas
el material de propagacion, las nuevas pantas no presentaran caracteristicas
juveniles (Agusti, 2003a).

2.2.12.2 Mutagénesis inducida

Esta técnica permite el cambio de una o pocas caracteristicas negativas
de una variedad, sin modificar de forma significativa el fondo genético. La
reduccion del nimero de semillas se plantea como una de sus principales
aplicaciones (Gmitter et al.,, 2009). Se basa en la aplicacion de agentes
mutagénicos sobre semillas o yemas, siendo el mas utilizado la irradiacion con
rayos Gamma (De Rocca Serra et al. 1992, Ollitrault et al. 2012). Por otro lado
la ventaja de utilizar tejidos haploides (generalmente polen o micrésporas), es
que no se producen quimeras. Una vez encontrada y evaluada la mutacion, el
mejorador genético puede utilizarla como parental, en hibridaciones dentro de
un PMG (Roose y Williams, 2007).

En la practica, resulta complicado la obtencion de variedades por éste
método, debido a quimeras, mutaciones inestables, etc (Roose y Williams,
2007). Sin embargo, tiene las grandes ventajas ya mencionadas para
mutaciones espontaneas (Agusti, 2003a).
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2.2.12.3 Hibridacion sexual

La hibridacion convencional es un procedimiento para la obtencion de
nuevas variedades citricas, que puedan utilizarse a nivel de produccion
comercial (Williams, 2005). Los pasos para realizar la hibridacién segun
Williams (2005) son:

e Seleccidn de los padres para el cruzamiento

¢ Hibridacion de forma manual

e Cosecha del fruto hibrido

e Extraccion y cultivo del embriébn (en el caso de variedades
poliembridnicas, se aisla el embridén cigético para su cultivo in
vitro) o semilla.

e Siembra de dichos hibridos, y estudio de la calidad de fruta,
crecimiento vegetativo, resistencia a enfermedades y plagas, etc.

Sin embargo, el nimero de genotipos de interés obtenidos por
hibridacion sexual ha sido muy limitado. Las limitantes segun Gmitter et al.
(2009) son: el tiempo y espacio necesario, la poliembrionia, la depresion por
endogamia y la juvenilidad.

2.2.12.4 Generacion de poliploides

En el género Citrus los individuos diploides son los mas habituales, sin
embargo, se han encontrado e inducido triploides y tetraploides. Los triploides
son estériles y por lo tanto tienen la capacidad de producir frutos sin semilla, y
de no inducir la formacién de semillas en otras variedades. Los tetraploides
sirven como parentales para la obtencion de triploides (Giambiasi, 2014).

Los triploides no poseen endospermo desarrollado, esto ocasiona la
muerte del embridén, aunque la lima “Tahiti” es un triploide natural que logrd
sortear estas barreras y hoy en dia es cultivada de forma comercial (Viloria et
al. 2005, Ollitrault et al. 2007).

Los triploides pueden ser obtenidos por cruzamientos de individuos 2x x
2x, en el que en uno de los parentales debe ocurrir la formacion de gametos no
reducidos, o cruzamientos de individuos 4x x 2x. En todos los casos, es
necesario rescatar los embriones formados, mediante técnicas de cultivos in
vitro (Viloria et al., 2005).

Los tetraploides pueden formarse por dos vias: 1) por duplicacion
somatica, la que puede ocurrir de forma natural, o inducirse mediante productos
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quimicos, o 2) por hibridaciébn somatica, basada en aislar, y posteriormente unir
protoplastos, formando una Gnica ceélula hibrida, de la cual se regenera una
planta mediante cultivo in vitro (Ollitrault et al., 2012).

2.2.13 Programa de mejoramiento genético nacional

El Programa de Mejoramiento Genético de Citricos que llevan adelante
el INIA y la Facultad de Agronomia, cuenta con una seleccion de variedades
nacionales que fueron creadas a partir de cruzamientos dirigidos entre padres
con caracteristicas destacadas (Moltini et al., 2018).

2.2.13.1 Caracteristicas de los hibridos

Rivas et al. (2014), evaluaron durante 4 afios las caracteristicas
organolépticas de diferentes hibridos de “Ellendale” x “Page”, entre los que se
destacan, F3P8 y F2P3. El hibrido F3P8, presenta fruto de tamafio medio, buen
color, forma achatada, quedando pocos residuos de albedo en la pulpa al
pelarla, cascara fina y consistencia intermedia, sabor excelente, jugoso y
fundente, posee semillas en polinizacién cruzada, la cosecha es en el mes de
julio. Como caracteristicas del arbol, en general presenta vigor medio, habito
semi-erecto, buena densidad de follaje, sin espinas, buena productividad, y
fructifica en ramilletes (Rivas et al., 2014). Algo muy valorado por los
consumidores es el porcentaje de jugo, destacandose F3P8 dentro de las
variedades existentes en el mercado, con valores superiores a 50% (Moltini et
al., 2018).

F2P3 presenta frutos de tamafio medio, buena coloracion, forma
achatada, consistencia y calidad de piel muy buena (lisa), facil pelado,
adherencia a la planta en todo el ciclo, sabor excelente, textura crocante pero
jugosa, muy alto contenido de azUcar y acidez aceptable, capacidad de producir
frutos sin semilla en aislamiento aunque presenta semillas en polinizacion
cruzada y tiene un periodo de cosecha extenso (junio a noviembre
aproximadamente). Los arboles presentan vigor medio y porte abierto, con
buena densidad de follaje y sin espinas. Los frutos se disponen de forma
homogénea en la planta. Como resultado de 3 afios de evaluacion, Moltini et al.
(2018), destacan el nivel de sélidos solubles (°Brix) de F2P3, alcanzando los
19°Brix, un contenido muy poco comun en mandarinas.

Moltini et al. (2018) demuestran que la coloracion de la pulpa de los
hibridos de Ellendale x Page (ICC menor a 6), el contenido de vitamina C (25-
32mg/100g), y la acidez, son las menores de los hibridos nacionales. Esta
altima caracteristica se combina con un nivel interesante de solidos solubles. El
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hibrido F2P3 en conjunto con A210 (hibrido de “Ellendale” x “Mandarina
comun”), y B30 (hibrido de “Ellendale” x “Satsuma Owari”), se destacan en la
presencia de carotenoides (31-34 ug por gramo de pulpa), y en el contenido de
fenoles (99 mg AG/pulpa, Moltini et al., 2018).

2.2.13.2 Caracteristicas de los parentales

Los parentales son “Ellendale” y “Page”. “Ellendale” es una variedad
australiana de alta calidad, descubierta como seedling en 1878 por E.A.Burridge
en su propiedad en “Ellendale”, cerca de Bundaberg, en el estado de
Queensland. Es un hibrido de naranja-mandarina (tangor) y su parentesco es
desconocido (Saunt, 2000).

Los &rboles son de gran tamafio, sin espinas, propensos a quebradura
de ramas, aunque las selecciones nuevas se ven menos afectadas. El fruto es
de tamafio medio a grande, aplanado y de maduracién en media estacion. La
cascara usualmente alcanza buenas coloraciones anaranjadas, es suave, y los
frutos no presentan bufado (puffing). Presenta tendencia al rajado estilar, en
condiciones de crecimiento de altas temperaturas y humedad. Presenta altos
niveles de acidez, por eso es necesario dar tiempo a que estos valores bajen
antes de la cosecha (Saunt, 2000).

La presencia de frutos sin semilla es variable. En polinizacién cruzada
se puede encontrar hasta 20 semillas por fruto, pero en plantaciones de
“Ellendale” en bloque pueden obtenerse frutos sin semilla (Saunt, 2000).

En las condiciones de Espafia y Uruguay presenta altas floraciones y
muy bajo porcentaje de frutos cuajados (rara vez supera el 5% en forma
natural), por lo que requiere medidas de manejo para incrementar su
productividad (Gravina et al., 1998).

Page, fue creada en Florida (EEUU) por Reece y Gardner en 1942, por
cruzamiento del tangelo “Minneola” (pomelo “Duncan” x mandarino “Dancy”)
con mandarina “Clementina”. Por lo tanto estd compuesto por % mandarina y ¥
pomelo, y se refiere a él como “hibrido de tangelo” (Saunt, 2000).

El arbol no presenta espinas, es muy vigoroso, y extremadamente
productivo. Esto dltimo provoca que las ramas se quiebren, y se plantea la
necesidad de un soporte para evitarlo. Se destaca una notable caida de hojas
en el periodo invernal. Sus frutos son bien coloreados, redondos, suaves, con
gran cantidad de semillas (12), muy parecidos a una naranja pequefia, pero de
facil pelado. Sin embargo, no relne caracteristicas suficientemente buenas
como para tener un potencial comercial (Saunt, 2000).
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3. MATERIALES Y METODOS

Para cumplir los objetivos de esta tesis se llevaron a cabo tres
experimentos en condiciones de aislamiento de polinizacion cruzada; en dos de
ellos se realizaron polinizaciones manuales y en el tercero, para confirmar la
autoincompatibilidad y aproximarse a las condiciones comerciales de manejo,
se cubrieron las plantas con malla excluidora de abejas.

3.1EXPERIMENTOS 1Y 2

Los dos primeros experimentos se realizaron en la estacion
experimental Wilson Ferreira Aldunate (Las Brujas), del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA), ubicado en el departamento de Canelones,
Uruguay (34°40°27.26°°S; 56°19°31.13°0), en la temporada 2018-2019. Los
mismos se llevaron a cabo en el mddulo de evaluacion de cultivares del
programa nacional de mejoramiento genético de citricos.

Se seleccionaron 15 plantas de los hibridos F3P8 y F2P3 (seedlings de
mandarina hibrida “Ellendale” x “Page”), de las cuales 5 de cada uno se
encontraban sobre el portainjerto citrange “Carrizo” [Citrus sinensis (L.) Osb. x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.], 5 sobre “Trifolia” (P. trifoliata (L.) Raf.), y 5 sobre
“Flying Dragon” (P. trifoliata (L.) Raf.). Los arboles fueron plantados en el afio
2015, en condiciones de riego localizado y recibieron un plan de fertirriego
estandar.

En cada uno de los hibridos se marcaron 400 brotes de flor terminal en
estado 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1995). Previo a la antesis se
recolectaron otras flores de ambos hibridos, para la posterior extraccion de las
anteras y obtencion del polen. Estas se depositaron en placas de Petri con
silica gel durante 12 horas para la deshidratacion y dehiscencia. Al dia
siguiente, los brotes marcados se emascularon con pinza y fueron polinizados
artificialmente con un pincel fino (Figura 3). Aproximadamente la mitad de los
brotes fueron autopolinizados y a los restantes se les realizé la polinizacion
cruzada con el otro hibrido; el nimero de flores iniciales por tratamiento varié
entre 172 y 194. Posteriormente a cada polinizacion, se coloco un capuchon de
aluminio sobre el pistilo de las flores, y se embolsé el brote con malla blanca de
tul hasta caida de pétalos.

Los experimentos se instalaron con una semana de diferencia, de
acuerdo al estado fenolégico de cada cultivar. El experimento 1 se realizé con el
hibrido F3P8, que alcanzé el estado 59 de la escala BBCH el 5/10/2018 (fecha
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1) y el experimento 2, con el hibrido F2P3, que lo alcanzé una semana después
(fecha 2).

Figura 3. Emasculacion, polinizacién y enmallado individual de las flores

A partir de caida de pétalos (aproximadamente 15 dias después de la
polinizacién) y hasta fin de caida fisioldégica (enero), se registré6 semanalmente
el porcentaje de frutos cuajados. El 22 de marzo se cosecharon los frutos de
ambos hibridos. Se evalué la presencia de semillas, el tipo de semilla (normal,
vana, rudimentos seminales), peso y sus dimensiones. Posteriormente se
calculé el numero medio de semillas por fruto y el porcentaje de frutos con
semillas.

En ambas fechas, previo a la polinizacion se analiz6 la viabilidad de
polen de las dos variedades. Se tomé una muestra del material colectado para
polinizar manualmente, se depositaron las anteras sobre un portaobjeto y se le
agrego una gota de solucién compuesta por 0,5 % de cloruro de tetrazolio y de
10 % de sacarosa y 100 mL de agua destilada, y se cubrié rapidamente
evitando asi la interaccion con el oxigeno del aire, de acuerdo a lo propuesto
por Bolat y Prilak (1999). Se realizaron 4 repeticiones por variedad (Figura 4).
Se esperd durante una hora y posteriormente se evalué la viabilidad del polen
utilizando un microscopio optico (Nikon, modelo Eclipse LV150N). Los granos
tefiidos de rojo (reaccién positiva), fueron considerados viables, y los amarillos,
no viables (Figura 5).
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Figura 4. Granos de polen del hibrido F2P3 en portaobjetos, para su
observacion bajo microscopio

Granos de polen viables de color rosado (A) y no viables de color amarillo (B).

Figura 5. Granos de polen del hibrido F2P3, test de viabilidad con sales de
tetrazolio

3.2 EXPERIMENTO 3

3.2.1 Estudio de autoincompatibilidad

Para determinar la autoincompatibilidad natural de ambos hibridos
(F3P8 y F2P3), en la estacion experimental “INIA Salto Grande” (31° 21’ LS, 57°
45 LO) 4 arboles de cada hibrido, injertados sobre “Trifolia” se cubrieron previo
a la floracion y hasta fin de caida de pétalos con malla excluidora de abejas
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(Figura 6). Los arboles, plantados en el afio 2015, se encontraban en
condiciones de riego localizado y recibieron un plan de fertilizacién estandar.

Los frutos de F3P8 se cosecharon en junio y los de F2P3 en agosto.
Posteriormente se cuantificd la presencia de semillas por fruto (normal, vana,
rudimentos seminales), y se calcul6 el porcentaje de frutos con semillas.

Figura 6. Arboles de los hibridos F3P8 y F2P3, cubiertos con malla excluidora
de abejas

3.2.2 Estudio de capacidad partenocarpica

Para determinar el porcentaje de cuajado inicial (21 DPF) y final (80
DPF) se utilizaron los 4 arboles con malla excluidora de abejas descriptos en
3.2.1. En plena floracion se conté en dos ramas de cada uno, el nUmero de
nudos y flores totales y a los 21 DPF y 80 DPF se contabilizé el nimero de
frutos cuajados.

3.3 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1 Experimentos 1y 2

Se utilizé un disefio en blogues completos generalizados con 2
tratamientos, 3 bloques (portainjertos) y 5 plantas por bloque, en el cual se us6
un arbol como unidad experimental.

El porcentaje de cuajado inicial y de polen viable se analiz6
estadisticamente con un modelo lineal generalizado mixto (MLGM) en el
programa estadistico INFOSTAT (versién 2019) interfase con R (version 3.4.4),
y se utilizé un test DGC para la separacion de medias (Di Rienzo et al., 2019).
Para la primera variable solo se realiz6 el andlisis en las primeras fechas,
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debido a que el porcentaje de cuajado fue muy bajo, impidiendo estimar el error
experimental en las fechas posteriores.

Se realizaron intervalos de confianza (IC) para la proporcion (p) de la
variable porcentaje de granos de polen viables para cada uno de los hibridos en

cada fecha, asumiendo distribucion normal para p. El célculo se realizo
aplicando la siguiente ecuacion:

IC(1—a), = [pﬂ 4 zﬁ;ﬂwf”"l_m (ecuacion 1)

n

Siendo p el estimador de la verdadera proporcion (p), z,, un valor de
tabla de la distribucion normal estandar tal que P(Z = ze, )= 0.025 y n el
namero total de granos de polen evaluados.

3.3.2 Experimento 3

Para el porcentaje de frutos con semilla se realiz6 un IC para p
(ecuacion 1) y para el numero de semillas por fruto se realizé6 un IC para la
media (1), asumiendo una distribucién normal. Este ultimo se calculé con la
siguiente ecuacion:

“:'(1 — CI:]H = [fi tn—1; :rll,r: %] (ecuacién 2)

Siendo X el estimador de la verdadera media (W), tn-1a, , un valor de

tabla de la distribucion T de Student tal que P(T,_; = ta-1ie; ) = 0.025, = el

W

error estandar de la media estimada y n el nimero total de frutos evaluados.

Para el cuajado a los 23 DPF vy final (80 DPF) en el hibrido F2P3,
también se realiz6 un IC para p (ecuacion 1).
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIO DE LA AUTOINCOMPATIBILIDAD E INTERCOMPATIBILIDAD
EN CONDICIONES DE POLINIZACION DIRIGIDA Y SU RELACION CON
EL CUAJADO DE FRUTOS

4.1.1 Experimento 1. Hibrido F3P8

4.1.1.1 Evolucion del cuajado de frutos

En condiciones de autopolinizacion, de las 194 flores polinizadas
solamente cuajaron 3 frutos, todos aspermos (Cuadro 1). El bajo porcentaje de
cuajado final (1,5%) sugiere algin mecanismo de autoincompatibilidad y baja
habilidad partenocarpica (Cuadro 1).

Por otra parte el cuajado final para el hibrido F3P8 con polen de F2P3
fue de O frutos de un total de 172 flores, lo que sugiere que el polen de F2P3 no
es compatible con el hibrido F3P8.

El cuajado inicial a los 14 y 21 dias post floraciéon (DPF) no fue afectado
por los tratamientos (Figura 7). En el tratamiento de autopolinizacion, a los 14
DPF se comprobd una caida del 50% de los frutos, mientras que a los 21 DPF
la caida de frutos superaba el 80%. Para el otro tratamiento a los 14 DPF y 21
DPF la caida de frutos fue 34% y 86% respectivamente. El cuajado final quedd
definido 29 DPF para el tratamiento autopolinizacion y a los 42 DPF para el
tratamiento polinizacién cruzada. Se continu6é analizando en fechas posteriores
(datos no presentados), pero la gran cantidad de “ceros” generados por la caida
de frutitos, no permite tener una buena estimacion del error estandar como
para realizar una inferencia estadistica.

En este hibrido a los 21 DPF se encontré un efecto significativo
diferencial de los portainjertos sobre el cuajado de frutos, siendo mayor en los
arboles injertados sobre “Flying Dragon”, intermedio sobre Citrange “Carrizo” y
menor sobre “Trifolia” (datos no presentados).
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Cuadro 1. Numero de frutos cosechados, porcentaje de frutos con semillas,
namero promedio de semillas por fruto, cuajado inicial y cuajado final, en el
hibrido F3P8 segun tratamiento de auto e interpolinizacion

Tratamiento Numero de | Frutos | Numero de | Cuajado | Cuajado
frutos con semillas inicial final
cosechados | semillas | por fruto | (21 dpf)
(%)
Autopolinizacién 3 0 0 16,5a 1,5
Interpolinizacion 0 - - 14,0 a 0

(F2P3 &)
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Rojo: autopolinizacion.

Azul: interpolinizacion.

Figura 7. Porcentaje de cuajado inicial del hibrido F3P8

41.1.2

Viabilidad de polen

La viabilidad de los granos de polen de F3P8 y F2P3 fue de 0,71% y de
1,53% respectivamente (Cuadro 2), muy bajo en ambos casos y sin diferencias
significativas entre ellos.
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Cuadro 2. Porcentaje de granos de polen viable e intervalos de confianza para p
[IC], de los hibridos F3P8 y F2P3 en la fecha 5/10/18

Hibrido Porcentaje granos de IC para p
polen viables

F3P8 0,71a [0,19; 1,23]

F2P3 1,53a [1,04 ; 2,03]

4.1.1.3 Factores ambientales pre y pos polinizacion

La temperatura promedio en los 5 dias previos a la polinizacion fue de
12,5°C, la minima promedio fue de 4,5°C y las maximas promedio de 17,5°C
(Anexo 1). La temperatura promedio en los 5 dias posteriores a la polinizacion
fue de 17,5°C, la minima promedio fue de 10°C y las maximas promedio de
22,5°C. (Anexo 1). En la semana previa a la polinizacion la humedad relativa
(HR) promedio se encontr6 entre 60 y 80%, no hubo precipitaciones 7 dias
posteriores a la polinizacion.

4.1.2 Experimento 2. Hibrido F2P3

4.1.2.1 Evolucion del cuajado de frutos

En condiciones de autopolinizacion, de las 194 flores polinizadas
solamente cuajaron 3, presentando 5, 7 y 9 semillas cada uno, con un promedio
de 7 semillas por fruto (Cuadro 3). El bajo porcentaje de cuajado final (1,7%)
sugiere algin mecanismo de autoincompatibilidad y baja habilidad
partenocarpica.

En el tratamiento de polinizacion cruzada con F3P8, se obtuvieron 26
frutos finales de los cuales el 96,3% present6 semillas; el promedio de semillas
por fruto fue de 9 (Cuadro 3 y Figura 8). Este mayor porcentaje de cuajado final
(13,9%) sugiere compatibilidad entre ambos hibridos y estimulo del cuajado de
frutos a través de la fecundacion.
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Cuadro 3. Numero de frutos cosechados, porcentaje de frutos con semillas,
namero promedio de semillas por fruto, cuajado inicial y cuajado final, en el
hibrido F2P3 segun tratamiento auto e interpolinizacion

Tratamiento Numero Frutos Numero | Cuajado | Cuajado
frutos con de inicial final (%)
cosechados | semillas | semillas (21
(%) por fruto DPF)
Autopolinizacion 3 100 7 28,4 b 1,7
Interpolinizacion 26 96.3 9 41,2 a 13,9
(F3P8 &)

Dependiendo de la fecha considerada, el cuajado fue afectado por los
tratamientos. A los 15 dias post floracion (DPF) no se encontraron diferencias
significativas entre ellos (Figura 8). Sin embargo, a los 21 DPF en condiciones
de autopolinizacién solamente quedaba el 24,4% de los frutos, mientras que
con el polen de F3P8 permanecia el 41,2%. A los 50 DPF, en autopolinizacién
se comprob6 una importante caida, quedando practicamente definido el
porcentaje de cuajado final (1,7%). Con el tratamiento de polinizacion cruzada a
los 50 DPF se mantenia un 23% de frutos cuajados, abscisionando
gradualmente hasta final de la caida fisiolégica (100 DPF), alcanzando un
cuajado final de 13,9% (Cuadro 3).

En este hibrido a los 21 DPF también se encontré un efecto significativo
diferencial de los portainjertos sobre el cuajado de frutos, siendo mayor en los
arboles injertados sobre “Flying Dragon”, intermedio sobre Citrange “Carrizo” y
menor sobre “Trifolia” (datos no presentados).

Al final de la caida fisioldgica, si bien por el bajo numero de frutos
cuajados no pudo realizarse analisis estadistico, también la mayoria se
encontraba en arboles injertados sobre “Flying Dragon” y no hubo frutos
cuajados sobre “Trifolia”.
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Figura 8. Porcentaje de cuajado inicial del hibrido F2P3
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Rojo: autopolinizacion.

Azul: interpolinizacién.

4.1.2.2 Presencia de semillas inviables

En ambos tratamientos, ademas de las semillas normales se
encontraron semillas vanas y rudimentos seminales (Figura 9). En
autopolinizacion los tres frutos cuajados presentaban semillas normales y dos
de ellos presentaron semillas vanas y rudimentos seminales (Anexo 2). En el
tratamiento de polinizacion cruzada, el 96,3% de los frutos present6 semillas
normales, el 55% también presenté semillas vanas y el 63% rudimentos
seminales.

Las semillas normales presentaron en promedio 9,01 cm, 5,02 cm y
4,03 cm de largo, ancho y grosor respectivamente, siendo 0,7cm; 0,75 cm, y 3
cm respectivamente mayor que en las vanas (Anexo 3). El peso fresco y seco
de las semillas normales fue 1,8 y 1,6 veces mayor que en las semillas vanas
respectivamente (Anexo 4). Por otro lado, los rudimentos seminales
presentaron un largo 3 veces menor que las normales, y su peso fue
despreciable (Anexo 3).
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En verde a la izquierda: rudimentos seminales.
Arriba a la derecha: semillas vanas.

Abajo a la derecha: semillas normales.

Figura 9. Tipos de semilla del hibrido F2P3
4.1.2.3 VIABILIDAD DE POLEN

La viabilidad de los granos de polen de F3P8 y F2P3 fue de 1,71% y
3,39% respectivamente, muy bajo en ambos casos y sin diferencias
significativas entre ellos (Cuadro 4). Al comparar la viabilidad de polen de
ambos hibridos en las dos fechas (experimentos 1 y 2) tampoco presentaron
diferencias significativas.

Cuadro 4. Porcentaje de granos de polen viable e intervalos de confianza para p
[IC], de los hibridos F3P8 y F2P3 en la fecha 11/10/18

Hibrido Porcentaje granos de IC para p
polen viables
F3P8 1,71a [0,97 ; 2,45]
F2P3 3,39a [1,93; 4,85]

4.1.2.4 Factores ambientales pre y pos polinizacion

La temperatura promedio en los 5 dias previos a la polinizacion fue de
16°C, la minima promedio fue de 10°C y las maximas promedio de 20°C (Anexo
1). Todas fueron superiores en comparacion con las temperaturas de los dias
previos a la primera polinizacién (experimento 1). Se sugiere que la tendencia a
un mayor porcentaje de viabilidad en la segunda fecha en ambos hibridos
puede deberse al factor temperatura. La temperatura promedio en los 5 dias
posteriores a la polinizacion fue de 17°C, la minima promedio fue de 12°C vy las
maximas promedio de 22°C. Los otros factores ambientales fueron similares a
los de la primera fecha de polinizacion.
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4.2 EXPERIMENTO 3. ESTUDIO DE LA AUTOINCOMPATIBILIDAD EN
AUSENCIA DE POLINIZACION CRUZADA

En F3P8, en condiciones de polinizacion cruzada impedida con malla
excluidora de abejas, el porcentaje de frutos con semilla fue de 18% con un IC
entre 13% y 23%; para F2P3 se determin6 un 19% de frutos con semillas con
un IC entre 14% y 24% (Cuadro 5). Considerando el total de frutos evaluados
en F3P8, el numero de semillas por fruto se ubico entre 0,25y 0,72 y en F2P3
entre 0,25 y 0,48 (Cuadro 5). Al considerar solo los frutos con semillas, el
namero ascendio a 2,7y 1,92 en F3P8 y F2P3 respectivamente (Cuadro 5).

En F3P8 el cuajado de frutos fue muy bajo desde el inicio (2,6% a los
21 DPF) y nulo en las ramas evaluadas al final de caida fisiolégica (Cuadro 6),
confirmando la baja capacidad partenocérpica encontrada en el experimento 1.
En F2P3 el cuajado inicial fue mayor (15,2%) a los 21 DPF y levemente superior
al final de la caida fisiolégica (1,1%), muy similar al determinado en el
experimento 2 (Cuadro 6).

Cuadro 5. Numero de frutos cosechados, porcentaje de frutos con semilla, e

intervalo de confianza (IC) para “p” proporcion de frutos con semilla, IC para “u
namero de semillas por frutos, totales y por frutos con semillas, segun hibrido

Hibrido Namero Frutos con NUmero de Numero de
frutos semillas (%) semillas por semillas por
cosechados frutos totales frutos con
semillas
F3P8 238 18 0,49 2,7
(IC: 13-23) (IC: 0,25-0,72) | (IC: 1,38-4,02)
F2P3 261 19 (IC: 14-24) | 0,37 (IC: 0,25- | 1,9 (IC:0,249-
0,48) 3,591)

Cuadro 6. Cuajado inicial y final para ambos hibridos

Hibrido Cuajado inicial 21 Cuajado final
DPF (%) (%)
F3P8 2,6 +0,7 0
F2P3 152+21 1,1+£0,6
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5. DISCUSION

Considerando los resultados de los tres experimentos, los hibridos
F3P8 y F2P3 no pueden considerarse totalmente autoincompatibles. En
condiciones de autopolinizacion manual (experimentos 1 y 2), solamente
cuajaron tres frutos en cada hibrido; sin semillas los tres de F3P8 y con semillas
los de F2P3. Sin embargo, en el experimento 3, en autopolinizacién bajo malla
excluidora de abejas, el porcentaje de frutos con semillas fue 18 % en F3P8 y
19 % en F2P3. El minimo namero de frutos obtenido en los experimentos 1y 2,
no permite concluir en forma definitiva si los hibridos presentan
autoincompatibilidad. La informacién obtenida en el experimento 3, indica que
en ambos estaria operando algiin mecanismo limitante de la fecundacion.

Ademas de algun mecanismo genético, no estudiado en este trabajo,
una de las posibles causas del diferente comportamiento de los hibridos al
realizar las autopolinizaciones dirigidas, podria ser la viabilidad del polen o su
capacidad de germinacion. La temperatura media los 5 dias previos a la primera
fecha de polinizacion se ubicé entre 10°C y 15°C, mientras que en la segunda
fecha fue levemente superior a los 15°C. Adicionalmente, durante esos dias la
temperatura minima en la primera fecha estuvo proxima a los 5 °C, mientras
gue en la segunda, se mantuvo en el entorno de los 10 °C. Pardo et al. (2007)
determinaron una alta correlacion entre la temperatura media minima durante el
periodo de floracién y el nimero de semillas formadas, evidenciando el efecto
negativo de las bajas temperaturas en la polinizacién y fecundacion. Las bajas
temperaturas dificultan el apareamiento de los cromosomas durante la meiosis,
lo que favorece la esterilidad de los gametos, la malformacién del polen y por lo
tanto se reduce el porcentaje de germinacion. En los experimentos 1y 2, las
temperaturas registradas durante los dias previos a la polinizaciébn pueden
explicar la baja viabilidad del polen determinada en ambos hibridos, pero
especialmente en la primera fecha de polinizacion (autopolinizacién de F3P8).

Moreira y Gurgel (1941) observaron que si bien pueden encontrarse
diferencias en la viabilidad del polen entre ramas, plantas, portainjertos y
estados fenoldgicos, generalmente son pequefias, ya que las mayores
diferencias se encuentran entre los genotipos. En Uruguay Mautone et al.
(2016) reportaron una viabilidad de polen de 13,5% en mandarina hibrida M9,
19% en mandarina hibrida “B30”, 2,2% en naranja Valencia “Paylate”, 18,2% en
limén tipo “Lisbon” y 8,5% en mandarina “Afourer”. Ademd&s, en otros
experimentos nacionales se ha determinado la viabilidad de granos de polen en
diferentes cultivares, presentando en algunos casos, grandes variaciones entre
experimentos (“Afourer” entre 3% y 21,2%, limon tipo “Lisbon” entre 3% vy
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15,3%, naranja Valencia “CV64” 1,7 %, tangor “Ortanique” 43,8 %).”> En Brasil,
Domingues et al. (1999) evaluaron la viabilidad de polen usando la tincion de
carmin acético, encontrando 12% para el cultivar “Pera Sem Sementes” de
naranja y 88,8% para el cultivar de naranja “Hamlin Reserva”.

Moreira y Gurgel (1941) definieron como baja viabilidad del polen hasta
un 30%, media del 31 al 69% y alta por encima del 70%. Por lo tanto, los
hibridos F3P8 y F2P3 entrarian en la categoria menor a 30%, siendo muy baja
la viabilidad en ambos y estando muy cerca de una androesterilidad.

La temperatura promedio los 5 dias post polinizacion en ambas fechas
(experimentos 1 y 2) fue de 17°C. Distefano et al. (2012) no observaron
germinacion de polen in vitro a temperaturas menores a 10°C en el pumelo
“Sha Tian Yu”, citron “Vozza Vozza” y los mandarinos “Dancy” y Clementina
“Comune”. Ademas demuestran que la germinacién del polen en estas especies
aumenta de 10°C a 25°C y presenta una fuerte disminucion al llegar a 30°C.
Para el desarrollo del tubo polinico Agusti (2010) sugiere un umbral de 13°C,
existiendo un rapido crecimiento de éste entre 25-30°C. Por otra parte,
Distefano et al. (2012) afirman que la temperatura en el rango de 15 a 25 °C
determinara el lugar donde se interrumpe el crecimiento del tubo polinico, pero
al mismo tiempo dependera de la interaccion de ambos genotipos (masculino y
femenino). Por lo tanto, en los experimentos 1 y 2, aun sin alcanzar el rango
optimo de temperatura para la germinacion de los granos de polen, éstas se
presentaron dentro de un rango favorable en ambos periodos post polinizacion.
Lo mismo sucede para el crecimiento del tubo polinico.

Con respecto a los restantes factores ambientales, en la semana previa
y post polinizacion de cada hibrido, la humedad relativa (HR) promedio se
encontré entre 60 y 80%. Cuando la humedad relativa se encuentra por debajo
del 50%, se reduce la retencién de los granos de polen por el estigma y por
encima del 90% dificulta la dehiscencia de las anteras o reduce la fijacion del
polen (Agusti, 2010). Por lo tanto, esta variable no seria en estos experimentos
una limitante para la polinizacién. El viento y las precipitaciones son dos
factores abibticos que afectan la retencién de los granos de polen (Agusti,
2010). En este caso, el capuchon de aluminio sobre el pistilo de las flores y la
malla minimizan el posible efecto de ambos factores. Adicionalmente, no hubo
precipitaciones 7 dias posteriores a las polinizaciones.

Moreira y Gurgel (1941) reportan una correlacion positiva significativa
entre la fertilidad del polen y el numero promedio de semillas de diferentes
especies y variedades de citricos. En contraposicion a lo anterior, Domingues et
al. (2000) no encuentran correlacion entre el porcentaje de polen viable y la

> Gambetta, G.; Gravina, A. 2020. Com. personal.
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produccion de frutos por planta, ni con el nimero de semillas producidas por
fruto en naranja “Pera”. En el experimento 3, una semana previa y una semana
posterior a la plena floracion (PF), las temperaturas maximas, medias y
minimas, se ubicaron en 25°C, 20°C y 15°C respectivamente. Si bien no se
realizé el estudio de viabilidad de polen, las mayores temperaturas registradas
los dias previos y posteriores a PF, con respecto a los experimentos 1y 2,
podrian haber afectado favorablemente su viabilidad, germinacion o desarrollo
del tubo polinico. Esto puede explicar el mayor porcentaje de frutos con semillas
encontrados en F3P8, pasando de 0% (experimento 1) a 18% (experimento 3).

En Uruguay, Gambetta et al. (2013) trabajando en mandarina "Afourer”
bajo malla encontraron entre 1 y 2% de frutos con semilla y 0,04 semillas por
fruto. Mautone et al. (2017) reportaron para el hibrido “M9” bajo malla, un 2%
de frutos con semilla y 0,04 semillas por fruto. Los porcentajes de frutos con
semilla, y namero de semillas por fruto son menores que los hallados para los
hibridos F2P3 y F3P8.

Los resultados obtenidos, sugieren, que los évulos de ambos hibridos
son viables. En posteriores estudios, se podra confirmar este aspecto, asi como
la receptividad estigmética, el porcentaje de germinacion de los granos de polen
y la capacidad de crecimiento de los tubos polinicos, para determinar la
duracion del periodo efectivo de polinizacion (PEP). Con este trabajo se sugiere
gue estos hibridos presentan bajo porcentaje de frutos con semilla bajo malla,
debido a su bajo porcentaje de polen viable.

Se sugiere que ambos hibridos presentan baja habilidad
partenocarpica. En el caso de F3P8, el bajo porcentaje de frutos cuajados
registrado en el experimento 1 (1.5 %), también se determiné en el experimento
3, siendo muy bajo desde el inicio (2,6% a los 23 DPF) y nulo en las ramas
evaluadas, al final de caida fisioldgica (Cuadro 6). En F2P3 el porcentaje de
cuajado final en autopolinizacion fue muy bajo en ambos experimentos (1,7% y
1 %, respectivamente), lo que también sugiere una baja capacidad
partenocarpica.

Estimulos como la polinizacion, la germinacion del grano de polen, y el
desarrollo del tubo polinico, siempre y cuando no ocurra fecundacion, pueden
ser requeridos para la formacion del fruto partenocarpico, lo que se denomina
partenocarpia estimulativa. En ambos hibridos, el bajo cuajado inicial puede
deberse a que, de ser necesario el estimulo de la polinizacion para el reinicio
del crecimiento de ovario, existi6 un muy bajo porcentaje de polen viable con
capacidad de germinar en el estigma y actuar como sefial disparadora del
cuajado. En este trabajo no hubo un tratamiento emasculado y enmallado, pero
se sugiere realizarlo en trabajos posteriores, ya que se podria confirmar si estos
hibridos presentan o no partenocarpia del tipo estimulativa. El hibrido “M9”,
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también seleccionado del programa nacional de mejoramiento genético de
citricos, tiene alta capacidad partenocérpica, ya que, el porcentaje de cuajado
en ausencia de polen compatible fue similar o superior al obtenido en
polinizacion abierta. Ademas, el 100% de las flores emasculadas y embolsadas,
presentaron abscision. Esto sugiere que la partenocarpia de este hibrido es
estimulativa. Por otro lado, las flores autopolinizadas, alcanzaron un 6,7% de
cuajado de frutos y éstos eran aspermos (Mautone et al., 2016). Similar
comportamiento reportaron Borges et al. (2009) en tangor “Ortanique”.

La partenocarpia que no requiere ningun estimulo externo, se conoce
como autébnoma o vegetativa (Vardi et al., 2008). Un ejemplo de este tipo de
partenocarpia, ha sido reportado por Fornero et al. (2012) en mandarina
“Afourer” en las condiciones de Uruguay.

Otra razon que permite explicar el bajo porcentaje de cuajado obtenido,
gue puede ser complementaria a la anterior, es la existencia de una baja
capacidad de sintesis de giberelinas en el ovario, y por lo tanto ausencia del
principal factor del cuajado inicial. Esto ultimo es comdn en las variedades
clasificadas como de baja capacidad partenocérpica. Inicialmente el cuajado es
mayormente dependiente del balance hormonal, para posteriormente depender
del aporte de carbohidratos. Talén et al. (1990, 1992) encuentran que en
mandarina Satsuma, de alta capacidad partenocarpica, el nivel de giberelinas
activas al momento de la antesis, es mayor que en las mandarinas
Clementinas, de baja capacidad de cuajado y concluyen que éstas son el
principal estimulo que controla el desarrollo inicial del ovario. Las giberelinas
aumentan la capacidad de fosa de los frutitos, y por lo tanto la nutriciobn mineral
y el aporte de carbohidratos.

A pesar de que las flores seleccionadas fueron de brotes terminales,
gue presentan una mayor capacidad de cuajado en relacion a flores solitarias o
ubicadas en inflorescencias, en las autopolinizaciones de los dos experimentos
realizados, el porcentaje de cuajado fue bajo o nulo. Los brotes con hojas, en
general, presentan mayor cuajado debido a la cercania de la fuente de
fotoasimilados, requeridos en la fase de division celular. A su vez, al aparecer
mas tarde en la brotacion, escapan de la competencia inicial entre flores (Lovatt
et al., 1984). La menor abscision de este tipo de brotes también puede deberse
a que éstos presentan un area vascular significativamente mayor que los brotes
sin hojas, lo que se asocia a una mayor capacidad de transporte de agua y
nutrientes, y por lo tanto, mejores condiciones de competencia (Erner 1989,
Mesejo et al. 2003).

Los factores ambientales también puedan afectar el cuajado de frutos.
Para tangor “Ortanique”, Fasiolo et al. (2010) reportan que la acumulacion de
temperaturas mayores a 30 °C durante la fase 1 de crecimiento del fruto seria el
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principal factor exdgeno que afecta negativamente el cuajado final. En
condiciones de polinizaciébn abierta, Borges et al. (2009) trabajando con
“Ortanique” bajo malla sombra y sin ésta, encontraron que el cuajado inicial en
el primer caso fue mayor, debido a la disminucion del estrés térmico y luminico,
descendiendo recién a los 50 DPF, mientras que en el segundo caso disminuyé
drasticamente a los 20 DPF. En los experimentos realizados en esta tesis, no
hubo temperaturas mayores a 30 °C durante el mes posterior a la polinizacion
de cada tratamiento, por lo que se descarta este factor como posible causante
del bajo cuajado. Otro factor externo que limita el cuajado de frutos es el estrés
hidrico ocurrido durante la fase | de crecimiento, desencadenando el proceso de
abscision a través del incremento del acido abscisico (lglesias et al., 2007). Los
experimentos se realizaron en condiciones de riego localizado, por lo que,
aunqgue no se determiné el estado hidrico de las plantas, se considera que ésta
no seria la mayor limitante para el cuajado.

En el hibrido F3P8 en polinizacion cruzada con polen de F2P3, no se
obtuvieron frutos. Este resultado podria deberse a la baja viabilidad del polen
y/o a una baja o nula compatibilidad entre ambos. Por el contrario, en el hibrido
F2P3, en polinizacidon cruzada con polen de F3P8 se obtuvieron 26 frutos, con
un promedio de 9 semillas por fruto y solo un fruto sin semillas (Cuadro 3 y
Figura 8). De todos los tratamientos, este fue el que presenté mayor cuajado
final, lo que sugiere que el polen de F3P8 es compatible con el hibrido F2P3 y
que la baja viabilidad de polen de F3P8 no fue una limitante para lograr la
fecundacion y cuajado de frutos.

En el caso del hibrido F3P8, hasta los 21 DPF no se encontrd
diferencias en el cuajado entre auto e interpolinizacion (Figura 7). Similar a lo
ocurrido en el hibrido F2P3 hasta los 14 DPF (Figura 8). Sin embargo, en este
hibrido a los 21 DPF se encontré6 un mayor porcentaje de cuajado cuando el
polen era de F3P8, sugiriendo que el polen de este ultimo estimula el cuajado
inicial. La misma tendencia se presentd en el cuajado final, que en el
tratamiento autopolinizado fue de 1,7% y en el cruzamiento con polen de F3P8,
fue de 13,9% (Cuadro 3). Fasiolo y Rey (2013) trabajando en mandarina
“Afourer”, polinizada con Limén tipo “Lisbon”, con “Ortanique” y en libre
polinizacién, determinaron que hasta los 50 dias post-antesis todos los
tratamientos presentaban la misma cantidad de frutos, y recién a partir de esa
fecha se produjo una caida importante. Por otra parte, en mandarina “Nova” el
cuajado a los 20 DPF era solamente de 30% (Gambetta et al., 2008), similar a
los resultados obtenidos en F3P8 y F2P3 a los 21 DPF, que en polinizacion
cruzada presentaron un 14% y 41% de frutos cuajados, respectivamente.

El hibrido F2P3 presentd, ademas rudimentos seminales, de 3 mm de
largo en promedio (Anexo 3 y Figura 9), que por ser tan pequefios, pueden
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pasar desapercibidos cuando el fruto es maduro, por lo que no afectan la
calidad de los frutos (Bono, 2000). Los rudimentos seminales sugieren la
presencia de estenospermocarpia, desarrollo de frutos con semillas
parcialmente formadas debido a un aborto de los embriones luego de la
fecundacion. A diferencia de la partenocarpia, en estos casos ocurre
fecundacion (Podesta, 2007), aunque de acuerdo a Mesejo et al. (2014) los
factores que regulan este fendmeno no son conocidos en la actualidad.

Para el disefio de una plantacion citricola debe tenerse en cuenta la
biologia reproductiva de las variedades para poder cumplir con la produccién de
frutos sin semillas, actualmente exigida por los mercados. Aunque Barry (2004)
reportd que se consideran frutos sin semilla cuando la presencia de estas es de
1 cada 100 frutos, a nivel comercial las exigencias para la exportacion de
mandarinas a EEUU en 2019 fueron menores, permitiendo en categorias
“premium” la presencia de semillas hasta en un 6% o 15% de los frutos.? Por lo
tanto, para la exportacion a mercados exigente, los frutos de los hibridos
estudiados en condiciones de autopolinizacion, no alcanzarian la clasificacion
de frutos sin semillas de las categorias mas exigentes.

Las naranjas navel, y las mandarinas Satsumas se caracterizan por
presentar esterilidad masculina y femenina, y por lo tanto son utilizadas como
variedades filtro en muchos disefios de plantacion (Mesejo et al., 2007). Como
resultado de la baja viabilidad de los granos de polen de F3P8 y F2P3, es
probable que estos hibridos no actlien como polinizadores eficientes de otras
especies plantadas en cuadros cercanos. En proximos trabajos deberia
confirmarse que la baja viabilidad de polen encontrada en este estudio sea una
caracteristica permanente para poder utilizarlos como variedades filtro,
impidiendo que variedades de mayor valor comercial, como la mandarina
“Afourer” presenten alto numero de semillas.

En California se estudié que el polen de las mandarinas “Clementina de
Nules” y “Afourer” puede ser transportado por las abejas entre 500 y 960 metros
respectivamente (Chao et al., 2005b). Si bien no existe un estudio de estas
caracteristicas en el Uruguay, es importante tener en cuenta las distancias entre
variedades para evitar interpolinizacion. Otero y Rivas (2017), midieron la
distribucién espacial del numero de frutos con semilla en mandarina “Afourer”
en Uruguay y propusieron una distancia minima de 250 m con arboles de otra
especie de citrico o variedad, para que no haya interferencia de polinizacién
cruzada.

® Garcia y Santos, F. 2020. Com. personal.
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6. CONCLUSIONES

»En los experimentos de autopolinizacion dirigida, solamente
cuajaron 3 frutos de cada hibrido por lo que no se puede
comprobar si presentan autocompatibilidad 0
autoincompatibilidad.

»En ausencia de polinizacion cruzada con el uso de mallas
excluidoras de abejas, ambos hibridos presentaron casi 20 % de
frutos con semillas, por lo que no pueden considerarse
totalmente autoincompatibles.

»Ambos hibridos presentaron una muy baja viabilidad del polen,
pudiendo ser uno de los mecanismos limitantes de la
fecundacion.

»La capacidad partenocéarpica de los hibridos fue muy baja, no
superando en autopolinizacién el 1,7 % de cuajado final.

> No se obtuvieron frutos provenientes del cruzamiento de F3P8 con
polen de F2P3, no pudiendo confirmar su intercompatibilidad.

»Las flores de F2P3 polinizadas con F3P8 presentaron alto
porcentaje de cuajado (14 %) y en promedio 9 semillas por fruto,
indicando compatibilidad entre ambos.
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7. RESUMEN

La tendencia mundial del mercado a exigir mandarinas sin semillas ha
llevado a que el mejoramiento genético esté fuertemente dirigido a crear
cultivares autoincompatibles o estériles. De los cultivares obtenidos en el
programa nacional de mejoramiento genético de Citrus, se han seleccionados
dos hibridos de “Ellendale” x "Page”, que son promisorios en cuanto a sus
caracteristicas organolépticas y por presentar bajo nimero de semillas. El
objetivo general de este trabajo fue caracterizar el comportamiento reproductivo
de los hibridos F3P8 y F2P3. Se realizaron dos experimentos en la estacion
experimental INIA Las Brujas, y otro en la INIA Salto Grande. En los dos
primeros experimentos, se estudi6 la autocompatibilidad, mediante
autopolinizacion manual y la intercompatibilidad, emasculando y polinizando
con polen del otro cultivar. Se marcaron 200 flores de brotes de flor terminal
para cada tratamiento. Posteriormente a cada polinizaciéon, se colocd un
capuchdén de aluminio sobre el pistilo de las flores y se embolsé el brote con
malla blanca de tul hasta caida de pétalos. En el experimento de Salto Grande,
se cubrieron 4 arboles de cada hibrido con malla excluidora de abejas y se
evalu6 el porcentaje de frutos cuajados y la presencia de semillas. En
condiciones de autopolinizacibn manual (experimentos 1 y 2), solamente
cuajaron tres frutos en cada hibrido; sin semillas los tres de F3P8 y con semillas
los de F2P3. Sin embargo, en el experimento 3, en autopolinizacién bajo malla
excluidora de abejas, el porcentaje de frutos con semillas fue 18 % en F3P8 y
19 % en F2P3. El cuajado de frutos en el hibrido F3P8 en autopolinizacion, fue
en el primer y tercer experimento de 1,5% y 0% respectivamente. En F2P3,
también fue muy bajo en ambos experimentos (1,7% y 1 %, respectivamente).
En el hibrido F3P8 en polinizacion cruzada con polen de F2P3 no se obtuvieron
frutos. Por el contrario, en el hibrido F2P3 en polinizacién cruzada con polen de
F3P8 se obtuvieron 26 frutos, con un promedio de 9 semillas por fruto y solo
uno sin semillas. Los resultados de autopolinizacion dirigida, en los que solo
cuajaron 3 frutos, no permiten comprobar la existencia de autoincompatibilidad.
Los resultados del experimento 3, permiten concluir que los hibridos F3P8 y
F2P3 no pueden considerarse totalmente autoincompatibles, ya que en
ausencia de polinizacidén cruzada presentaron casi 20 % de frutos con semillas,
aunque se sugiere la existencia algin mecanismo limitante de la fecundacion,
ya que éstos solo presentaron entre 1 y 3 semillas. Ambos hibridos presentaron
una muy baja viabilidad del polen, pudiendo ser una de las limitantes. La
capacidad partenocarpica de los hibridos fue muy baja, no superando en
autopolinizacion el 1,7 % de cuajado final. No se obtuvieron frutos provenientes
del cruzamiento de F3P8 con polen de F2P3, no pudiendo confirmar su
intercompatibilidad. Las flores de F2P3 polinizadas con F3P8 presentaron alto
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porcentaje de frutos cuajados (14 %) y la mayoria de ellos con semillas,
indicando compatibilidad entre ambos.

Palabras clave: Autocompatibilidad; Intercompatibilidad; Mandarinas
hibridas nacionales; Semillas; Viabilidad de polen.
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8. SUMMARY

The global market trend highly demanding seedless mandarins has led
to create self-incompatible or sterile Citrus cultivars. Two “Ellendale” x “Page”
hybrids obtained at National Citrus Breeding Program have been selected, due
to their organoleptic characteristics and low number of seeds per fruit. General
objective of this work was to characterize the reproductive behavior of F3P8 and
F2P3 hybrids. Two experiments were conducted at INIA Las Brujas
experimental center, and another one at INIA Salto Grande. In the first two
experiments, self-compatibility was studied through manual self-pollination and
intercompatibility, emasculating and pollinating with pollen from the other
cultivar. Two hundred flowers of terminal flower shoots were used for each
treatment. After each pollination, an aluminum foil cap was placed on the pistil of
the flowers and shoot was bagged with a white tulle mesh until petals fall. In the
Salto Grande experiment, 4 trees of each hybrid were covered with bee-
excluding mesh; fruit set percentage and seed presence were evaluated. Under
manual self-pollination (experiments 1 and 2), only three fruits were set in each
hybrid; fruits of F3P8 were seedless and those of F2P3 were seeded. However,
in experiment 3, in self-pollination under bee-excluding mesh, the percentage of
fruits with seeds was 18% in F3P8 and 19% in F2P3. Fruit set in F3P8 hybrid in
self-pollination was 1,5% and 0%, in the first and third experiments respectively.
In F2P3, fruit set was also very low in both experiments (1,7% and 1%,
respectively). F3P8 hybrid cross pollinated with F2P3 did not set any fruit. On
the contrary, in the the experiment of F2P3 hybrid crosspollinated with F3P8
pollen, 26 fruits were obtained, with an average of 9 seeds per fruit, and only
one without seeds. The results obtained at manual self-pollination experiments,
with only three fruits set in each hybrid, do not allow us to conclude about their
autocompatibility. Results obtained in experiment 3 allow us to suggest that
F3P8 and F2P3 hybrids cannot be considered totally self-incompatible, since in
the absence of cross-pollination, they presented almost 20% of seeded fruits.
However, a limiting mechanism of fertilization is suggested as only 1 to 3 seeds
per fruit were found. Both hybrids had a very low pollen viability, which may be
one of the limiting factors. The parthenocarpic capacity of both hybrids was very
low, not exceeding 1,7% of final fruit set in self-pollination. No fruits were
obtained from F3P8 crosspollinated with F2P3, unable to confirm its
intercompatibility. On the contrary, F2P3 flowers pollinated with F3P8 had a high
percentage of fruit set (14%) and most fruits were seeded, indicating
compatibility between them.

Keywords: Intercompatibility; National mandarin hybrids; Polen viability; Seeds;
Selfcompatibility.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Temperaturas maxima, media y minima, en las fechas proximas
previas y posteriores a los momentos de polinizacion
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Anexo 2. Promedio de semillas por fruto y porcentaje de frutos con semilla
segun tipo de semilla (normal, vana o rudimento seminal), para ambos
tratamientos del hibrido F2P3
Tratamiento Variable Tipo de semilla
Normal Vanas Rudimentos
seminales
Cruzamiento Promedio de 9,04 1,44 8,07
semillas por
fruto
Cruzamiento Porcentaje de 96,30 55,56 62,96
frutos con
semilla
Autopolinizado | Promedio de 7,00 0,67 8,67
semillas por
fruto
Autopolinizado | Porcentaje de 100,00 66,67 66,67
frutos con
semilla




Anexo 3. Clasificacion de semillas encontradas en los frutos del tratamiento
“polinizacién cruzada” y sus dimensiones

Numero | Semillas
Vanas Normales Rudimentos
seminales
Largo | Ancho | Gro- Largo | Ancho | Gro- Largo | Ancho
(mm) | (mm) | sor (mm) | (mm) | sor (mm) | (mm)
(mm) (mm)
1 8,93 3,6 0,7 10,42 | 4,1 2,13 2,5 -
2 8,97 4,18 0,66 9,7 5,01 2,79 3,37 -
3 9,42 3,72 0,72 9,03 5 2,4 2,89 -
4 10,87 4,1 0,94 8,91 4,72 3,84 2,24 -
5 5,6 4,1 0,76 |8,94 5,14 3,08 2,86 -
6 8,24 6,14 1,71 |8,02 5,09 3,71 2,63 -
7 7,73 5,11 11 8,64 5,27 3,75 2,58 -
8 7,1 2,08 1,01 |10,58 |5,04 2,92 2,93 -
9 6,52 2,88 0,96 11,27 | 4,68 2,38 2,93 -
10 8,57 5,13 0,84 9,57 5,41 3,83 2,05 -
11 7,73 5,31 0,94 9,36 5,52 3,67 4,44 -
12 114 2,93 1,11 7,64 521 3,55 2,59 -
13 8,07 4,89 1,13 |8,88 4,94 3,32 3,74 -
14 5,76 4,46 1,07 8,43 491 3,83 4,41 -
15 9,58 4,54 0,93 7,53 4,41 3,57 3,24 -
16 10,97 | 2,98 1 8,64 5,7 3,38 2,88 -




17 9,27 4,72 1,33 9,15 5,75 4,35 3,64 -
18 8,6 4,35 0,99 7,88 5,31 4,11 4,07 -
19 6,47 4,45 1,19 8,4 4,16 12,53 | 2,57 -
20 6,93 5,27 1,14 9,21 5,03 7,38 2,25 -
Media 8,33 4,25 1,01 9,01 5,02 4,03 3,04 |2,00

Anexo 4. Peso seco y fresco de semillas normales y vanas, para el hibrido

F2P3
Tipo de Numero de Peso fresco Peso seco medio por
semilla semillas medio por semilla | semilla (mg)
(mg)
Normal 168,00 109,29 21,79
Vana 33,00 60,61 13,33

Anexo 5. Proporcion de cuajado

portainjerto

en el hibrido F2P3 a los 21 DPF segun

Portainjerto Media Error estandar
Flying Dragon 0,58 A 0,05
Citrange 0,31B 0,04
Trifolia 0,15C 0,03

Medias con una letra comuln no son significativamente diferentes (p>0,05)




