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RESUMEN

La tendencia mundial en el desarrollo de nuevas variedades de citrus para consumo
en fresco es la ausencia de semillas. A nivel nacional el Programa de mejoramiento
genético de Citrus obtuvo dos nuevos materiales hibridos de mandarinas (Ellendale x
Satsuma Owari) M9 y B30 y dos naranjas Valencias, Victoria y Paylate, que se
destacan por presentar bajo numero de semillas. Durante dos ciclos anuales, se
estudio la compatibilidad en autopolinizacion, polinizacidén abierta y polinizaciones
dirigidas, se evalu6 el poder germinativo del polen in vitro e in vivo, las relaciones
polen-pistilo y la viabilidad de los 6vulos Las mandarinas B30 y M9 demostraron
presentar autoincompatibilidad tanto en autopolinizacion como en polinizaciones
dirigidas, naranja Valencia Victoria presentd una esterilidad gamética masculina y
Ovulos viables. El polen de M9, B30 y Valencia Paylate present6 muy baja
capacidad de germinacion in vitro e in vivo. En M9 y Valencia Paylate a partir del
tercer dia post-antesis, se observo una pérdida de viabilidad in vivo de sus 6vulos, en
B30 y Valencia Victoria la pérdida de viabilidad se observd a partir del dia 9
aumentando progresivamente hasta el dia 15 donde el 70% de los 6vulos se tornan
inviables. En condiciones de libre polinizacion M9, Valencia Victoria y Paylate
desarrollaron un 80%, 96% y 77% de frutos sin semillas respectivamente, mientras
que en B30, el porcentaje alcanz6 apenas a 16 %. Adicionalmente, el numero
promedio de semillas por fruto en condiciones de polinizacion abierta, fue en B30 de
6,4 semillas por fruto, el resto de los materiales presentaron valores inferiores a 1.
Polinizado con polen de mandarina Afourer, naranja Valencia y limon tipo Lisbon,
M9 solamente desarrolld un 33 % de frutos con semillas con Afourer. B30 desarrollo
semillas con todos los polinizadores, alcanzando 100 % con Afourer y Valencia.
Valencia Victoria solamente presentd semillas con Afourer en 62,5% de los frutos,
Valencia Paylate gener6 semillas solo en autopolinizacion en 60% de sus frutos,
ambos con promedios menores a una semilla por fruto. Se discuten las diferencias

reproductivas entre los cultivares.

Palabras clave: Autoincompatibilidad, capacidad partenocarpica, semillas, viabilidad

de polen
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CHARACTERIZATION OF REPRODUCTIVE BEHAVIOR OF NEW
MANDARIN HYBRIDS AND VALENCIA ORANGE CULTIVARS

SUMMARY

The global trend in the development of new citrus varieties for fresh consumption is
the absence of seeds. At the national level the Citrus Genetic Improvement Program
obtained two new hybrid materials of mandarins (Ellendale x Satsuma Owari) M9
and B30 and two Valencias, Victoria and Paylate oranges, which stand out for having
low number of seeds. During two annual cycles, compatibility was studied in self-
pollination, open pollination and directed pollination, pollen germination in vitro and
in vivo, pollen-pistil relationships and ovules viability were evaluated. Mandarins
B30 y M9 showed self-incompatibility both in self-pollination as in directed
pollinations, orange Valencia Victoria presented male gametic sterility and viable
ovules. Pollen from M9, B30 and Valencia Paylate showed very low germination
capacity in vitro and in vivo. In M9 and Valencia Paylate from the third day post-
anthesis, there was a loss of in vivo viability of their ovules, in B30 and Valencia
Victoria the loss of viability was observed from day 9 increasing progressively until
day 15 where 70% of the ovules become unviable. Under M9 free-pollination
conditions, Valencia Victoria and Paylate developed 80%, 96% and 77% of seedless
fruits respectively, whereas in B30 the percentage reached only 16%. In addition, the
average number of seeds per fruit under open pollinated conditions was B30 of 6.4
seeds per fruit, the rest of the materials presented values below 1. Pollination with
Afourer mandarin pollen, Valencia orange and lemon type Lisbon, M9 only
developed 33% of fruits bearing seeds with Afourer. B30 developed seeds with all
pollinators, reaching 100% with Afourer and Valencia. Valencia Victoria only
presented seeds with Afourer in 62.5% of the fruits, Valencia Paylate generated seeds
only in self-pollination in 60% of its fruits, both with averages less than one seed per

fruit. The reproductive differences between the cultivars are discussed.

Key words: Autoincompatibility, parthenocarpic capacity, seeds, viability of pollen
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1. INTRODUCCION

La citricultura uruguaya es reconocida a nivel mundial por los buenos
estandares de calidad y de cumplimiento comercial. Este rubro exportador ha logrado
mantener su fuerte insercion en los mercados internacionales en forma sostenida,
produciendo en contra-estacion al Hemisferio Norte. Actualmente, el sector citricola
nacional enfrenta dificultades no s6lo en su capacidad de produccion sino también en
las cantidades exportadas. La falta de incremento de su potencial productivo, se
puede explicar por el minimo o nulo crecimiento en la superficie total y del
porcentaje de area bajo riego, la edad de los montes, calidad y sanidad de plantas,
manejo agrondémico de las plantaciones y el atraso en la renovacion del material
genético, lo que determina una baja productividad comparada con la internacional

(Caputi y Montes, 2010).

La citricultura estd viviendo una reconversion, con nuevas inversiones en
infraestructura mayor insercion internacional tras el ingreso al mercado de Estados
Unidos, con un programa de investigacion y desarrollo a realizar en cinco a diez afios
y una mesa de didlogo que apunta a la sustentabilidad social. Se prevé el replantado
de aproximadamente el 30% (4.850 ha) de la superficie actual e incorporacion de
riego. De acuerdo con datos nacionales (MGAP. DIEA, 2013) solo el 50% de la
produccion de citricos se exporta lo que determina que el crecimiento futuro de la
citricultura nacional dependera de la introduccion de mejoras técnicas en la
produccion, donde la renovacion del material genético juega un papel sustancial para

lograr la insercion en nuevos mercados (Montes, 2014).

Actualmente los montes citricos ocupan una superficie efectiva de 14.900
hectareas; las especies que ocupan mayor area son las naranjas, mandarinas y
limones, siendo la produccion de pomelos marginal. Las naranjas presentan la mayor
superficie alcanzando un 49,9%, seguidas por las mandarinas con 38,7%, limones un

10,6% y pomelos 0,5% (MGAP. DIEA, 2016).



La evolucidn de los citricos en los ultimos diez afios muestra una disminucion
en la superficie total, producto de la eliminaciéon o muerte de plantas pero un
aumento en el porcentaje de plantas en produccidon con respecto al total. Los nuevos

materiales implantados son fundamentalmente mandarinas sin semilla.

El objetivo principal de nuestra citricultura es la exportacion de fruta para su
consumo en fresco, en la ultima zafra el volumen de exportacion alcanzo 103.524
toneladas que equivale solamente al 38% de la produccion citricola total (MGAP.

DIEA, 2016).

La calidad de fruta para exportacion es un factor relevante ya que establece el
acceso a los mercados y su valor comercial. El concepto de calidad, abarca

caracteristicas externas e internas, y varia segun la especie y variedad que se trate.

La tendencia mundial en el desarrollo de nuevas variedades de citrus para
consumo en fresco, es la ausencia o presencia de un bajo nimero de semillas. La
definicion de fruto sin semillas ha ido cambiando con el tiempo; mientras que en los
afios 80 se definia comercialmente como aquellos frutos que presentaban menos de
cinco semillas, actualmente esa exigencia es en general mayor y para cultivares de
fuerte demanda por su calidad organoléptica se acepta hasta una semilla por fruto

(Barry, 2004).

A nivel mundial se han desarrollado en los ultimos afos programas de
mejoramiento genético tendientes a lograr cultivares de alta calidad organoléptica
que desde el punto de vista reproductivo sean autoincompatibles, y/o que no
polinicen ni sean polinizados por otros genotipos mediante la polinizacion cruzada

(Vardi et al., 2008; Handaji et al., 2010; Navarro et al., 2015).

En nuestro pais, la estrategia de obtencion de nuevos cultivares se realiza a
través de la prospeccion de materiales locales y del Programa de mejoramiento

genético en Citrus, llevado a cabo por la Facultad de Agronomia e INIA. Este ultimo



ha obtenido mediante cruzamientos dirigidos, varios hibridos de mandarina que
destacan por sus excelentes caracteristicas organolépticas y algunos de ellos, por el
bajo numero de semillas (Rivas et al., 2010). Sin embargo, no se cuenta con
informacion sobre sus caracteristicas reproductivas, como tipos de compatibilidad,

presencia de semillas o capacidad partenocarpica.

El objetivo general de este trabajo, es caracterizar el comportamiento
reproductivo de dos hibridos de mandarina originados en el mencionado programa y

de dos cultivares de naranja Valencia provenientes de la prospeccion nacional.

Como objetivos especificos se plantea:

Determinar la presencia de autoincompatibilidad o autocompatibilidad.
Conocer la habilidad partenocarpica.
Determinar la presencia de semillas con o sin polinizacion cruzada.

Evaluar la compatibilidad con otros cultivares en polinizaciones dirigidas.



1.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Aspectos generales

1.1.1.1 El género citrus

Las principales especies comerciales de citricos son arboles de hoja perenne,
con origenes tropicales y subtropicales, que pertenecen a la familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae. Las plantas de esta subfamilia, se caracterizan por frutos
en forma de baya en hesperidio procedente de un ovario multicarpelar, que contiene
vesiculas de jugo y una corteza coridcea con alta densidad de glandulas de aceites

esenciales (Davies y Albrigo, 1994).

Una segunda caracteristica de muchas de las especies de esta subfamilia, es
la presencia de semillas poliembridnicas, que contienen tanto embriones cigdticos
como nucelares, producidos sin fecundacion previa a partir de la nucela; mediante el
fenomeno de la apomixis, las variaciones genéticas tienden a perpetuarse (Davies y

Albrigo, 1994).

1.1.1.2 Origen de los citricos

Aunque el area de origen de los citrus es amplia incluyendo el sur de China,
noreste de India, peninsula de Indochina y Burma, la localizacién del centro primario
de origen es todavia controversial. Este centro de origen varia desde la region
montafiosa del sureste de China y noreste de India (Tolkowsky, 1938) al noreste de
India y Burma (Tanaka, 1954) y a la provincia de Yunnan de China (Gmitter y Hu,
1990).

Los tres géneros de citricos cultivados en la actualidad son: Fortunella
(Kumquat), Poncirus, formado por una sola especie trifoliada y caduca, de gran
resistencia al frio y utilizado como portainjerto y Citrus , que incluye las especies

mas importantes desde el punto de vista agrondomico (Davies y Albrigo, 1994).



Barret y Rhodes (1976) fueron los primeros en proponer la existencia de tres
taxones basicos del género citrus, en base a descriptores morfologicos (C. maxima
(Burm.) Merr. - los pummelos, C. medica L.- las cidras y C. reticulata Blanco- (las

mandarinas) de los cuales todos los citrus cultivados son originados.

Los pummelos son originales del archipi¢lago Malayo e Indonesia, las cidras
evolucionaron en el noreste de India y la region cercana de Burma y China, las
mandarinas fueron diversificadas fuera de la region incluyendo Vietnam, Sureste de
China y Japon (Scora, 1975; Webber, 1967). Las otras especies cultivadas (C.
aurantium L. — el naranjo amargo, C. sinensis (L.) Osbeck el naranjo dulce, Citrus
paradisi Macf.- el pomelo, Citrus limon (L.) Burm. f. — el limén y Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle- la lima) aparecieron por recombinacioén de los taxones basicos

(Ollitrault y Navarro, 2012).

1.1.2 Biologia reproductiva

La reproduccion en los citricos puede ser sexual o asexual. En la
reproduccion sexual, se forman células especializadas 1lamadas gametos y la fusion
del gameto masculino y femenino lleva a la formacion del embridn y posteriormente
a la semilla. El otro tipo de reproduccion presente en los citricos es la apomixis,
forma de reproduccion asexual, en la cual la formacion del embridon se da sin que

tenga lugar la fecundacion (Poehlman y Sleper, 2003).

Existen dos formas de apomixis, la embrionia adventicia y la apomixis
gametofitica. En la primera, que es la forma que aparece en los citricos, los
embriones se desarrollan directamente de una célula nucelar. En el segundo caso, los
embriones se generan de una odsfera de un saco embrionario diploide (sin meiosis),
originado a partir de una célula madre de la megaspora (apomixis diplosporia) o a

partir de una célula nucelar (apomixis aposporia) (Poehlman y Sleper, 2003).



1.1.2.1 Induccidn floral

La transicion de los meristemas vegetativos que generarian hojas, en
meristemas reproductivos que generan flores es el evento inicial en un largo proceso
de desarrollo que lleva a la formacion de las semillas y de los frutos (Spiegel-Roy y
Goldschimdt, 1996). Los factores de mayor relevancia en el proceso de induccion
floral pueden presentar origen exodgeno y endogeno. Entre los exdgenos, el estrés

hidrico y las bajas temperaturas son las de mayor importancia.

En nuestras condiciones las bajas temperaturas otofales e invernales son las
que promueven la induccion floral teniendo en general una tnica floracion al afio, en
primavera. En condiciones tropicales el estrés hidrico es el principal factor
controlador de la induccion floral, presentdndose varios ciclos de floracion al afio
(Gravina, 1999). Dentro de los factores enddgenos que inhiben la induccion floral,
varios autores reportan la carga de fruta como uno de los principales. La carga de
fruta inhibe la floracion reprimiendo la expresion de los genes de induccion CiFT'y

SOCI (Mufioz-Fambuena et al., 2011).

Munoz-Fambuena et al. (2012) encontraron una alta correlacion entre la
aplicacion de acido giberélico (GA3) y la represion del gen de induccion (CiFT) en
naranjo dulce. La aplicacion de GA3 en el periodo de induccién floral, disminuye
significativamente la expresion del gen, y por el contrario la aplicaciéon de
paclobutrazol (inhibidor de la sintesis de giberelinas) aumenta la expresion, y el
numero de flores diferenciadas por brote. Luego se produce la diferenciacion y
maduracion de los verticilos florales (Tadeo et al., 2003). En los citricos la antesis
ocurre en un lapso de cinco-siete dias, pero el periodo de floracién completa del

arbol puede llevar més de veinte dias (Mesejo et al., 2007).

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 6rganos florales se da en forma acrépeta, primero se forman
los verticilos externos, sépalos y pétalos y luego los estambres y los carpelos. Con la
antesis de las primeras flores comienza la floracidon, la fructificacion inicia al

terminar el tiempo de vida de la flor.

1.1.2.2 Floracién

En citricos, la floracion tiene lugar tras un prolongado periodo juvenil cuya
duracion depende tanto de las condiciones medioambientales, como de la especie y la
variedad. Las especies vigorosas, como la lima (Citrus aurantifolia) y el limén
(Citrus limon) presentan en condiciones de cultivo subtropical, periodos juveniles de
aproximadamente dos afos, mientras que en las mandarinas (Citrus sp.), las naranjas
dulces (Citrus sinensis) y los pomelos (Citrus paradisi) este periodo puede

prolongarse entre cinco y diez afios (Tadeo et al., 2003).

En general la flor de los citricos esta compuesta por elementos protectores y
elementos propiamente reproductivos. La flor presenta cinco sépalos ovales
dispuestos en verticilos sobre el receptaculo, que se localiza en la porcion apical del
pedunculo. El conjunto de sépalos forma el caliz, y dispuestos en posicion alterna a
los sépalos se encuentran cinco pétalos que forman la corola. El caliz y la corola
forman el perianto. Los pétalos envuelven directamente a los 6rganos propiamente
reproductivos, el androceo y el gineceo. El androceo estd compuesto por 20 a 40
estambres dependiendo de la variedad, que estan formados por un filamento y una
antera tetraesporangiada. Los filamentos suelen estar unidos parcialmente por su
porcion basal y soldados a la base del disco nectarifero, una estructura de origen

carpelar localizada en el receptaculo (Schneider, 1968).

Los estambres rodean el gineceo, que estd compuesto por el ovario, el estilo y
el estigma. El ovario contiene un nimero variable de carpelos fusionados, cada uno
define un léculo y son los precursores de los segmentos en el fruto. Cada carpelo

contiene entre cuatro y cinco 6évulos que podran transformarse o no en semillas. Al



exterior de los l6culos se encuentra la pared del ovario, en la que se distinguen tres
regiones, una externa denominada exocarpo, una intermedia, el mesocarpo y una mas
interna denominada endocarpo. En la porcion distal del ovario se encuentra el estilo,
que presenta una estructura cilindrica y esta atravesado por tantos canales estilares
como loculos tiene el ovario. Estos canales constituyen el tejido de transmision por el
que crecen los tubos polinicos para alcanzar los l6culos del ovario. En el extremo
superior del estilo, se ubica un estigma globular que recibe durante su periodo
receptivo a los granos de polen. El periodo receptivo del estigma, dependiendo de la
especie y de la variedad de citricos, puede extenderse desde tres dias antes de la
antesis o apertura de la flor hasta ocho dias después. En la antesis, el estigma es
receptivo a los granos de polen que han madurado ya en las anteras y pueden
comenzar la polinizacion. En las variedades de citricos autocompatibles, la
autopolinizacion puede producirse por contacto directo de las anteras con el estigma

o por medio de insectos polinizadores (Tadeo et al., 2003).
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Figura 1. Esquema de la morfologia de la flor de los citricos, microesporangios y

megaesporangios, (Modificado de Speroni y Bonifacino, 2010)

Cuando los botones florales son aun muy pequefios, aparecen en la placenta

pequetios rudimentos seminales, los cuales una vez maduros, tienen la constitucion

general de las angiospermas, estando formados por el funiculo y la nucela, rodeada

por dos tegumentos (Frost y Soost, 1968).

En primera instancia se diferencia el tegumento interior, luego el tegumento

exterior que da lugar a la testa de la semilla, y el micrépilo por el cual ingresara el

tubo polinico. Luego en la zona micropilar del nucelo se forma una célula llamada

arquesporica, esta luego de una division mitédtica da lugar a la célula madre de

megaspora o megasporocito. El megasporocito se divide por meiosis, produciendo



cuatro megasporas haploides, que se disponen en forma longitudinal en el nucelo,
tres de ellas degeneran. La megaspora restante funcional sufre tres divisiones
mitdticas formandose el saco de ocho nucleos, tres en la zona micropilar,
conformado por el gameto femenino y dos sinérgidas, tres nucleos que constituyen
las tres células antipodas en la zona chalazar y una gran célula binucleada que es la
célula media. Aqui culmina el desarrollo del saco embrionario, siendo el tiempo
requerido variable en funcién de la especie. Por otra parte la etapa de desarrollo del

saco embrionario varia dentro de los évulos de la misma fruta (Jackson, 1997).

En las anteras jovenes se distinguen con facilidad por su coloracidon y ntcleo
de gran tamafo, las células arquesporicas, las que tienen un origen hipodérmico.
Estas células se dividen periclinalmente produciendo una capa externa de células
parietales y una capa interna de células esporodgenas. La capa externa de células
parietales forma el tapetum y las otras capas de la pared del saco polinico. Los
nucleos de las células del tapetum se dividen varias veces, originandose asi células
multinucleadas que se desintegran sirviendo de alimento al polen. Las células
internas espordgenas forman las células madres del polen que se distinguen por
presentar un mayor tamafo y un solo nucleo. Estas células se dividen por meiosis
originando una tétrada de microsporas con sus nucleos haploides. Cada una de las
cuatro células de las tétradas evoluciona y da lugar a un grano de polen. Esta
evolucion consiste en su propio crecimiento, la formacion de dos capas protectoras
(intina y exina) y la division del ntcleo en dos: nicleo vegetativo y el generativo, el
cual se divide una vez mas para formar los dos nucleos espermaticos. El desarrollo
de los gametos masculinos y femeninos de una misma flor no es siempre simultaneo.
Segiin Osawa (1912), la formacion de los granos de polen se produce antes que la
c¢lula madre del saco embrionario haya pasado la profase de la primera division; al
abrirse la flor, generalmente el saco embrionario estd en estado octonucleado.

(Frost H. y Soost R., 1968; Tadeo et al., 2003).
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1.1.2.3 Polinizacion

La polinizacidn consiste en la transferencia de polen desde las anteras hasta el
estigma. La polinizacion de un pistilo puede realizarse por el polen procedente de la
misma planta o de otra planta distinta; en el primer caso hay autopolinizacién y en el
segundo polinizacion cruzada. Para que desde el punto de vista genético, haya
diferencia entre ambos tipos de polinizacidn, es preciso que la polinizacioén cruzada
tenga lugar entre plantas de constitucion genética distinta, lo que no ocurre cuando la
polinizacién se realiza entre dos plantas pertenecientes a un mismo clon (Frost y

Soost, 1968).

El polen de los citricos no puede ser transportado por el viento ya que es
pesado y pegajoso. A su vez las flores presentan una corola conspicua, fuerte
perfume, polen y néctar abundante, que resultan atractivas para los insectos,
principalmente abejas meliferas (Apis mellifera) (Frost y Soost, 1968; Guardiola et

al., 1977).

Los principales agentes polinizadores en los citricos son las abejas; estudios
realizados por Chao et al. (2005) en California utilizando marcadores moleculares,
demostraron que el polen de las mandarinas Clementina de Nules y Afourer puede

ser transportado 500 y 960 metros respectivamente.

El periodo efectivo de polinizacién es definido como el tiempo durante el
cual la flor es capaz de cuajar un fruto, siempre que la polinizacion no sea limitada.
Este periodo se puede expresar como la longevidad del 6vulo menos el tiempo
transcurrido entre la polinizacién y la fertilizacidon, considerando que el tiempo final

calculado no exceda el periodo de receptividad del estigma (Williams, 1965).

Mesejo et al. (2007) estudiando periodos efectivos de polinizacion de

diferentes cultivares, reportan que la mandarina Satsuma Owari no produce semillas
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si la polinizacion ocurre dos dias luego de la antesis. Esto es explicado por el corto
periodo de receptividad de la flor, causado por el bajo periodo de longevidad del
ovulo sumado a factores anatomicos de la flor, como una mayor longitud del pistilo,
lo que genera la necesidad de mas dias para que el tubo polinico alcance el micropilo

en el saco embrionario.

La temperatura puede afectar la polinizacion de diferentes maneras, ya sea
por afectar la movilidad de las abejas o directamente por el enlentecimiento del
proceso de germinacion del grano de polen, crecimiento del tubo polinico y

longevidad de los 6vulos (Agusti, 2010).

Las variaciones de temperatura tienen un fuerte efecto en la germinacién del
polen y en la cinética del tubo polinico. El rango optimo de temperatura para el
crecimiento del tubo polinico, es entre 15 °C y 25 °C, dependiendo de la interaccion
particular polen-estigma. Ademads, la temperatura parece tener un efecto en la
reaccion de autoincompatibilidad, por afectar el lugar donde los tubos polinicos
detienen su crecimiento. El comportamiento del polen no solo es una caracteristica
inherente a su genotipo, sino que depende fuertemente de la particular combinacion

polen-estigma y de la interaccidon genotipo-temperatura (Distefano et al., 2011).

Pardo et al. (2007) trabajando con limonero Fino y naranja Sucrefia,
encontraron que existe una relacion inversa entre el nimero de horas inferiores a 10
°C, acumuladas durante la formacion de la flor y la viabilidad del polen, mientras que
al namero de 6vulos viables no parece afectarle, puesto que no se encontraron
diferencias significativas en el nimero de semillas. Las bajas temperaturas dificultan
el apareamiento de los cromosomas durante la meiosis, lo que favorece la esterilidad
de los gametos, la malformacion del polen y por lo tanto se reduce el porcentaje de

germinacion.

La fertilidad masculina y femenina estd positivamente relacionada. Cuanto

mayor es el porcentaje de germinacion del polen de una variedad, mayor es el
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numero de semillas que forma en sus frutos cuando es polinizada con polen fértil y
compatible (Pardo ef al, 2007). Este autor menciona que existen diferencias
importantes en la capacidad germinativa del polen de los citricos, reportando valores
muy altos (70,2%) para mandarinas e hibridos de mandarina, valores bajos (17,7%)

en naranjos y muy bajos en mandarina Satsuma (5,9%).

Estudios realizados en diferentes variedades de naranja dulce, evaluando la
viabilidad del polen a través del método de tincidon con carmin acético, demostraron
que los menores porcentajes de viabilidad correspondieron a naranja Pera sin semilla
(12%), Valencia Late (20,9%) y Natal (21,3%), no observando polen viable en

naranjas del grupo Navel (Domingues et al., 1999).

1.1.2.4 Fecundacion

En la antesis, el estigma es receptivo a los granos de polen que han madurado
ya en las anteras y pueden comenzar la polinizacion. En las variedades de citricos
autocompatibles, la autopolinizacion puede producirse por contacto directo de las

anteras con el estigma o por medio de insectos polinizadores (Tadeo ef al., 2003).

Una vez que el grano de polen ha alcanzado el estigma, se hidrata gracias a
las secreciones estigmaticas y germina formando el tubo polinico que es producido
por la generacion de membrana y pared celular. El citoplasma de la célula vegetativa
es trasladado en el extremo del tubo polinico junto con los dos gametos masculinos,
uno fecundara la oosfera para formar el cigoto el otro fecundara la célula media para
formar la célula endospermogénica. El tubo polinico penetra en el estigma y
desciende por el estilo hasta alcanzar los l6culos del ovario, siguiendo el camino
marcado por los canales estilares. Sin embargo, pueden seguir también un camino
mas tortuoso por el estilo a través de los espacios intercelulares de sus células
corticales (células de naturaleza parenquimatica que envuelven los haces vasculares
y los canales estilares). Este camino a través del cortex, exige constantes cambios en

la direccion del crecimiento del tubo polinico, que estan marcados por una fuerte
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deposicion de calosa. Ya en los 16culos, los tubos polinicos alcanzan la nucela del
ovulo a través del micrépilo y contactan con el saco embrionario produciendo la

fecundacion (Tadeo et al., 2003).

La calosa ayuda a mantener la turgencia (necesaria para el crecimiento) en la
porcioén terminal del tubo. La acumulacion de calosa es mayor cuando existe
incompatibilidad, debido a la inhibicion del crecimiento mientras que en condiciones
optimas de desarrollo, la deposicion de calosa es menor pero de forma regular (Vasil,

1987).

Las semillas derivan de los ovulos a través de diversos cambios en el
desarrollo de éstos. Como en otras Eudicotiledoneas, los primordios seminales
constan de una zona pedicular, el funiculo, un nucleo de tejido compacto, la nucela,
una region basal, la chalaza, y las envolturas o tegumentos. En algunos agrios las
semillas son poliembrionicas, y los diversos embriones estan envueltos por una
cubierta interna el (tegmen), muy fina, seca y coloreada, y otra externa (la testa),
resistente, rugosa y de color paja cuando se humedece. Los 6vulos son anatropos,
con el micropilo dirigido hacia el eje del ovario donde termina el canal estilar. Estan
formados por el funiculo, la nucela, el saco embrionario y los tegumentos. Como en
otras Eudicotiledoneas, la radicula se localiza en el extremo del micrépilo; en el

extremo opuesto, o extremo de la chalaza, se situan los cotiledones.

Tras la fecundacion, los 6vulos se transforman en semillas que se desarrollan
hasta su maduracion. Otros sin embargo, abortan. En las variedades partenocarpicas,
los 6vulos no son fecundados, y por tanto, las semillas no se desarrollan, quedando
reducidas a pequeiios rudimentos seminales (Agusti et al., 2003).

1.1.2.5 Cuajado

El proceso que determina el transito del ovario de la flor a fruto en desarrollo,

se denomina cuajado. Dicho transito exige el reinicio del crecimiento del ovario
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detenido durante la antesis, y estd regulado por una serie de factores,
fundamentalmente enddgenos. Si dicho crecimiento no se reinicia o una vez
reiniciado cesa, el ovario se desprende, y por tanto, no cuaja (Agusti y Almela,
1991). En el sentido amplio, el cuajado comprende el periodo de crecimiento durante
el cual el fruto puede sufrir abscision. El proceso de abscision de frutos es un
mecanismo interno de regulacion en el cual la planta ajusta el nimero de frutos que

puede sostener (Spiegel-Roy y Goldsmichdt, 1996).

El cuajado de los frutos se encuentra regulado por factores hormonales y
nutricionales (Gillaspy et al., 1993). Luego de la activacion hormonal en el
crecimiento inicial del fruto, el desarrollo subsecuente es soportado por el aporte de
carbohidratos. La abscision observada luego de la antesis tiene una base hormonal

(Talon et al. 1990, 1992), porque depende de la accion de las giberelinas.

El hecho de que variedades con una capacidad similar de cuajado, con y sin
semillas, tengan contenidos semejantes de giberelinas, sugiere que estas hormonas

tienen un rol preponderante en el cuajado en [s citricos (Talon et al., 1990).

El mecanismo ha sido estudiado comparativamente en la mandarina Satsuma
(especie con esterilidad gamética masculina) con alto grado de partenocarpia natural,
y en mandarina Clementina (autoincompatible) con baja capacidad partenocarpica
(Talon et al., 1992). Estudios recientes comprobaron que a elevada capacidad
partenocarpica en Satsuma se asocia a altos contenidos endogenos de giberelinas en
los ovarios en desarrollo, mientras que la reducida capacidad de cuajado en

Clementina se asocia a contenidos bajos de esta hormona (Mesejo et al., 2013).
La aplicacion de fitoreguladores para aumentar el cuajado en los agrios, ha

sido repetidamente ensayada y actualmente constituye una practica comun en

muchas variedades en cultivo (Agusti y Almela, 1991).
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El 4cido giberélico se presenta como el inhibidor més potente de la induccion
floral, su uso como promotor del cuajado en forma directa, cuando es aplicado en
antensis, no ha dado resultados consistentes, estando asociada la respuesta a la

concentracion , momento de aplicacion y especialmente a la variedad.

Gambetta et al. (2008) reportan que la aplicacién de acido giberélico en el
mes de junio, durante la ecodormicion invernal en mandarina Nova, provoca la
reduccién en la intensidad de floracion a través de la disminucion en la brotacion e
incremento en el porcentaje de brotes con hojas. El cuajado final de las plantas

tratadas con GA3 invernal fue significativamente mayor al control.

Otra técnica agrondmica que logra aumentar el nimero de frutos cuajados es
el anillado de tronco o ramas principales (Agusti ef al., 1992). Esta practica consiste
en la interrupcidon temporal del floema mediante un corte de aproximadamente 1 mm
de espesor, evitando asi el transporte de sustancias nutritivas hacia las raices y

provocando su acumulacion en la parte aérea.

Experiencias realizadas en Espafia y Uruguay en mandarina Ellendale,
anillando en caida de pétalos y 30 dias después de antesis lograron disminuir la
abscision de estructuras reproductivas, aumentando el cuajado de frutos (Gravina et

al., 1998).

Los factores ambientales exdgenos también regulan el proceso de cuajado,
siendo las altas temperaturas y radiacion (Talon et al., 1999) y/o el estrés hidrico
(Bower, 2000), los principales factores del clima promotores de la abscision. Los
citricos tienen una tasa de asimilacion neta de CO2 relativamente baja con respecto
a otros frutales y un punto de saturacion también bajo, en el rango de 700 a 900
micromoles fotones m2 s1 (Blanke, 2000), aproximadamente un tercio de la luz total
incidente (Syvertsen et al., 2003). Condiciones de alta radiacidon, en presencia de

algin otro factor de estrés (estrés hidrico) puede dar lugar al proceso de
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fotoinhibicion, esto es, la disminucién en la fotosintesis por exceso de luz (Blanke,

2000).

Borges et al. (2009), estudiando el efecto de distintas situaciones de estrés
ambiental sobre el cuajado de los frutos en el tangor Ortanique, reportan que la
disminucion de la luz y temperatura mediante mallas de sombra, incrementd el
porcentaje de cuajado final, respecto de aquellos sin sombra; comprueban asimismo,
que el sombreado promovidé un aumento significativo de la conductancia estomatica
en hojas en horas del mediodia. El efecto positivo del sombreado de los arboles sobre
el cuajado verificado en este trabajo, puede relacionarse a varios factores vinculados
a situaciones de estrés (temperatura en hoja, conductancia estomadtica, potencial

hidrico foliar y xilematico)

Por otra parte Fasiolo et al. (2010), en un experimento sobre tangor Ortanique
utilizando mallas de sombra (30%), comprobaron que la modificacion de la

temperatura del aire y la luz PAR acttian sobre el cuajado de frutos.

La acumulacion de temperaturas superiores a 30°C provoca mayor abscision
de frutitos, siendo el cuajado final mayor en plantas bajo malla negra, donde se
acumularon menos horas a temperaturas superiores a 30°C. Las altas temperaturas
pueden llevar a reducciones de la tasa de asimilacién neta de CO2 cuyo Optimo en

citricos se ubica entre 25-30°C (Spiegel-Roy y Goldschimdt, 1996).

1.1.2.6 Crecimiento y desarrollo de los frutos

El crecimiento de los frutos citricos, es bien representado por una curva
sigmoide tipica, con tres fases bien definidas (Bain, 1958). La primera fase de
crecimiento abarca desde la fecundacion hasta el final de la caida fisioldgica,
teniendo una duracién de dos meses aproximadamente. Es caracterizada por un
rapido crecimiento debido al aumento en el niimero de células, provocado por la

division celular, basicamente en el albedo del fruto. En este momento queda definido
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el tamafio potencial del fruto. La segunda fase de crecimiento se prolonga por varios
meses, desde el fin de caida fisiologica hasta poco antes del inicio de cambio de
color. En esta fase hay una marcada expansion de los tejidos como consecuencia del
agrandamiento celular. El aumento de tamafio es principalmente debido al desarrollo
de los loculos, en cuyo interior las vesiculas de jugo alcanzan su maxima longitud y
volumen y el contenido de jugo de sus células aumenta. La fase final del ciclo es
asociada a la maduracion de los frutos; en este periodo existe una reducida tasa de
crecimiento y comprende todos los cambios de color asociados a la maduracion. Los
cambios de color en el albedo son consecuencia de la degradacion enzimatica de las
clorofilas del flavedo y de la sintesis de carotenoides. Normalmente este proceso
coincide con la maduracion interna, aunque estos procesos estan sujetos a controles
distintos. El contenido en solidos solubles, principalmente azucares y compuestos
nitrogenados aumenta, por otro lado los 4cidos libres disminuyen progresivamente a

consecuencia de su dilucion y metabolizacion (Bain, 1958; Agusti et al., 2003).

El crecimiento y tamafio del fruto es el resultado de las propiedades genéticas
y de su capacidad para acumular metabolitos (Agusti y Almela, 1991). En la fase
primera de crecimiento del fruto, division celular, queda determinado el nimero final
de células que tendra el fruto y es en ultima instancia, donde se determina el

potencial crecimiento final de la fruta.

Dentro de los factores endogenos se presentan los genéticos, la posicion del
fruto en el brote y la competencia entre 6rganos en desarrollo. La presencia de hojas
en el brote estimula el desarrollo del fruto a través de una mayor velocidad de
crecimiento, apareciendo las primeras diferencias en el momento del cuajado y
aumentando con el tiempo hasta la recoleccion. Estas diferencias son consecuencia
de un mayor contenido hormonal de los ovarios situados en brotes con hojas, tanto de
giberelinas como de citoquininas, lo que podria aumentar la capacidad de estos frutos

para atraer nutrientes del resto de la planta.

El tamafio final que alcanza un fruto tiene una relacion inversa con el nimero
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de frutos (Goldschmidt y Monselise, 1977) y con el numero de flores (Guardiola,
1997). Este autor sugiere que la floracion afecta el tamafio de frutos debido a dos
aspectos: 1) el tamafo del ovario en antesis, por ende un incremento en el numero de
flores resulta en la formacion de flores con ovarios pequefios; 2) una intensa
competencia por metabolitos en etapas tempranas de desarrollo, afecta el posterior

crecimiento del fruto.

El tamafo final de los frutos citricos, puede mejorarse aumentando la
disponibilidad de carbohidratos o incrementando la capacidad sumidero del fruto. La
aplicacion de auxinas de sintesis puede actuar en ambos sentidos, dependiendo de la
época en que se apliquen. Durante la caida fisioldgica de los frutos aumenta la
intensidad de la abscision reduciendo asi la competencia por carbohidratos entre los
frutos en desarrollo, cuando se aplican al inicio de la fase lineal del crecimiento del
fruto aumenta su capacidad sumidero y la acumulacion de carbohidratos en este se

incrementa.

De acuerdo a Agusti et al. (1995), el nimero de flores producidas por un
arbol tiene gran influencia en el tamafio final del fruto, encontrandose correlaciones

mas estrechas que entre el nimero y el tamafio de éstos.

En el momento de la antesis, los ovarios procedentes de plantas de alto nivel
de floracidn, ya son mas pequefios que los procedentes de plantas con menor nivel de
floracion (Guardiola ef al.,1984). La reduccion en la floracion, aumenta el tamafio

del fruto al disminuir la competencia en las primeras fases del desarrollo.

Los factores ambientales también afectan el tamafnio final de los frutos. La
temperatura afecta la acumulacion de metabolitos en el fruto y por tanto, su
crecimiento, esta directamente asociado a la temperatura. El fruto es altamente
susceptible a las altas temperaturas en algunas fases de su desarrollo inicial,
resultando en un efecto permanente que causa una reducciébn de su tasa de

crecimiento a lo largo del ciclo de desarrollo y hasta en una abscision masiva de
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frutos.

La disponibilidad hidrica es uno de los factores ambientales mas relevantes en
la determinacion del tamafio final del fruto. El suministro de agua en cantidades
insuficientes provoca reduccion del tamafio final del fruto, mientras que riegos

frecuentes logran aumentarlo significativamente (Agusti et al., 2003).

La nutricion mineral afecta también el tamafio final del fruto, los elementos
con mayor incidencia en el crecimiento de los frutos son el potasio y el magnesio.
Una alta nutricion de potasio, promueve en general un incremento en el tamafio de
los frutos sin afectar en forma negativa su calidad. En el caso del magnesio, en
condiciones de deficiencia la particion de asimilados se resiente, su llegada al fruto

se limita y su tamafo se ve reducido (Agusti ef al., 2003).

1.1.3 Partenocarpia

La produccion de frutos sin semillas se denomina partenocarpia (Frost y
Soost, 1968) y puede adoptar diferentes formas, dependiendo del momento en el cual
el desarrollo de la semilla es interrumpido (Varoquaux et al., 2000). La partenocarpia
puede ser de dos tipos: obligada o estimulativa, entendiéndose a la primera como el
cuajado de los frutos sin ninglin estimulo externo. La tendencia partenocérpica y la
esterilidad del 6vulo pueden variar independientemente. La capacidad partenocarpica
de las variedades esta relacionada con los diferentes tipos de esterilidad gamética que
se pueden producir. En variedades con partenocarpia obligada, se relaciona a la
esterilidad gamética absoluta tanto masculina (incapacidad para producir polen
funcional), como femenina (incapacidad para producir sacos embrionarios). La
esterilidad gamética femenina absoluta no es muy comun en los citricos, aunque
existen variedades en donde la mayoria de los évulos que producen sus flores, estan

desprovistos de saco embrionario (Tadeo et al., 2003).
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La partenocarpia estimulativa requiere de algun tipo de estimulo para la
produccion de frutos. En este caso los estimulos pueden ser la polinizacion, la
germinacion del polen, o el crecimiento del tubo polinico sin la presencia de la
fecundacion. Muchas veces la fertilidad del ovulo y la presencia de polen
compatible, enmascara la partenocarpia estimulativa (Spiegel-Roy y Goldschmidt,

1996).

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

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

En nuestro pais estudios realizados sobre mandarina Afourer comprobaron
que este material genera frutos sin semilla en condiciones de polinizaciéon aislada,
que su partenocarpia es de tipo autonémica, presentando una capacidad

partenocarpica variable (Gravina et al., 2011; Gambetta et al., 2013).

Un mecanismo adicional de autoincompatibilidad y desarrollo de frutos
partenocarpicos ha sido propuesto en el cultivar de mandarina Wuzishatangju por Ye
et al. (2009), quienes reportan que en condiciones de autopolinizacion, el polen logra
germinar, crecer en el estilo y penetrar al ovario pero no logra penetrar al saco
embrionario, por lo que se bloquea la fecundacion en el propio ovario. Algunos
cultivares que usualmente producen semillas, pueden ser capaces de un grado
variable de partenocarpia, especialmente los autoincompatibles (Spiegel-Roy y
Goldschmidt, 1996). Un caso puede ser el de las denominadas variedades
partenocarpicas facultativas, donde en condiciones de monocultivo, pueden formar

frutos sin semillas, como el tangor Ellendale (Vithanage, 1991), Ortanique (Borges et

21



al., 2009) y la mandarina Clementina de nules (Soler, 1999).

En algunos cultivares de Citrus se ha reportado la estenospermocarpia, que es
la fecundacion seguida de un aborto post-zigotico que resulta también en la
produccion de frutos sin semillas (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). Existe una
base genética de la partenocarpia, que en muchos casos se ha demostrado que esta
asociada con los niveles de ciertas fitohormonas como las giberelinas (Ben-Cheik et
al., 1995; Talén et al., 1990; Pozo, 2001) y mas recientemente con el acido indol-

acético (Talon et al. ,1992).

1.1.4 Esterilidad v compatibilidad

La existencia de flores hermafroditas es una ventaja reproductiva que
presentan las angiospermas, ya que aunque existen excepciones, es esperable una
logica coordinacion en el desarrollo de las diferentes partes de una misma flor bajo
las mismas condiciones ambientales. Este hermafroditismo asegura en gran medida
la autogamia, con la consiguiente consanguinidad. Por esto las angiospermas han
desarrollado variaciones florales tendientes a facilitar la alogamia, con el fin de
asegurar la diversidad. Por lo tanto estigma y estilo desempefian un papel muy
importante, ya que es en estos, es donde se produce el impedimento de la
germinacion del polen del mismo individuo y hasta de la misma flor. Este fenomeno

se lo conoce como incompatibilidad (Agusti, 2010).

Las condiciones ambientales pueden provocar en algunos casos la esterilidad
de las plantas, pero principalmente, ésta se debe a factores genéticos. Se han descrito
tres tipos de esterilidad genética. La primera, esterilidad homogenética, ocurre
cuando el polen funcional no puede fecundar flores del mismo cultivar
(autoincompatibilidad) o de otro cultivar (incompatibilidad de cruzamiento). En
segundo lugar, la esterilidad gamética tiene lugar cuando existe desarrollo deficiente
o ausencia de estambres (androesterilidad) o de ovarios (ginoesterilidad). Por ltimo,

la esterilidad citoldgica hace referencia a alteraciones de la meiosis durante la
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gametogénesis (Agusti, 2010). La esterilidad junto a la partenocarpia son necesarias

para la produccion estable de frutos sin semilla (Ollitrault et al., 2007).

La autoincompatibilidad es definida como la inhabilidad que presentan
plantas que poseen gametos viables para producir un cigoto luego de la
autopolinizacion (de Nettancourt, 1977). Cuando se presenta incompatibilidad, los
granos de polen y los dvulos son fértiles y mediante sistemas de reconocimiento
genético polen-pistilo, se detiene el crecimiento del tubo polinico impidiendo la

fecundacion (Agusti et al., 2003).

El mecanismo de rechazo es activo y estd basado en mensajes bioquimicos-
genéticos, liberados desde el polen y del carpelo para que ocurra el reconocimiento y
luego generar la respuesta (Lersten, 2004). Este reconocimiento, le permite al pistilo
de las flores distinguir entre su propio polen (genéticamente relacionado), del polen
foraneo (genéticamente no relacionado). Asi, su propio polen es rechazado mientras

que el polen foraneo es aceptado para la fertilizacion (Kao y McCubbin, 1996).

Existen dos sistemas de autoincompatibilidad, en base a si las reacciones de
autoincompatibilidad estdn determinadas en el genotipo del propio polen
(gametofitica) o en el genotipo de la planta de la cual proviene el polen
(esporofitica). Mientras que la autoincompatibilidad esporofitica, generalmente
implica una relacion entre el estigma y el grano de polen germinado, la
autoincompatibilidad gametofitica genera una inhibicion de crecimiento del tubo

polinico en el estilo (de Nettancourt, 1977; Newbigin ef al.,1993).

El sistema de autoincompatiblidad en citrus parece ser del tipo gametofitico,
mientras que la esterilidad masculina y femenina se debe a genes de esterilidad,
anormalidades cromosémicas y triploidia (Ollitrault et al., 2007). En el caso de la
autoincompatibilidad gametofitica, el grano de polen germina al entrar en contacto
con el exudado del estigma y comienza el crecimiento del tubo polinico; sin

embargo, este no progresa mas alld de las papilas estigmaticas y, morfologicamente,
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presenta deposiciones irregulares de calosa (Khan y DeMason, 1988).

Ejemplos de este tipo de autoincompatibilidad son el mandarino Clementina
de Nules, en el cual el crecimiento de los tubos polinicos no progresa mas alla del
extremo apical del estilo cuando se fuerza la autopolinizacion en el estado de flor
abierta o antesis (Pérez-Botella et al., 1997) y la mandarina Afourer en que no
superan el 40% de la longitud del estilo en autopolinizacion forzada (Gambetta et al.

2013).

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. Este resultado indica que la esterilidad
femenina esta directamente relacionada a la presencia de semillas en la fruta.
Estudios realizados por Koltunow et al., 1995 en naranja dulce Valencia sugieren que
la baja capacidad de formar semillas (una a cuatro semillas por fruto) de este cultivar

se debe a defectos durante el proceso de gametogénesis femenina y masculina.

Jackson (1997) definen la esterilidad gamética como la incapacidad de
producir polen o sacos embrionarios funcionales. Es causada por diversos factores
genéticos como ser la presencia de genes de esterilidad, anormalidades

cromosoOmicas y triploidia (Ollitrault ef al., 2007).

Las variedades que producen polen y 6évulos no funcionales, presentan frutos
sin semillas sin importar su cercania a otras variedades citricas. Dos ejemplos de
esterilidad gamética masculina son el naranjo dulce Washington navel (Citrus
sinensis L. Osbeck) y la mandarina Satsuma (Citrus unshiu Marc.). En las naranjas
del grupo navel se diferencian las células madres de polen, pero luego degeneran
antes de dividirse y, por lo tanto, no se produce polen maduro y viable en las anteras
(Frost y Soost, 1968). En estas dos variedades, puede presentarse la esterilidad
gamética femenina, en donde la célula madre de la megaspora, muchas veces

degenera antes de dividirse (Iwamasa, 1966).

24



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Los experimentos se realizaron en la Estacion Experimental San Antonio, de
la Facultad de Agronomia y en el INIA Salto Grande, ambos ubicados en el
departamento de Salto, Uruguay (31° 21° LS, 57° 45’ LO), y en el departamento de

Paysandu, localidad de Villa Constancia (empresa Citricola Salteiia).

Los materiales estudiados fueron las mandarinas clon M9 (seedling de
mandarina hibrida Ellendale x Satsuma Owari) injertado sobre Poncirus trifoliata y
el clon B30 (hibrido de Ellendale x Satsuma Owari) injertados sobre Citrange
Quintela V1 2 y VII 4; la naranja Valencia Paylate y la naranja Valencia NVA 036 o
Victoria, ambos originados en prospeccion nacional e injertados sobre Poncirus

trifoliata.

2.2 ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD Y CAPACIDAD
PARTENOCARPICA

En el primer experimento se estudié la compatibilidad a nivel de campo, la
capacidad partenocarpica y el potencial productivo de los cultivares. Para ello se
seleccionaron y marcaron ramas secundarias de similar tamano, 10 en M9 y B30, 16
en Valencia Victoria y 22 en Valencia Paylate. El nimero de flores promedio por
rama fue de 217 en M9, 161 en B30, 132 en Valencia Victoria y 194 en Valencia
Paylate. La mitad de estas ramas se cubrieron con malla antiabejas y previo al
embolsado, se eliminaron las flores abiertas y se contabilizd la cantidad de botones
florales iniciales. Una vez transcurrido el periodo de floracion se procedio al retiro de

las mallas.

A partir de la caida de pétalos, se inici6 un seguimiento del cuajado y

diametro ecuatorial de los frutos, cada 15 dias y hasta la cosecha comercial. El
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cuajado final se determin6 evaluando presencia o ausencia de los frutos en ramas
marcadas, y el didmetro fue medido con calibre digital. En la cosecha se evalu¢6 la
presencia y numero de semillas en frutos en ramas embolsadas y en ramas sujetas a
polinizacion abierta. Durante el desarrollo de los frutos se midié el porcentaje de

cuajado en ambos tratamientos.

Figura 2. Fotografia de ramas embolsadas en Valencia Paylate.

2.3 GERMINACION “IN VITRO” DEL POLEN

En el segundo experimento se estudio la capacidad germinativa del polen “in
vitro”. Para ello se colectaron 20 flores al inicio de antesis, estado 59 de la escala
BBCH (Agusti et al., 1997), se colocaron en silica gel durante 24 horas para

promover la apertura de las anteras, y luego se hidrataron en heladera a 4°C.
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Figura 3. Fotografias del proceso de secado de anteras utilizando silica gel.

La siembra se realiz6 en una camara de flujo laminar sobre portaobjetos
conteniendo el medio de cultivo Brewbaker y Kwack (1963) solidificado con
Phytagel al 1% y cubierto con 30 u L de medio liquido. Los preparados se colocaron
en camara oscura a 25°C y 80% de humedad durante 72horas. Una vez germinados
se fij6 con solucion de FAA (5% formaldehido, 5% acético, 90% etanol al 70%). La
germinacion de polen se evalud contabilizando un promedio de 200-300 granos de
polen en siete repeticiones por cultivar, utilizando un microscopio Optico (Nikon
E100). Se considerd grano de polen germinado cuando el tubo polinico duplicaba el

tamafio del grano.

2.4 ESTUDIO DE LAS RELACIONES POLEN-PISTILO

En la tercera experiencia se marcaron y embolsaron 90 flores ubicadas en
brotes terminales en estado 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1997) de cada
cultivar. Alos 0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias se colectaron 15 flores de cada uno y se fijaron
en solucion FAA. Las muestras se conservaron a 4° C hasta su observacion en
microscopio de fluorescencia (Olympus Vanox AH3 y filtro U BH2- DMU para
rango de emision Hg 334-365 nm). Los pistilos fueron seccionados en ovario y
estilo-estigma y colocados en una solucion de sulfito sédico (5%) durante 12 horas.

Luego de este periodo fueron enjuagados en agua destilada y se colocaron en una
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nueva solucion de sulfito sddico. Las secciones de estilos florales se tifieron con azul
de anilina al 0,1% en K2ZHPO4 0,1 N y se colocaron en portaobjetos con una gota de
glicerina para evitar la deshidratacion. La evaluacion de la germinacion de los granos
de polen en el estigma, se realizé contabilizando 200 a 300 granos por flor y el
desarrollo del tubo polinico en el estilo, se determind como el porcentaje del estilo

recorrido por el tubo més largo.

Figura 4. Fotografias de seccionado de pistilos y tincidon en azul de anilina.

Para determinar la viabilidad de los ovulos, las flores almacenadas fueron
enjuagadas con agua destilada, los ovarios fueron reblandecidos en microondas
durante 15-20 segundos a 700 W. Los mismos se seccionaron ecuatorialmente y se
realiz6 el mismo procedimiento de tincidon. Los évulos se rescataron y depositaron en
portaobjeto con una gota de glicerina liquida. El porcentaje de 6vulos viables se
determind contabilizando al azar 15 a 20 6vulos por flor considerandose viables
aquellos que no presentaran depdsito de calosa en la zona de la chalaza, no emitiendo

fluorescencia
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2.5 POLINIZACIONES CRUZADAS, PRESENCIA DE SEMILLAS Y
CAPACIDAD PARTENOCARPICA

El cuarto experimento se realizd durante el segundo afio de evaluacion. Los
materiales donadores de polen fueron: naranja Valencia, mandarina Afourer y limén
tipo Lisbon. Estos se seleccionaron considerando la superficie que abarcan en las
empresas citricolas a nivel nacional y la capacidad germinativa de su polen. Previo a
la apertura floral, estado 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1997), se marcaron 500
brotes de flor terminal en los cultivares estudiados. Se aplicaron 5 tratamientos:
autopolinizacion artificial y embolsado; emasculado y embolsado; emasculado,
polinizado con polen de mandarina Afourer y embolsado; emasculado, polinizado
con polen naranja de Valencia y embolsado; emasculado y polinizado con polen de
limén y embolsado, y testigo de polinizacion abierta. El polen se colecto de flores en
antesis y se conservo por 24 horas en silica gel a una temperatura de 20 °C., al dia

siguiente, se realiz6 la emasculacion, polinizacion artificial y embolsado de flores.

También en el segundo afio se evalud la viabilidad del polen de los cultivares
donadores y de los materiales en estudio. Para ello se colectaron 10 flores en el
estado 59 de la escala BBCH (Agusti et al., 1997), se extrajeron los estambres y con
un pincel fino de espolvoreo el polen sobre un portaobjeto realizdndose 5
repeticiones por cultivar. Posteriormente se le agregd una gota de solucion
compuesta por 0,5 % de cloruro de tetrazolio y 10 % de sacarosa, se cubrio
inmediatamente con portaobjeto para excluir el oxigeno, y se incubd a 60 °C durante
1 hora (Bolat y Pirlak, 1999). Posteriormente se evalud la viabilidad del polen
utilizando un microscopio Optico (Nikon E100) considerando viables aquellos que
presentaban tincion del polen, considerando los granos tefiidos de rojo como viables,

y los amarillos como no viables.
Aproximadamente a los 15 dias de realizada las polinizaciones se retiraron las

bolsas y se evaluo en forma quincenal el porcentaje de cuajado hasta el fin de caida

fisiologica (fin de diciembre-enero) y el diametro de los frutos hasta la maduracion.

29



En cosecha se determino la presencia, nimero de semillas, el porcentaje de cuajado y

diametro final de los frutos.

Figura 5. Fotografia de brotes polinizados artificialmente y embolsados en naranja

Valencia Victoria.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

El porcentaje de cuajado y frutos con semillas se analiz6 estadisticamente con
un modelo lineal generalizado en el programa estadistico INFOSTAT (version 2013)
interfase con R (version 3.0.1), y se utilizo el test DGC para la separacion de medias.
El nimero medio de semillas por fruto se analizé mediante un andlisis de varianza.

La separacion de medias se hizo por test de Tukey.
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3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD Y CAPACIDAD PARTENOCARPICA EN
POLINIZACION ABIERTA Y EN AUTOPOLINIZACION.

Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 1, en el caso de las
mandarinas en condiciones de polinizacion cerrada (autopolinizacion), el 100 % de
los frutos del hibrido de mandarina B30, y el 98% de los de mandarina M9, no
presentaron semillas. En cambio, en condiciones de polinizacion abierta, el
comportamiento reproductivo fue diferente, la mandarina M9 presentdé un 80% de
frutos sin semilla contrastando con el hibrido de mandarina B30 que alcanzo

solamente un 16 % de frutos sin semilla.

Adicionalmente, el numero promedio de semillas por fruto en condiciones de
polinizacion abierta, fue muy bajo en M9 (0,57 semillas por fruto) y de los frutos con
semillas un 73 % presentaron solo una o dos semillas. La mandarina hibrida B30 en
las mismas condiciones, presentdé un promedio de 6,4 semillas por fruto y solamente
un 16 % de éstos tuvo una o dos semillas. Esto indica que M9, atin en condiciones de
libre polinizacion, presenta alta capacidad para cuajar frutos aspermos, lo que

constituye una caracteristica de alto valor comercial.

Resultados similares fueron encontrados por Mesejo et al., (2007) trabajando
con mandarinas Satsuma Owari y Clemenules polinizadas con mandarina Fortune, en
el caso de Satsuma, las flores polinizadas en el momento de antesis presentaron un
valor promedio méximo de cuatro semillas por fruto, no obteniendo semillas en las
flores polinizadas cuatro dias luego de antesis, lo que se asemeja al comportamiento
encontrado en M9. Por el contrario en mandarina Clemenules se obtuvieron valores
promedios de 25 semillas por fruto cuando las flores fueron polinizadas un dia luego
de antesis y siete semillas por fruto cuando se polinizaron ocho dias post-antesis

semejante a lo encontrado en mandarina hibrida B30.
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Cuadro 1. Presencia de semillas y porcentaje de cuajado final en los hibridos de
mandarina M9 y B30, y en las naranjas Valencia Paylate y Victoria en condiciones de

polinizacion abierta y autopolinizacion.

Tratamiento Frutos sin N° promedio Cuajado final

semilla (%)  de semillas por  de frutos (%)

fruto

M9 Polinizacion 80 a 0,57 a 30a
abierta

Autopolinizaciéon 98 a 0,04 a 3,8a

B30 Polinizacién 16 b 6,4a 35a
abierta

Autopolinizacion 100 a 0b 2/7a

Paylate Polinizacién 77a 1,0a 1,3a
abierta

Autopolinizacion 100 b 0b 1,6 b

Victoria Polinizacién 96 a 0,04 a 33a
abierta

Autopolinizacion 100 b 0b 2,8b

Letras diferentes en columnas para cada cultivar, indican diferencias significativas

(p<0,05)

Se han descrito tres tipos de esterilidad genética. La primera, esterilidad
homogenética, ocurre cuando el polen funcional no puede fecundar flores del mismo
cultivar (autoincompatibilidad) o de otro cultivar (incompatibilidad de cruzamiento).
En segundo lugar, la esterilidad gamética tiene lugar cuando existe desarrollo
deficiente o ausencia de estambres (androesterilidad) o de ovarios (ginoesterilidad).
Por ultimo, la esterilidad citoldégica hace referencia a alteraciones de la meiosis

durante la gametogénesis (Agusti, 2010). En el caso de las mandarinas evaluadas

32



B30 concuerda claramente con la esterilidad homogenética o fendmeno de
autoincompatibilidad no presentando semillas en autopolinizacion pero si en
polinizacion abierta y con elevado niimero de semillas por fruto. Por el contrario
mandarina hibrida M9 se presenta como un material autoincompatible, no formando
semillas en condiciones de autopolinizacién ni cuando fue polinizada con su propio
polen (Cuadro 4) pero con una alta capacidad de formar frutos sin semillas en

condiciones de polinizacion abierta.

La autoincompatibilidad en citricos permite la obtencion de frutos sin
semillas. Varios cultivares de mandarinas e hibridos (Clementinas, Nova, Ortanique,
Afourer) presentan esta caracteristica y por lo tanto la capacidad de producir frutos

partenocarpicos (Soost, 1956; Hearn et al., 1969; Soler, 1999; Gambetta et al., 2013).

En el caso de la naranja Valencia Victoria, en condiciones de polinizacion
cerrada (autopolinizacion) presentd un 100% de frutos sin semillas y un numero
promedio de semillas por fruto en polinizacion abierta extremadamente bajo (0,04
semillas por fruto). Este comportamiento reproductivo puede explicarse, en parte,
por la nula capacidad de germinacién y viabilidad de su polen evaluado durante el
primer y segundo afio (Cuadro 2), lo que sugiere que este material presenta una

esterilidad gamética masculina.

El comportamiento reproductivo de Valencia Victoria en condiciones de
polinizacion abierta alcanzd un 96% de frutos sin semilla, con un promedio se
semillas por fruto de 0,04, a pesar de que sus évulos permanecieron viables hasta el
dia 12 DPA (Cuadro 3). Durante el segundo afo de evaluacion, Valencia Victoria
produjo semillas solamente cuando fue polinizado con mandarina Afourer
presentando un alto porcentaje de frutos con semilla (62,5%) pero un promedio de
semillas por fruto muy bajo (0,8) lo que sugiere una parcial viabilidad de sus 6vulos

(Cuadro 6).
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En el caso de naranja Valencia Paylate el comportamiento reproductivo fue
diferente en ambos afios, no generando frutos con semilla el primer afio en
condiciones de polinizacidon aislada (autopolinizacion) pero obteniendo el segundo
afio un 60 % de frutos con semilla cuando fue polinizado con su propio polen aunque

con un promedio de semillas por fruto muy bajo (0,6).

El comportamiento reproductivo de Valencia Victoria y Paylate fue similar al
encontrado por Mesejo et al (2007) en Valencia (C. sinensis (L.) Osbeck) donde en
flores polinizadas con polen de mandarina Fortune en el momento de antesis y hasta
ocho dias post-antesis obtuvieron un valor maximo de cinco semillas por fruto en la
primer fecha de polinizacion, no presentando semillas en flores polinizadas luego de
10 dias post-antesis. Esto ultimo se produce por el impedimento en el crecimiento del
tubo polinico dado por las deposiciones de lignina en las paredes celulares del tejido
estigmatico y estigmatoide que limitan la receptividad estigmatica y por lo tanto el

periodo de polinizacion efectivo en Valencia (C. sinensis (L.) Osbeck)

La dinamica de abscision de estructuras reproductivas mostré un patron
diferente en todos los materiales y condiciones de polinizacion. Al retirar las mallas,
40 dias post-antesis, M9 presentaba un mayor cuajado que B30, aunque durante el
periodo de abscision las diferencias disminuyeron, finalizando en valores similares

(Figura 3).

En M9, durante todo el periodo evaluado, el porcentaje de cuajado fue
levemente superior en las ramas con polinizacion impedida, en relacion al testigo de
polinizacién abierta. Por el contrario, en B30, el porcentaje de cuajado con o sin
malla se mantuvo en niveles similares hasta mediados de diciembre, pero durante la
fase final de abscision, el cuajado en polinizacidn abierta fue levemente superior a la
autopolinizacion. El cuajado final en ambos cultivares fue relativamente elevado, sin

diferencias significativas entre autopolinizacion o polinizaciéon abierta, aunque con
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tendencias diferentes. En M9, el cuajado final bajo malla fue levemente superior al

de polinizacion abierta, mientras que en B30 ocurri6 lo contrario (Cuadro 1).

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0

15,0

10,0

5,0

0,0 . |

21-oct 11-nov 20-nov 11-dic 27-dic 14-ene

—4=B30 Malla -ll=B30 Testigo M9 Malla  e====N9 Testigo

Figura 6. Evolucion del porcentaje de cuajado de los hibridos M9 y B30 en

condiciones de autopolinizacién y polinizacion abierta.

En el caso de las naranjas, Valencia Victoria fue la que obtuvo un mayor
porcentaje de cuajado, con valores de 3,3% en condiciones de polinizacién abierta y
2,8% en autopolinizacion. La dindmica de abscision fue similar en ambas
condiciones siendo siempre superior el cuajado en libre polinizacion. Valencia
Paylate presentd menor porcentaje de cuajado comparado con Valencia Victoria, en
ambas condiciones de polinizacién, con un porcentaje levemente superior en

condiciones de autopolinizacion 1,6% frente a 1,3% en polinizacion abierta.
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Figura 7. Evolucion del porcentaje de cuajado de naranjas Valencias Victoria y

Paylate en condiciones de autopolinizacion y polinizacién abierta.

La habilidad partenocarpica de Valencia Victoria puede considerarse alta
logrando cuajar 2,8% de los frutos durante el primer afio en polinizacion cerrada
(autopolinizacion) y mejorando considerablemente en segundo afio donde las flores
emasculadas y autopolinizadas alcanzaron 12,5% y 8% de frutos cuajados,
respectivamente. Esto sugiere que las flores de Valencia Victoria presentan una alta
capacidad de sintetizar giberelinas incluso sin la necesidad del estimulo del polen
para desencadenar el proceso partenocarpico. En estudios similares, Mesejo et al.
(2013), demuestra que la partenocarpia en dos variedades de Clementinas (Marisol y
Clemenules), es independiente al estimulo de la polinizaciéon y que su habilidad de

cuajar depende de los niveles hormonales en el ovario, principalmente de los niveles
de GAL.
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3.2 GERMINACION DEL POLEN “IN VITRO” E “IN VIVO”

El comportamiento in vitro del polen de los cuatro materiales en estudio fue
similar, presentando bajos porcentajes de germinacion. La mandarina hibrida M9 fue
la que obtuvo mayores valores alcanzando un 4,2 % mientras que las restantes no
superaron el 1%. En los diversos cortes realizados a nivel del estigma no se observé

germinacion de granos de polen en ninguno de los materiales evaluados.

Cuadro 2. Germinacion in vitro e in vivo del polen de los cultivares M9, B30, Paylate
y Victoria. Datos correspondientes a siete repeticiones de 300 y 400 granos de polen
promedio por placa in vitro para M9, B30, Victoria y Paylate, respectivamente y 5

flores in vivo a los 3, 6 y 9 dias post antesis.

Germinacion de polen in vitro Germinacion polen in vivo
% %
M9 4,2 0
B30 0,5 0
Paylate 0,5 0
Victoria 0 0
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Figura 8. Granos de polen en el estigma de mandarina hibrida M9, 12 dias post

antesis.

Figura 9. Granos de polen en el estigma de naranja Valencia Victoria, dia 9 post

antesis.
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La muy escasa germinacion de polen in vitro y nula in vivo de los materiales
no parecen relacionarse con factores de clima prevalentes antes y durante la antesis,
ya que en los 10 dias previos a la obtencion del polen para su andlisis, las
temperaturas medias se ubicaron en 20,2 °C y la HR en 82 %, que pueden
considerarse adecuadas para la germinacion, de acuerdo a Distefano et al. (2012).
Temperaturas menores a 10 °C durante los dias previos a la antesis, han sido
reportadas como criticas para la germinacién del polen in vitro (Pardo et al., 2007,

2010), lo que no ocurri6 durante el periodo considerado.

3.3 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE LOS OVULOS

La viabilidad de los 6vulos presentd también un comportamiento diferente en
todos los cultivares. En M9, ya a partir del dia 3 post-antesis (DPA), se evidencio
deposicion de calosa en la zona de la chalaza, la cual se incrementd hasta los 12
DPA, en donde se verifico un 77 % de 6vulos no viables. En B30, recién a los 9
DPA, se observaron los primeros sintomas de pérdida de viabilidad, alcanzando a los

12 DPA un 66 % de 6vulos inviables.

Naranja Valencia Paylate presenté un comportamiento similar a M9 con una
pérdida de viabilidad de los 6vulos a partir del dia 3 DPA incrementandose hasta el
dia 9 DPA donde se registro un 41 % de los 6vulos inviables. En naranja Victoria
recién a partir del dia 9 DPA se evidencia pérdida de viabilidad de los ovulos

alcanzando a 23,3 % el dia 12 DPA.
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Cuadro 3. Evolucién de la pérdida de viabilidad de los 6vulos in vivo. Valores

expresados como porcentaje de 6vulos con deposicion de calosa sobre el total de

ovulos contabilizados.

Dias post antesis

0 3 6 9 12
M9 0 14,1 21,4 69,4 ¢ 77,5b
B30 0 0 0 57,1¢c 66 b
Paylate 0 21,4 49,5 413b 30,5a
Victoria 0 0 0 32a 233a

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p<0,05)

Figura 10. Fotografia de 6vulos de mandarina hibrida B30, 9 dias post antesis.
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Figura 11. Fotografia de évulos de naranja Valencia Victoria, 12 dias post antesis.

Figura 12. Fotografia de 6vulos de naranja Valencia Paylate, 12 dias post antesis.
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En M9, la viabilidad de sus 6vulos comenzo a disminuir desde el tercer DPA,
lo que puede explicar la baja capacidad de formacion de semillas en condiciones de
libre polinizacion. Este comportamiento sugiere un periodo efectivo de polinizacion
de corta duracién, lo que limitaria su capacidad de formacion de semillas, similar al
reportado por Mesejo et al. (2007) en mandarina Satsuma Owari. En B30, recién a
los 9 DPA se observaron 6vulos con signos de pérdida de viabilidad, lo que puede
explicar -al menos parcialmente- la alta capacidad de formar frutos con semillas de

este hibrido en condiciones de libre polinizacion.

3.4 ESTUDIO DE LAS POLINIZACIONES CRUZADAS, COMPATIBILIDAD Y
LA CAPACIDAD PARTENOCARPICA.

Los resultados de los tratamientos de polinizaciones dirigidas, en términos de
porcentaje de frutos con semilla y nimero de semillas por fruto en todos los
materiales, se presentan en los cuadros 4, 5, 6 y 7. En mandarina hibrida M9, se
observa la presencia de semillas solo cuando fue polinizado con polen de mandarina
Afourer obteniendo un 33% de frutos con semilla, siendo nulo con naranja Valencia y
en condiciones de autopolinizacion. Por el contrario, los frutos de mandarina hibrida
B30 presentaron semillas con todos los polinizadores utilizados, alcanzando el 100

% con mandarina Afourer y naranja Valencia (Cuadro 4 y 5 respectivamente).

El estudio del comportamiento con polinizaciones dirigidas, demostr6 que
M9 presenta una baja capacidad de formacion de semillas, alcanzando solamente un
33 % de frutos con semillas con polen de Afourer y frutos aspermos con polen de
naranja Valencia y limén tipo Lisbon. Esto podria ser explicado por el corto periodo
efectivo de polinizacion en M9; adicionalmente se pudo observar factores
anatomicos de la flor, como ser el largo del pistilo, que provocan la necesidad de
mayor tiempo para la llegada del tubo polinico al micropilo no logrando efectuar la
fecundacion y formacion de semillas. Mandarina hibrida B30 por el contrario,
presentd el total de sus frutos con semillas cuando fue polinizada con los dos

primeros. Considerando las temperaturas medias ocurridas entre 10 dias pre-
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polinizacién y 10 dias post-polinizacion, las mismas se ubicaron en 16,2 °C en M9 y
14,7 °C para B30, por lo que la baja presencia de semillas en el primero no debe

atribuirse a factores exogenos.

Los resultados obtenidos indican que la mandarina hibrida M9 presenta una
buena capacidad partenocarpica, ya que en ausencia de polen compatible alcanzo
porcentajes de cuajado similares o superiores a los obtenidos en condiciones de
polinizacion abierta. A su vez, las flores emasculadas en el segundo afio, presentaron
una abscision total, no pudiendo cosecharse frutos, mientras que las polinizadas
manualmente con su propio polen, alcanzaron un 6,7 % de cuajado, desarrollando
todos sus frutos sin semillas. Esto sugiere que la partenocarpia en este hibrido es de
tipo estimulativo. La capacidad partenocarpica de mandarina B30, resulté menor a la
de M9, tanto en condiciones de aislamiento de polinizacion cruzada, como polinizada
manualmente con su propio polen. De acuerdo a su habilidad de cuajar frutos en
ausencia de polinizacién cruzada, los cultivares autoincompatibles se pueden
clasificar, en improductivos o de baja capacidad partenocarpica y productivos, o de
elevada capacidad de cuajado (Guardiola, 1992). Las causas de la falla en el cuajado
inicial son fundamentalmente el bajo contenido de giberelinas en los ovarios (Talén
et al., 1990, 1992; Mesejo et al., 2013) y la menor capacidad de atraer los
carbohidratos en condiciones de alta competencia (Gémez-Cadenas et al., 2000;

Iglesias et al., 2003).

El estudio de viabilidad del polen realizado durante el segundo afio dio como
resultado para naranja Valencia un 10,5 % de granos viables, mandarina Afourer 8,5
% y limoén tipo Lisbon un 18 %. Dentro de los materiales en estudio la mandarina
hibrida M9 presentd una mayor viabilidad de polen, alcanzando un 38 %, B30 19 %

y Paylate solamente 2,2%; no observando polen viable en naranja Victoria.
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Figura 13. Fotografia de granos de polen de mandarina hibrida M9, test de viabilidad

con sales de tetrazolio.

Figura 14. Fotografia de granos de polen de Valencia Victoria, test de viabilidad con

sales de tetrazolio.
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Las polinizaciones dirigidas con polen compatible, promueven en general un
elevado cuajado de frutos (Borges et al., 2009; Gravina et al., 2011), y ain mas,
considerando que se seleccionan brotes de flor terminal, que naturalmente presentan
mayor capacidad de cuajado (Erner y Shomer, 1996; daCunha Barros y Gravina,
2006; Rivas et al., 2007). Esta fue la situacion en B30, especialmente con polen de
Afourer y Valencia. En M9, el porcentaje de cuajado con los mismos polinizadores
fue bajo e inferior al alcanzado en condiciones de autopolinizacion, similar a los
resultados del primer afio, donde en condiciones de autopolinizacion, las flores de
M9 presentaron igual o mdas capacidad de cuajado que en condiciones de

polinizacion abierta. Esto confirma la alta capacidad partenocérpica de este hibrido.

Cuadro 4. Porcentaje de frutos con semilla y nimero de semillas por fruto en M9

polinizados con polen de mandarina Afourer, naranja Valencia, limoén tipo Lisbon y

Autopolinizado.
M9
Polinizado Frutos con semillas Semillas por fruto
(%) (N°)
Afourer 30a 0,7a
Valencia 0b 0b
Lisbon - -
Autopolinizado 0b 0b

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p<0,05)
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Cuadro 5. Porcentaje de frutos con semilla y nimero de semillas por fruto en B30

polinizados con polen de mandarina Afourer, naranja Valencia, limoén tipo Lisbon y

Autopolinizado.
B30
Polinizado Frutos con semillas Semillas por fruto

(o) (N°)

Afourer 100 21b

Valencia 100 6b

Lisbon 67 0,7a
Autopolinizado 0 Oc

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p<0,05)

En el caso de las naranjas, Valencia Victoria presentd semillas unicamente
cuando fue polinizada con mandarina Afourer pero con nimero medio de semillas
por fruto significativamente bajo (0,8), no formando semillas con polen de Valencia
ni con su propio polen (autopolinizacion). Valencia Paylate present6 semillas solo en
condiciones de autopolinizacién pero también con valores medios de semillas por
fruto muy bajos (0,6). Adicionalmente en caso de Valencia Paylate, se presenta una
temprana inviabilidad de los 6vulos (tercer dia post-antesis), lo que genera un corto

periodo de efectivo polinizacion.
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Cuadro 6. Porcentaje de frutos con semilla y nimero de semillas por fruto en Victoria

polinizado con polen de mandarina Afourer, naranja Valencia, limén tipo Lisbon y

Autopolinizado.
Victoria
Polinizado Frutos con semillas Semillas por fruto

(o) (N°)

Afourer 62,5a 0,8a

Valencia 0b 0b

Lisbon 0b 0b
Autopolinizado 0Ob 0Ob

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p<0,05)

Cuadro 7. Porcentaje de frutos con semilla y nimero de semillas por fruto en Paylate

polinizado con polen de mandarina Afourer, naranja Valencia, limon tipo Lisbon y

Autopolinizado.
Paylate
Polinizado Frutos con semillas Semillas por fruto
(o) (N°)
Afourer 0b 0b
Valencia - -

Lisbon 0b 0b

Autopolinizado 60 a 0,6 a

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p<0,05)

La capacidad partenocarpica de todos los materiales, cuando sus flores
fueron emasculadas o emasculadas y polinizadas manualmente con su propio polen,
fue diferente. El cuajado fue nulo en M9 y B30 en flores emasculadas, con
autopolinizacion, M9 alcanzé a 6,7% mientras que B30 solamente cuajoé un 2,5 de
sus flores (Cuadro 8). La respuesta a los cultivares polinizadores utilizados, también
fue diferente en las mandarina y se relacion6 con la presencia de semillas. Con polen

de Afourer y Valencia, M9 presentd un porcentaje de cuajado relativamente bajo,
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inferior inclusive al tratamiento de autopolinizacion, mientras que B30 cuajé 5 y 4

veces mas, respectivamente.

Cuadro 8. Porcentaje de cuajado final en M9, B30, Paylate y Victoria de flores
emasculadas, emasculadas y autopolinizadas, o polinizadas con Afourer, Valencia y
limén tipo Lisbon. Numero inicial de flores en cada tratamiento: 80 en M9, 100 en

B30, Victoria y Paylate.

Hibrido/Polinizador Porcentaje de frutos cuajados
Autopolinizado  Emasculado  Afourer Valencia Limon
M9 6,7a* 0 50D 33b -
B30 25¢ 0 25,7a 12,6 b 19c¢
Paylate 47 a 1,2b 20b - 20b
Victoria 8,0a 12,5a 7.8a 40b -

* Letras diferentes en filas indican diferencias significativas (p<0,05)

En el caso de las naranjas, Valencia Victoria presento altos porcentajes de
cuajado en todos los tratamientos destacandose el resultado obtenido en flores
emasculadas con un 12,5 % de frutos cuajados. Por el contrario Valencia Paylate tuvo
un mayor porcentaje de cuajado en condiciones de autopolinizacion alcanzando a
4,5%, siendo relativamente bajo en las polinizaciones con Afourer, Limén y en flores

emasculadas (Cuadro 8).
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4. CONCLUSIONES

Mandarina hibrida M9: se presenta como un material autoincompatible, con
un periodo de polinizacién efectiva muy reducido, generado por una
temprana inviabilidad de sus oOvulos, por lo que de implantarse puede
considerarse un material con alta capacidad de formar frutos con muy pocas

semillas o aspermos. Presenta una buena habilidad partenocarpica.

Mandarina hibrida B30: se presenta como un material autoincompatible, con
alta intercompatibilidad por presentar 6vulos completamente viables durante
todo el periodo evaluado. De llegar a implantarse deberia aislarse de la
polinizacién con cultivares que sean fuente de polen compatible para evitar la

formacion de semillas. Presenta una buena capacidad partenocérpica.

Naranja Valencia Victoria: presenta esterilidad gamética masculina producto
de la inviabilidad de su polen y 6évulos viables. Presenta una buena capacidad

partenocarpica.

Naranja Valencia Paylate: presentd un periodo de polinizacion efectivo
reducido, por una disminucién en la viabilidad de sus 6vulos y una muy baja

viabilidad de su polen. Presenta una habilidad partenocarpica aceptable.
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Resumen

Durante dos ciclos anuales se estudio el comportamiento reproductivo de dos nuevos hibridos de mandarinas (tangor
‘Ellendale’ x Satsuma ‘Owan’), denominados M9y B30, desarrollados en el Programa de Mejoramiento Genético de Citrus
de Uruguay. Ambos demostraron presentar autoincompatibilidad, tanto en autopolinizacion natural como en polinizaciones
dirigidas. El polen de ambos hibridos presento baja capacidad de germinacion i wiroy en el caso de M9, a partir del tercer
dia post-antesis, se evidencio pérdida de viabilidad #7 vive de sus dvulos. En condiciones de libre polinizacion, M8 desarrollo
un 80 % de frutos aspermos, mientras que en B30, el porcentaje alcanzo apenas a 16 %. Polinizado con polen de mandarina
‘Afourer’, naranja ‘Valencia'y limon tipo ‘Lisbon’, M9 solamente con ‘Afourer’ desarrolld frutos con semillas (33%). B30 por
el contrario, presentd 100 % de frutos con semillas al ser polinizada con “Afourer’y “Valencia'. Se discuten las diferencias
reproductivas entre ambaos hibridos.

Palabras clave: autoincompatibilidad, capacidad partenocarpica, semillas, viabilidad de polen

Summary

Characterization of the Reproductive Behavior of Two New Mandarin
Hybrids

The reproductive behavior of M8 and B30, two new hybrids of mandarin ('Ellendale’ tangor x Satsuma "Owari’) developed at
the Uruguayan Citrus Breeding Program, was studied during two annual cycles. Self-incompatibility of both cultivars was
demanstrated, both in natural self-pollination and in directed pollination. In both hybrids, low i wire pollen germination ability was
found. In M9, since 3® day after anthesis, an #7 wio ovule viability loss was evident. At open pollination, 80 % of M9 fruit was
seedless, whilein B30 the percentage scarcely reached 16 %. After pollinated with ‘Afourer’ mandarin, Valencia' orange and
‘Lisbon’ lemon, M3 had only 33 % of seedy fruit when ‘Afourer’ was the pollinator. On the contrary, B30 presented 100 % of
seedy fruit after being pollinated with "Afourerand Valencia'. Reproductive differences between both hybrids are discussed.

Keywords: self-incompatibility, parthenocarpic ability, seeds, pollen viability

Introduccion Con ese objetivo, se han desarrollado en los tltimos afios
programas de mejoramiento genético tendientes a lograr

La tendencia actual en el desarrollo de variedades de cultivares de alta calidad organoléptica que desde el punto
Cifrusindica que una de las principales caracteristicas re- de vista reproductivo sean autoincompatibles, y/o que no
queridas en la fruta para consumo en fresco, eslaausencia  polinicen ni sean polinizados por ofros genofipos mediante

0 bajo nimero de semillas. Aunque ese atributo no es estric- la polinizacion cruzada (Vardi efal, 2008; Handaji ef al.,
fo 0 absoluto y ha variado en el tiempo y en los diferentes 2010; Navarro efal, 2015).

mercados, una variedad puede considerarse sin semillas La autoincompatibilidad en Ciftrus -incapacidad de pro-
si el nimero de estas no excede a una cada doce frutos. ducir la fecundacion en condiciones de autopolinizacion- es
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fundamentalmente de tipo gametofitico (Soost, 1969; Diste-
fano ef al; 2009). Los ejemplos mas conocidos de cultiva-
res partenocarpicos y autoincompatibles son las naranjas
de ombligo, las mandarinas Satsumas y las Clementinas
(Frosty Soost, 1968; Soler, 1999). En nuesiras condicio-
nes, Inzaurralde efa/ (2010) demuestran la autoincompa-
tibilidad del tangor ‘Ortanique’, el cual es eficientemente
polinizado por la mandarina ‘Nova' (Borges efal, 2009).
También la mandarina ‘Afourer’ se comporta en Uruguay
como autoincompatible, pero es polinizada por varios culti-
vares, por lo que sus frutos presentan semillas en condicio-
nes de polinizacion abierta (Gravina et al, 2011; Gambetta
efal, 2013).

El polen de los citricos es pesado y con capacidad de
adherencia, por lo que la polinizacion entre cultivares com-
pafibles es fundamentalmente entomafila, siendo las abejas
los insectos de mayor importancia en el proceso. Aungue
se ha demostrado que el polen puede ser fransportado va-
ros cientos de metros por las abejas (Chao efal, 2005), su
eficiencia en la polinizacion y posterior presencia de semi-
llas se va perdiendo, disminuyendo de un rango de
52- 80 % a 13-39 % de frutos con semillas enfre los prime-
ros 60 my los 100-250 m de distancia de la fuente de polen
(Oteroy Rivas, 2010). En el caso de cultivares autoincom-
patibles pero no estériles, las alternativas para obtener fru-
tos sin semillas son principalmente el aislamiento, ya sea
geografico o mediante mallas antiabejas colocadas sobre
las plantas durante la floracion (Nadori, 2006).

En el marco del Programa de Mejoramiento Genético
de Crfrusen Uruguay (Rivas efal, 2014), se han obtenido
vanos hibridos de mandarina, enfre los cuales se destacan
por la calidad de su fruta los denominados M3y B30 (Ellen-
dale’ x Satsuma 'Owari’). Parala zona de Salto, M9 alcan-
za su maduracion en julio con buen tamafio de fruta y
11,5 °Brix; B30 madura en agosto superando los 15 °Brix
con tamafios similares a M9. Observaciones preliminares
indican que en condiciones de libre polinizacion, ambos
presentan semillas, aunque en diferentes proporciones. En
este trabajo se planted como objetivo la caracterizacion del
comportamiento reproductivo de M9 y B30 con énfasis en
su tipo de compatibilidad, capacidad partenocarpicay forma-
cion de semillas en condiciones de polinizacion libre y dingida.

Materiales y métodos

Los experimentos se realizaron en la Estacion Experi-
mental San Antonio, de la Facultad de Agronomia, ubicada
en el departamento de Salfo, Uruguay (31° 21°LS, 57° 45°
LO), enlos ciclos productivos 2013-2014 y 2014-2015.

Agrociencia Uruguay

Enlos fres experimentos se utilizaron plantas adultas de
M9 y B30 (tangor ‘Ellendale’” x Satsuma "Owari’), injerta-
das sobre Poncirus irifoliata L. Raf. y citrange Q VII (C.
sinensis L. Osb_x P frifoliata), respectivamente. Los ar-
boles se encontraban en una coleccion varietal del progra-
ma de mejoramiento genético de la Facultad de Agronomia.
Los arboles de mandarina ‘Afourer’, naranja Valencia'y
limon fipo ‘Lisbon’, utilizados en el Experimento 3 como
donadores de polen, se encontraban en el mismo predio.

Experimento 1. Estudio de la aufocompatibilidad y
aplitud partenocérpica

En plantas de M9 y B30 se marcaron diez ramas se-
cundarias de similar tamafio por cultivar, con un promedio
de 217 y 161 flores respectivamente. A cinco ramas, se les
colocaron estructuras de alambre, las cuales se cubrieron
con malla antiabejas durante todo el periodo de floracién.
Finalizado el mismo, las mallas fueron retiradas y quince-
nalmente se evalud el nimero de frutitos presentes hasta el
final de la caida fisioldgica. Con esos datos, se construyd la
curva de abscision de flores y frutitos en cada situacion y
culfivar y se determino el porcentaje de cuajado final. Enla
madurez se contabilizé el nimero de semillas por fruto.

Experimento 2. Germinacion de polen in vitro

Se colectaron 20 flores al inicio de antesis y se coloca-
ron en silica gel durante 24 h para promover la apertura de
las anteras. Posteriormente se hidrataron los granos de
polen en heladera a4 °C. La siembra se realizd en cimara
de flujo laminar sobre portacbjetos conteniendo el medio de
cultivo Brewbaker y Kwack (1963) solidificado con Phyta-
gelal 1 % vy cubierto con 30 L de medio liquido. Los prepa-
rados se colocaron en camara oscuraa 25 °Cy 80 % de
humedad durante 72 hy posteriormente se fijaron con solu-
cidn de FAA (5 % formol aldehido, 5 % acido acético, 90 %
etanol al 70 %). La germinacion de polen se evalud conta-
bilizando siete repeficiones de 300 y 400 granos de polen por
placa para M3y B30, respectivamente, utilizando un micros-
copio 6ptico (Nikon E100). Se considero grano de polen ger-
minado cuando el tubo polinico duplicaba el tamafio del grana.

Germinacidn de polen, crecimiento del fubo polinico y
viabilidad de évulos in vivo

En cada cultivar se marcaron y embolsaron 90 brotes
de flor terminal en estado 59 de la escala BBCH (Agusti ef
al,1995).Alos 0, 3, 6, 9y 12 dias se colectaron 15 flores
por cultivar y se fijaron en solucion FAA, conservandose a
4°C hasta su observacion en microscopio de fluorescencia
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(Olympus Vanox AH3 y filtro U BH2-DMU para el rango de
emision Hg 334-365 nm). Los pistilos fueron seccionados
en ovaro y estilo-estigma, y colocados en una solucion de
sulfito sodico (5 %) durante 12 h. Luego de este periodo se
enjuagaron en agua destilada y se colocaron en una nueva
s0lucion de sulfito sodico. El ablandamiento de los tejidos se
realizd en microondas (15-20 segundos, 700 W). Las
secciones de los estilos se tifieron con azul de anilina al
0.1% en KZHPO4 0.1 N (Kearns e Inouye, 1993), y se
colocaron en portaobjetos con una gota de glicerina para
evitar la deshidratacion. La evaluacion de la germinacion de
los granos de polen en el estigma se realizd con microscopio
de fluorescencia, contabilizando los granos germinados por
flor en un total de 200-270 granos por fecha y cultivar. Para
evaluar |a viabilidad de los Gvulos, los ovarios reblandecidos
se seccionaron ecuatorialmente y bajo lupa binocular se
rescataron los ovulos con la ayuda de pinzas. Estos fueron
colocados en portacbjetos y para tefiirlos, se les agregd
unas gotas de solucién de azul de anilina al 0,1 % en tampon
K,HPO, 01N (Kearns e Inouye, 1993). Luego de 20
minutos, se secaron con papel de filtro, se les agrego
glicerina, se cubrieron con cubreobjetos y se realizo un
‘'squash’. Los preparados fueron observados en
microscopio de fluorescencia. La viabilidad de dvulos se
determind contabilizando al azar, en promedio 70y 38 dvulos
por fecha en M9 y B30 respectivamente, considerandose
no viables aquellos que presentaron deposito de calosaen
la zona de la chalaza, emitiendo fluorescencia.

Experimento 3. Estudio de polinizacion cruzada

Previo a la antesis, se seleccionaron para cada trata-
miento 80 y 100 brotes de flor terminal en M3 y B30, res-
pectivamente. Al alcanzar el estado 59 de la escala BBCH,
se aplicé con un pincel polen de naranja ‘Valencia’, limén
fipo ‘Lisbon’, mandarina ‘Afourer’ y polen propio, obtenido
en forma similar a lo descripto en el Experimento 2 y poste-

3

riormente se cubrieron con bolsas de tul. Alos 15 dias se
retiraron las bolsas y quincenalmente se cuantifico el nume-
ro de ovarios/frufitos presentes, hasta el final de la caida
fisiologica, para determinar el cuajado final. Ademas, para
estudiar la viabilidad de los granos de polen de los genofipos
M9 y B30, se colectaron 10 flores en el estado 59, y la
extraccion del polen se realizd segun lo descrito anterior-
mente. Con un pincel fino se espaolvored el polen sobre un
portaobjeto que contenia una gota de solucién al 0,5 % de
cloruro de tetrazolio y 10 % de sacarosa; se cubrid inme-
diatamente con portacbjeto para excluir el oxigeno, y se
incubo a 60 °C durante 1 h (Bolat y Pirlak, 1999). En mi-
Ccroscopio optico se evalud la viabilidad del polen, conside-
rando los granos tefiidos de rojo como viables, y los ama-
rillos como no viables.

Resultados

Nuestros resultades indican que en condiciones de au-
topolinizacion, el 98 %y el 100 % de los frutos de los hibri-
dos M3 y B30, respectivamente, no presentaron semillas,
por o que puede afirmarse que ambos genofipos son auto-
incompatibles. Por el contrario, en condiciones de poliniza-
cion abieria, el comportamiento reproductivo fue diferente,
yaque en M9, el 80 % de los frutos no presento semillas,
mieniras que en B30 ese porcentaje alcanzo solamente el
16 % (Cuadro 1). Adicionalmente, el numero promedio de
semillas por fruto en condiciones de polinizacion abierta fue
muy bajo en M9 (0,57 semillas por fruto) y de los frutos con
semillas un 73 % presentaron solo una o dos semillas. En
las mismas condiciones, B30 presentd 6.4 semillas por
fruto y solamente un 16 % de estos tuvo una o dos semillas.
Esto indica que M9, aun en condiciones de libre poliniza-
cion, presenta alta capacidad para cuajar frufos aspermos,
lo que constituye una caracteristica de alto valor comercial.

La dindmica de abscision de flores y fruiitos fue diferente
entre ambos hibridos y condiciones de polinizacion. Al refirar

Cuadro 1. Presencia de semillas y porcentaje de cuajado final en los hibridos M9y B30 en condiciones de polinizacién

abierta y autopolinizacion.
Hibrido  Tratamiento Frutos sin semillas (%) N°® promedio de Cuajado final de
semillas por fruto frutos (%)
M9 Polinizacion abierta 80a* 057a 30a
Autopalinizacion 98a 004a 3Ba
B30 Polinizacion abierta 16b 640a 3ha
Autopolinizacion 100 a 0 27a

*Letras diferentes en columnas para cada hibrido indican diferencias significativas (p = 0,05).
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las mallas 40 dias post-antesis, M9 presentaba un mayor
cuajado que B30, aunque durante el periodo de abscision
las diferencias disminuyeron, finalizando en valores
similares (Figura 1). En M9, durante todo el periodo
evaluado, el porcentaje de cuajado fue levemente superior
enlas ramas en condiciones de autopolinizacion, en relacion
al testigo de polinizacion abierta. Por el contrano, en B30 el
porcentaje de cuajado con o sinmalla se mantuvo en niveles
similares hasta mediados de diciembre, pero durante la
fase final de abscision el cuajado en polinizacion abierta fue
levemente superior a la autopolinizacion (Figura 1). El
cuajado final en ambos cultivares fue relativamente elevado,
sin diferencias significativas entre autopolinizacion o
polinizacion abierta, aungue con tendencias diferentes. En
M9, el cuajado final bajo malla fue levemente superior al de
polinizacidn abierta, mientras que en B30 ocumd lo contrano
(Cuadro 1).

Ambos cultivares presentaron baja capacidad de ger-
minacion de polen in vitre, en especial B30, que fue inferior
a1 %. La germinacion /n wvo fue nula en ambos hibridos
hasta los 12 dias post antesis (Cuadro 2).

La viabilidad de los dvulos también fue diferente en am-
bos hibridos. En M3 a partir del dia 3 post-antesis (DPA) se
evidencié deposicion de calosa en la chalaza, la cual se

40
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Cuadro 2. Germinacion in vifroe in vive del polen de los
hibridos M9 y B30. Datos correspondientes a siete
repeticiones de 300y 400 granos de polen promedio por
placa /n wiro para M9 y B30, respectivamente y cinco
flores in wivoalos tres y seis dias post-antesis.

Hibrido

Germinacion de Germinacion de
polen /n vifro (%) polen /n vivo (%)
M9 42 0
B30 05 0

incremento hasta los 12 DPA. En B30 los primeros sinto-
mas de pérdida de viabilidad se observaron a los nueve
dias post-antesis (Cuadro 3).

Los resultados de los fratamientos de polinizaciones din-
gidas, en términos de porcentaje de frutos con semillay
numero de semillas por fruto se presentan en el Cuadro 4.
En M9 solamente se obtuvieron frutos con semilla cuando
sus flores fueron polinizadas con polen de mandarina
“Afourer’. Esto confirma tanto la autoincompatibilidad de este
hibrido como |a escasa capacidad de sus flores de ser
fecundadas con polen foraneo. Por el contrario, los frutos de
B30 presentaron semillas con todos los polinizadores utili-
Zados, alcanzando el 100 % con mandarina “Afourer’ y

15
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§
U T L] L] Ll L LI
19-oct 2-nov 16-nov 30-nov 14-dic 28-dic 11-gne
—a— B30 Malla  ----m-- B30 Testigo  ——e— M9 Malla <& M9 Testigo

Figura 1. Evolucion del porcentaje de cuajado de frutos de los hibridos M@ y B30 en condiciones de autopolinizacion

(Malla) y polinizacion abierta (Testigo).
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Cuadro 3. Evolucién de la pérdida de la viabilidad de los dvulos de los hibridos M9 y B30 in vivo, en
condiciones de autopolinizacion. Valores expresados como porcentaje de ovulos con deposicion de calosa

sobre el tofal de Ovulos contabilizados.

Hibrido Dias post -antesis
0 6 9 12
M9 0 214 694a* 7l 5a
B30 0 0 571a 66.0a

*| etras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p = 0,05).

Cuadro 4. Porcentaje de frutos con semilla y nimero promedio de semillas por fruto en los hibridos M9y B30, polinizados
con polen de mandarina ‘Afourer’, naranja Valencia' y limén tipo ‘Lisbon’.

Hibrido/Polinizador Mandarina ‘Afourer’

Naranja ‘Valencia'

Limén tipo ‘Lisbon’

Frutos con  Semillas por Frutos con Semillas por  Frutos con  Semillas por
semillas (%) fruto (N®) semillas (%) fruto (N°) semillas (%)  fruto (N°)
M9 33p 07b 0 - - -
B30 100 a 210a B 67 07
*Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (p <0,05).
naranja ‘Valencia' (Cuadro 4). La viabilidad de los granos Discusion

de polen de naranja ‘Valencia' alcanzo el 10,5 %, el de
‘Afourer’ 8,5 %, el de limén tipo ‘Lisbon’ el 18,2 %, el de M9
13,5%vyelde B30 19 %.

La aptitud partenocarpica de ambos hibridos fue diferen-
te cuando sus flores fueron emasculadas, o emasculadas
y polinizadas manualmente con su propio polen. El cuajado
fue nulo en M9 y B30 en flores emasculadas, pero con
autopolinizacion M9 alcanzd 6,7 % mientras que B30
solamente cuajd un 2.5 % de sus flores (Cuadro 5). La
respuesta a los cultivares polinizadores utilizados también
fue diferente entre los hibridos y se relaciond con la presen-
cia de semillas. Con polen de ‘Afourer’ y Valencia’, M9
presento un porcentaje de cuajado relativamente bajo, infenor
inclusive al ratamiento de autopolinizacion, mientras que B30
cuajd cinco y cuatro veces mas, respeciivamente (Cuadro 5).

La autoincompatibilidad en citricos es una caracteristica
de alto valor comercial, ya que en cultivos aislados de poli-
nizacion cruzada permite la obtencion de frutos sin semi-
llas. Varios cultivares de mandarinas e hibridos (Clementi-
nas, Satsumas, ‘Nova’, ‘Ortanique’, ‘Afourer’) presentan
esta caracteristica y por lo tanto la capacidad de producir
frutos partenocarpicos (Soost, 1956; Hearn ef af, 1969;
Soler, 1999; Gambetta efal, 2013). De acuerdo a los resul-
tados obtenidos, proponemos que los hibridos M3y B30
son aufoincompatibles, ya que no presentaron semillas ni
en condiciones de autopolinizacion, ni cuando fueron polini-
zados manualmente con su propio polen.

En condiciones de polinizacion abierta, enuna parcela
con un elevado nimero de variedades y por lo tanto una

Cuadro 5. Porcentaje de cuajado final en M9y B30, de flores emasculadas, emasculadas y autopolinizadas, o polinizadas
con ‘Afourer’, 'Valencia'y limon tipo ‘Lisbon’. Numero inicial de flores en cada tratamiento: 80 en M9y 100 en B30.

Hibrido/Polinizador

Porcentaje de frutos cuajados

Autopolinizado Emasculado ‘Afourer’ ‘Valencia’ ‘Lisbon’
M9 6.7a" 50b 33b 0
B30 2hc 257a 126b 19¢

*Letras diferentes en filas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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fuerte presion de polen, M9 presentd solamente 20 % de
frutos con semillas y una media de 0,6 semillas por fruto. Un
estudio similar en nuesiro pais determina que la mandarina
Tango’, una mutacidn generada a partir de la mandarina
‘Afourer’ patentada en California, presenta el 12 % delos
frutos con semillas y una media de 0,15 semillas por fruto
en condiciones de polinizacion abierta (Gravina, sin publi-
car), asemejandose a lo enconfrado en M9. Por el contra-
rio B30, en condiciones de polinizacion abierta, solamente
alcanzd un 16 % de sus frutos sin semillas.

La escasa germinacion de polen in viroy nula in wve
de ambos hibridos, parecen no relacionarse con factores
de clima prevalentes antes y durante la antesis, ya que en
los 10 dias previos a la obtencion del polen para su analisis,
la temperatura media fue 20,2 °Cyla HR 82 %, que pueden
considerarse adecuadas para la germinacion del polen de
acuerdo a Distefano ef a/ (2012). Temperaturas menores a
10 °C durante los dias previos a la antesis han sido repor-
tadas como criticas para la germinacion del polen in vifro
(Pardo etal, 2007, 2010), lo que no ocurrio durante el pe-
riodo considerado. A su vez, esa baja germinacion no per-
mitid determinar el ipo de autoincompatibilidad que presen-
tan ambos hibridos. Hasta el momento, en el género Cifrus
solamente ha sido reportada la autoincompatibilidad de tipo ga-
mefofitico (Soost, 1968; Distefano efal, 2009; Gambetia efal,
2013), caracterzada por la germinacion de los granos de polen
enelestigma y el desamollo parcial del tubo polinico en el esfilo,
sin sobrepasar el 50 % de la longitud del mismo.

En M9 laviabilidad de los dvulos comenzo a disminuir
desde el tercer DPA, incrementandose la deposicion de
calosaalos 12 DPA, lo que puede explicar la baja capaci-
dad de formacion de semillas en condiciones de libre polini-
zacidn. Este comportamiento sugiere un periodo efectivo
de polinizacion de corta duracion, lo que limitaria su capaci-
dad de formacion de semillas, similar al reportado por Me-
sejo efal (2007) en mandarina Satsuma ‘Owari’. En B30,
recién a los 9 DPA se observaron ovulos con signos de
pérdida de viabilidad, lo que puede explicar al menos par-
cialmente la alta capacidad de formar frutos con semillas
de este hibrido en condiciones de libre polinizacion.

Nuestros resultados indican que M8 presenta parteno-
carpia estimulativa, ya que las flores emasculadas presen-
taron una abscision total, no pudiendo cosecharse frutos,
mientras que las polinizadas manualmente con su propio
polen, alcanzaron un 6,7 % de cuajado, desarrollando to-
dos sus frutos sin semillas. A su vez, en ramas aisladas, el
porcentaje de cuajado fue similar al obtenido en condiciones
de polinzacion abierta. La capacidad partenocarpica de B30,
resulté menor a la de M9, tanto en condiciones de aisla-
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miento de polinizacion cruzada, como polinizada manual-
mente con su propio polen. De acuerdo a su habilidad de
cuajar frutos en ausencia de polinizacion cruzada, los culti-
vares autoincompatibles se pueden clasificar en improduc-
tivos 0 de baja capacidad partenocarpica, y productivos o
de elevada capacidad de cuajado (Guardiola, 1992). Las
causas de |a falla en el cuajado inicial son fundamentalmen-
te el bajo contenido de giberelinas en los ovarios (Talon ef
al, 1990, 1992; Mesejo ef al, 2013) y la menor capacidad
de atraer los carbohidratos en condiciones de alta compe-
tencia (Gomez- Cadenas ef al, 2000; Iglesias efal, 2003).

El estudio del comportamiento con polinizaciones dirigi-
das demostrd que M9 presenta una baja capacidad de
formacion de semillas con polen de “Afourer’ y frutos asper-
mos con polen de naranja Valencia'. B30 por el confrario,
presento el fotal de sus frutos con semillas en las poliniza-
ciones con mandarina ‘Afourer’ y naranja “Valencia’, mien-
tras que con limén tipo ‘Lisbon’ alcanzd el 67 %. Conside-
rando las temperaturas medias ocurridas entre 10 dias pre-
polinizacion y 10 dias post-polinizacion, las mismas se ubi-
caron en 16,2 °C el experimento en M9 y 14.7 °C en el
B30, por lo que la baja presencia de semillas en el pimero
no debe atribuirse a factores exdgenos. Las polinizaciones
dirigidas con polen compatible promueven en general un
elevado cuajado de frutos (Borges et al, 2009; Gravina ef
al, 2011), y ain mas, considerando que se seleccionan
brotes de flor terminal, que naturalmente presentan mayor
capacidad de cuajado (Emer y Shommer, 1996; daCunha
Barros y Gravina, 2006; Rivas ef al, 2007). Esta fue la
situacion en B30, especialmente con polen de ‘Afourer’ y
‘Valencia'. Inesperadamente, en M9 el porcentaje de cua-
jado con los mismos polinizadores fue bajo e inferior al
alcanzado en condiciones de autopolinizacion, lo que su-
giere la existencia de algin mecanismo de esterilidad par-
cial en este hibrido. Esto confirma los resultados del primer
afio donde en condiciones de autopolinizacion las flores de
M8 presentaron igual o més capacidad de cuajado que en
condiciones de polinizacidn abierta.

Considerando en su conjunto las caracteristicas
reproductivas de los hibridos en estudio, ambos presentan
autoincompatibilidad. M@ se presenta como muy promisorio
parala produccion de frutos con pocas semillas 0 aspermos,
aun en condiciones de produccidn comercial en convivencia
con ofras variedades. B30, por el contrario, en condiciones
de polinizacion abierta presenta muy buena
intercompafibilidad y un alto nimero de semillas, por lo que
de implantarse comercialmente deberan tomarse las
precauciones para su aislamiento de cultivares que sean
fuente de polen compatible.
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