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1. INTRODUCCION

Los citricos son plantas que pertenecen a la familia Rutaceae. Su cultivo se
extiende en las regiones tropicales y subtropicales entre los paralelos 44° N y 41° S
(Agusti 2003a, Vardi et al. 2008).

En Uruguay las especies citricas cultivadas son las naranjas, mandarinas,
limones y pomelos. La superficie efectiva ocupada por estas especies alcanza las 17.018
hectareas. La principal especie cultivada es la naranja, que ocupa el 48 % de la
superficie, las mandarinas ocupan el 39 % del area efectiva y los limones el 11.3 %.
(URUGUAY. MGAP.DIEA, 2011). En el norte del pais se encuentra el 83 % del area
cultivada, donde se concentra la producciéon de naranjas, mandarinas y pomelos,
mientras que en el sur se cultiva principalmente limones (74 % del area total de esta
especie) (URUGUAY. MGAP.DIEA, 2011).

La produccion total alcanz6 en 2010 las 315.208 toneladas. El objetivo de esta
produccion es la exportacion de fruta para consumo en fresco, destinandose el 48 % del
total obtenido en la zafra 2010. La distribucién dentro de lo exportado es mandarinas
35 % (52.000 t), naranjas el 55 % (83.000 t), en limon el porcentaje alcanzado fue 10 %
(16.000 t) mientras que el pomelo no fue exportado (URUGUAY. MGAP.DIEA, 2011).

Actualmente la demanda de los mercados extranjeros, ha sufrido cambios en
los factores que definen la calidad de la fruta. En mandarinas estos cambios estan cada
vez mas dirigidos hacia la demanda de frutos de facil pelado, sin semillas, ausencia de
dafios en la piel, altos contenidos de °Brix y apropiada relacion solidos solubles/acidez
(Gravina 1998, Chao 2005b, Iglesias et al. 2007).

Los frutos citricos sin semillas pueden derivarse de la esterilidad gamética, la
autoincompatibilidad (en ausencia de polen compatible) o la esterilidad citologica. La
obtencion y desarrollo de cultivares con fruta sin semilla se ha vuelto el mayor objetivo
para los mejoradores genéticos del mundo (Raza et al. 2003, Barry 2004, Mesejo et al.
2007, Ye et al. 2009).

Para la obtencion de fruta sin semilla, en cultivares fértiles debe impedirse la
polinizacién y fecundacion de los dvulos, y luego el ovario debe tener la capacidad de
reiniciar el crecimiento para cuajar en fruto (Agusti, 2004). La polinizacion y
fecundacion en las plantas estdn reguladas por un conjunto de factores de origen
exdgeno y endogeno. Los factores exdgenos destacables por la mayor influencia son, los
climaticos y los de manejo del cultivo. Entre los enddégenos, se encuentran
principalmente los genéticos, fisioldgicos, hormonales y nutricionales (Mesejo et al.,
2007).



En los ultimos afios se han desarrollado técnicas de cultivo tendientes a
disminuir el nimero de semillas por fruto; entre éstas se encuentra la aplicacion de
sustancias inhibidoras de la germinacion y/o del crecimiento del tubo polinico, y de la
fecundacion (Mesejo et al. 2008, Chouza et al. 2011) y el aislamiento de plantas con
diferentes tipos de mallas (Chao et al., 2005a).

Barry (2004) propone que la definicién de fruto sin semilla es subjetiva y
depende de las expectativas de los consumidores y de la demanda del mercado en un
determinado momento. Sin embargo plantea una posible clasificacion:

e sin semillas: cada 100 frutos solo se encuentre una semilla,
e ocasionalmente con semilla: en 10 frutos una semilla,

e bajo en semillas: una semilla por fruto

e con semilla: si hay mas de 3 semillas por fruto.

Se plantea como objetivo general de este trabajo, caracterizar el
comportamiento reproductivo de la mandarina ‘Afourer’ en condiciones de produccion
comercial.

Como objetivos especificos, se plantea:

- Describir el mecanismo de autoincompatibilidad de ‘Afourer’ y evaluar la
viabilidad de sus gametos.

- Evaluar la habilidad partenocarpica.

- Determinar la capacidad polinizadora de la mandarina ‘Clementina de Nules’ y
la naranja ‘Valencia’ en ‘Afourer’ y cuantificar la presencia de semillas en
cruzamientos artificiales



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LOS CITRICOS

El proceso reproductivo de los arboles se inicia con la induccion de la yema
vegetativa a reproductiva. Los factores de mayor relevancia en el proceso de induccion
floral pueden presentar origen exdgeno y endégeno. Entre los exogenos, el estrés hidrico
y las bajas temperaturas son los de mayor peso. El factor enddégeno mas relevante en la
inhibicion de la induccion floral es la presencia de frutos, a través del contenido
endogeno de giberelinas (Agusti, 2004). Luego se produce la diferenciacion y
maduracion de cada uno de los verticilos florales (Tadeo et al., 2003). En los citricos la
antesis de una flor tiene lugar en unos cinco-siete dias, pero la floracién completa del
arbol puede incluso llevar més de 20 dias (Mesejo et al., 2007).

2.1.1. Morfologia de la flor

2.1.1.1. Caliz, Corola y Disco nectarifero

El céliz estd constituido por 5 sépalos ovales de color verde, dispuestos en
circulo sobre el receptaculo. En disposicion alterna a los sépalos se encuentran los 5
pétalos blancos o rosados, ligeramente solapados, que mantienen sus bordes juntos, y
que se curvan hacia el interior de la flor, formando una cavidad globosa que contiene en
su interior al resto de los verticilos, formando la corola. Entre los carpelos y los
estambres se encuentra el disco nectarifero sobre el que se apoya el ovario (Agusti,
2003a).

2.1.1.2. Androceo

El androceo se compone de 20-40 estambres, formados por filamentos
parcialmente unidos en la parte basal y por anteras tetralobulares. Estos estambres se
encuentran rodeando al gineceo (Tadeo et al., 2003). Los estambres poseen anteras
amarillas o blancas, mientras que los filamentos son siempre blancos. Antes de que se dé
la elongacion de los filamentos, las anteras y sus cuatro l6culos de microesporofitos
completan su formacion (Agusti, 2003a). Las anteras normales y maduras son de color
amarillo brillante debido al polen que contienen. En el caso que las anteras no contengan
polen o éste sea defectuoso, el color de las mismas es crema palido o blanco y
usualmente no abren. Cada mitad de la antera se abre por una hendidura longitudinal



entre los l16bulos, la epidermis se deshidrata, la pared de la antera se pliega hacia el
filamento, exponiendo el polen como polvo amarillo y pegajoso (Frost y Soost, 1968).

2.1.1.3. Gineceo

El gineceo, estd compuesto por el ovario (8-14 carpelos), el estilo y el estigma
(Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996). Las cavidades formadas por la fusion de los
carpelos son llamadas loculos. En cada léculo del ovario hay entre 4 y 5 6vulos
(anatropos), dispuestos en dos hileras verticales, que podran transformarse o no en
semillas (Jackson, 1997).

El estigma y el estilo son las estructuras de la flor especificamente preparadas
para la polinizacion y germinacion del grano de polen y la conduccion del tubo polinico
hasta los l6culos del ovario. El estilo se encuentra en la porcion distal del ovario y posee
estructura cilindrica, hueca, y contiene tantos canales estilares como l6culos posee el
ovario. Los citricos poseen un estigma de tipo humedo, debido al exudado que lo
recubre durante el periodo receptivo. Este exudado es producido por las regiones
glandulares del estigma y del estilo y esta compuesto por azlcares, lipidos y proteinas.
El grano de polen lo utiliza para hidratarse y germinar y para mantener el crecimiento
longitudinal del tubo polinico. La secrecion de exudado comienza, al menos en la
variedad de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osbeck), antes que se produzca la
apertura de la flor y se prolonga hasta que se produce la caida de pétalos. En el estadio
de antesis se secreta el mayor volumen de exudado. El periodo receptivo dependera de
la variedad de citricos, puede extenderse desde 3 dias antes de la antesis hasta 8 dias
después (Tadeo et al., 2003).

Estigma
Estilo
' Ovario
Disco nectarifero
Sépalos

Figura 1: Partes de la flor de citricos (adaptado de Agusti, 2003a).



2.1.2. Gametofitos y formacidén de gametos

2.1.2.1. Macrosporogénesis

El 6vulo maduro consiste en el funiculo (filamento que conecta el 6vulo con la
placenta), la nucela, el saco embrionario dentro de la nucela, dos tegumentos, la zona
chalazal y la zona del micrépilo (Esau, 1982).

Chalaza

Antipodales

Célula Media

Odsfera \\+ Nucela
Sinérgidas \

Tegumento interno

Tegumento externo

Funiculo
Micropilo

Figura 2: Esquema de un corte longitudinal de 6vulo anatropo con saco embrionario
(adaptado de Esau, 1982).

El gametofito femenino o saco embrionario se forma a partir de sucesivas
divisiones meioticas. La célula arquesporica (distinguible por su gran tamafo y nucleo)
se divide dando lugar a la célula madre del saco embrionario o megasporocito. El
megasporocito mediante meiosis origina cuatro megasporas haploides de las cuales solo
prospera una. La megéspora funcional sufre tres divisiones mitoticas para generar los
ocho nucleos que constituyen el saco embrionario: tres células antipodales en la zona
chalazal, en la region micropilar se encuentran la o6sfera y las 2 células sinérgidas, y en
el medio del saco embrionario los dos nticleos polares (Frost y Soost 1968, Esau 1982,
Jackson 1997).



Ha sido reportado que la maduraciéon del saco embrionario ocurre dias previo a
la antesis en pomelo ‘Foster’, en antesis en naranja dulce ‘Pineapple’ y dias posteriores a
la antesis en naranja ‘W. Navel’ y en mandarina ‘Satsuma’ (Jackson, 1997).

2.1.2.2. Microsporogénesis

Cada uno de los cuatro lobulos de la antera normalmente desarrolla un
microsporangio o saco polinico, cuya funcion es producir las microésporas que daran
lugar a los granos de polen (gametofito masculino). Cuando se forman las anteras, el
tejido arquesporico por divisiones mitoticas da lugar a células parietales primarias hacia
la periferia y células espordgenas primarias hacia el interior del saco polinico (Frost y
Soost 1968, Esau 1982).

Las células parietales originan la pared del saco polinico constituida por el
endotecio (debajo de la epidermis), capas intermedias (que degeneran tempranamente) y
mas internamente el tapete. Previamente a la antesis, el endotecio desarrolla
espesamientos de lignina en la pared secundaria, lo que esta involucrado al mecanismo
de apertura del saco polinico. El tapete tiene una funcién nutricional transfiriendo
materiales alimenticios a los granos de polen. Asimismo, el tapete tiene un importante
rol en la pared del grano de polen, pues deposita sustancias responsables de reacciones
de incompatibilidad una vez que llega al estigma (Esau 1982, Lersten 2004).

Las células espordgenas primarias se dividen o funcionan directamente como
células madre de las microsporas. Estas se dividen por meiosis dando lugar a las
microsporas haploides. Previo a la liberacion del polen, una division mitdtica que da el
nucleo vegetativo y generativo, origina el gametofito bicelular (Esau, 1982). La segunda
divisién mitdtica en la cual la célula generativa origina los dos anterozoides, ocurre en el
momento de la fecundacion (Agusti et al., 2003b).

La pared del grano de polen comienza a formarse en etapas muy tempranas y
consiste en la exina y la intina. Tiene 4reas limitadas de pared delgada en la exina a
través de las cuales el tubo polinico emerge durante la germinacién. El componente
quimico mads caracteristico de la pared es la esporopolenina (proveniente del tapete)
(Esau, 1982).



Tejido conectivo Epidermis

Endotecio

Capas
Intermedias

Tapete
Estomio

Micrésporas (granos de polen)

Figura 3: Corte transversal de una antera madura, previo a la dehiscencia (adaptado de
Lersten, 2004).

2.2. PROCESO REPRODUCTIVO DE LOS CITRICOS

2.2.1. Polinizacién

La polinizacion consiste en la transferencia de polen desde las anteras hasta el
estigma (Frost y Soost, 1968). La forma natural de transporte de los granos de polen
tanto en especies monoicas como dioicas, es anemofila. No obstante las angiospermas
han desarrollado diversas formas florales, colores y olores para atraer animales que se
alimentan de su polen y/o néctar y a su vez se promueve el contacto del polen con el
estigma; la viscosidad de los granos de polen facilita la adherencia tanto al estigma
como al animal vector. En algunas flores hermafroditas, es posible la polinizacion con
los granos de polen de la misma flor de manera auténoma, ya que ocurre la cesion y
captacion simultdnea de los granos de polen en una misma flor (Agusti, 2004). En los
citricos el polen 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 1997).

Los factores que pueden afectar la polinizacidon, tienen origen abidtico y
biotico. Los factores abidticos mas importantes que afectan la polinizacion son las
caracteristicas ambientales, sobre todo la temperatura y la humedad relativa. Las abejas



son eficaces con una temperatura media de 20-22 °C y su actividad es casi nula a los
12 °C (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Asimismo, el viento y la lluvia obstaculizan
notoriamente la eficacia de los insectos como polinizadores. La humedad relativa menor
al 50 % se muestra como negativa para la polinizaciéon en algunas especies, al reducir la
retencion de los granos de polen por el estigma; humedades relativas mayores a 90 %,
pueden dificultar la dehiscencia de las anteras o reducir la fijacion del polen en el
estigma como es el caso del maracuya (Agusti, 2004). Los factores bioticos que afecten
la formacion de flores, estan afectando la polinizacion de flores por ausencia de éstas.
Por lo tanto, defoliaciones de las plantas y aplicacion de giberelinas que tienen efectos
comprobados en inhibir la floracion, estarian indirectamente alterando la polinizacion
(Agusti, 2003a).

2.2.1.1. Periodo de polinizacion efectiva

El concepto de periodo de polinizacion efectiva (PPE) lo introdujo Williams en
1966 y en un principio se utilizd para cultivares de manzana y pera (Faust, 1989). Este
concepto implica que para una polinizacion efectiva es necesario que el grano de polen
sea trasladado al estigma, germine y llegue al 6vulo maduro mientras éste sea aun fértil
(Podesta, 2007). Por lo tanto el PPE es definido como el tiempo durante el cual la flor es
capaz de cuajar a fruto, a condicion de que la polinizacion no sea limitada. Este periodo
se puede expresar como la longevidad del évulo menos el tiempo transcurrido entre la
polinizacion y la fertilizacion, asumiendo que el tiempo final calculado no excede el
periodo de receptividad del estigma (Williams, 1965).

2.2.1.2. Autopolinizacion

La polinizacion del pistilo con polen de anteras de la misma planta, es auto-
polinizacion. También se considera autopolinizacién a la polinizacioén entre diferentes
plantas originadas de un mismo clon (Frost y Soost, 1968). La existencia de flores
hermafroditas, que a su vez presentan un desarrollo coordinado entre las distintas partes,
ante las mismas condiciones ambientales, promueve en gran medida la autogamia, es
decir la autopolinizacién (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

En las variedades de citricos autocompatibles, la autopolinizaciéon puede
producirse por contacto directo de las anteras con el estigma o por medio de insectos
polinizadores. En el primer caso, las anteras se rompen o alcanzan la dehiscencia antes
de la antesis. A este proceso de polinizacioén previo a la apertura floral, se le denomina
cleistogamia (Tadeo et al, 2003). Sin embargo la longitud relativa del pistilo y
estambres puede afectar la autopolinizacion. En este sentido se ha demostrado que la
escasa insolacion puede dar lugar a un desarrollo excesivo del pistilo, sobre todo cuando



se combina con temperaturas elevadas y alta disponibilidad de nitrégeno, lo cual
dificulta la llegada de los granos de polen al estigma (Agusti, 2004).

2.2.1.3. Polinizacion cruzada

La polinizacion cruzada, involucra la transferencia de polen entre plantas de
distinto origen genético es decir de un clon o variedad a otra (Frost y Soost 1968,
Iglesias et al. 2007). En el caso de variedades autoincompatibles o con polen estéril y a
su vez con baja capacidad partenocarpica, la presencia de otras fuentes de polen y abejas
es esencial para la produccion de frutas (Tadeo et al., 2003). De esa manera la
polinizacidon cruzada entre variedades puede influenciar fuertemente el numero de
semillas en los frutos citricos (Frost y Soost, 1968). Segun Vithanage (1991), es posible
encontrar un polinizador que aumente el cuajado y el tamafio de los frutos, sin que se
tenga un aumento en el niumero de semillas, incluso en diferentes condiciones de
crecimiento y afos. Los inconvenientes que presenta la polinizacion cruzada en las
producciones fruticolas, radican en el aumento del nimero de semillas por fruto, lo cual
disminuye su aceptacion en los mercados para consumo en fresco. En términos de
produccion, las semillas no son una mala cualidad porque tipicamente aumentan el
tamafio de los frutos (Krezdorn 1967, Vithanage 1991).

En muchas de las plantaciones comerciales de mandarina, se incluyen arboles
como polinizadores para mejorar el cuajado (Krezdorn 1967, Vithanage 1991). Al
realizar test comparativos en ramas con polinizacion cruzada y autopolinizacion, se
encuentra que la polinizacioén cruzada mejora el cuajado. Sin embargo se reporta que la
polinizacién cruzada no necesariamente mejora la productividad (Uphof, Wong, citados
por Frost y Soost, 1968). Ensayos realizados por Vithanage (1991) en mandarina
‘Ellendale’ mostraron que utilizando mandarina ‘Imperial’ como polinizador se logrd
obtener un aumento en el cuajado, sin embargo, se redujo el nimero de semillas por
fruto y no existié reduccion en el peso de los frutos.

2.2.2. Germinacidn del grano de polen y crecimiento del tubo polinico

Una vez que el grano de polen llega al estigma, éste es retenido por las
secreciones estigmaticas, se rehidrata y comienza a liberar proteinas que reaccionan con
moléculas de las células receptoras del estigma o con proteinas de las secreciones
estigmaticas. El reconocimiento favorable entre el polen y estigma estimula la
germinacion. Si existe incompatibilidad, el grano de polen es inhibido por el estigma y
no germina o puede ocurrir que el tubo polinico crezca pero se detenga el crecimiento en
el estigma, en el estilo o bien, en el ovario. El grano de polen germina por la apertura de
la exina, y la célula vegetativa del tubo polinico inicia la formacion de éste alargando



progresivamente la intina. Esta primera etapa de la germinacion es autétrofa y depende
de las proteinas acumuladas en el grano de polen durante la microsporogénesis. En las
siguientes fases de desarrollo del tubo polinico, los nutrientes son absorbidos desde el
tejido carpelar (Lersten, 2004).

Cuando los tubos polinicos comienzan a crecer en el estigma, se movilizan
hacia los 6vulos por los canales estilares, que estan rellenos de material mucilaginoso
(Tadeo et al., 2003). Sin embargo se ha reportado que el tubo polinico puede crecer a
través de los espacios entre los canales estilares (Banerji, 1954). El citoplasma del tubo
polinico en crecimiento se acumula en el extremo. El nucleo vegetativo, los dos
anterozoides y organulos citoplasmaticos se ubican en la regidon subapical. La porcion
mas apical contiene vesiculas que se relacionan a la sintesis de pared. Las partes mas
viejas del tubo polinico en alargamiento, van siendo sucesivamente selladas con tapones
de calosa (Esau, 1982). La calosa ayuda a mantener la turgencia (necesaria para el
crecimiento) en la porcion terminal del tubo. La acumulacion de calosa es mayor cuando
existe incompatibilidad debido a la inhibiciéon del crecimiento, mientras que en
condiciones Optimas de desarrollo la deposicion de calosa es menor pero de forma
regular (Vasil, 1987).

El ovario y el 6vulo envian sefiales que orientan y direccionan el crecimiento
del tubo polinico en la direccion correcta. Existen tres tipos de evidencias que sostienen
esta hipdtesis. Una, relacionada a cambios en el desarrollo en los tejidos femeninos, que
afectan el crecimiento del tubo polinico. La segunda se refiere a los 6vulos mutantes, los
cuales inducen un guiado defectuoso del tubo polinico (Herrero, 2001). En este sentido,
Mesejo et al. (2007) realizaron ensayos de polinizaciones manuales en mandarina
Satsuma 'Owari' y naranja 'Valencia', en las cuales observaron que solo un bajo
porcentaje de tubos polinicos alcanzaron la micrépila del dévulo. Esto se asocia al guiado
defectuoso del tubo polinico ocasionado por una degeneracion temprana de los sacos
embrionarios, explicando asi, el reducido nimero de semillas en estas especies. La
tercera hipotesis, estd relacionada a posibles moléculas involucradas en la sefializacion.
Varios autores reportan el efecto del calcio en el crecimiento del tubo polinico (Herrero,
2001).

La receptividad estigmatica, la cinética del crecimiento del tubo polinico, el
desarrollo del 6vulo y agentes externos, son los factores que determinan el PPE (Mesejo
et al., 2007). La receptividad estigmatica se evaliia como la capacidad del estigma de
proporcionar condiciones para la germinacion del polen y para el crecimiento inicial del
tubo polinico en el estilo (Sanzol, 2003). Segiin Mesejo et al. (2007), la receptividad
estigmatica es el factor que determina el PPE en la mandarina 'Clemenules' y naranja
'Valencia'. En estas especies la secrecion en el estigma y canales estilares comienza
antes de la antesis y culmina en la caida de pétalos, cuando comienzan los procesos de
senescencia, cambiando los contenidos celulares (Tadeo y Primo-Millo, 1990). La
cinética del crecimiento del tubo polinico no es determinante de la duracion del PPE, al
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menos en naranja 'Valencia' y mandarinas 'Clemenules' y Satsuma 'Owari'. La tasa de
crecimiento de los tubos polinicos de ‘Fortune’ sobre los pistilos de Satsuma 'Owari' fue
la mas alta, y la longevidad del 6vulo es el factor que determina que el PPE en esta
mandarina sea el mas corto (Mesejo et al., 2007). La degeneracion del ovulo estd
relacionada a la aparicién de calosa en el extremo chalazal. Ha sido reportado que esta
sustancia inhibe el transporte de azlcar hacia los 6vulos limitando su longevidad
(Rodrigo y Herrero, 1998).

Entre los factores externos que afectan el PPE, la temperatura puede inducir la
formacion de polen estéril, afectar la germinacioén del polen, el crecimiento del tubo
polinico y la longevidad del 6vulo (Agusti 2004, Iglesias et al. 2007). La presencia de
lluvias en el periodo de la polinizacion, puede lavar los estigmas impidiendo la retencion
y germinacion de los granos de polen (Podesta, 2007). La insolacion escasa en algunas
especies, reduce el porcentaje de granos germinados asi como el desarrollo del tubo
polinico. En los citricos, temperaturas elevadas (25-30 °C) favorecen la germinacion y
desarrollo del tubo y se ven reducidas o totalmente inhibidas cuando las temperaturas
son menores a 20 °C (Agusti, 2004).

2.2.3. Fecundacion

La fecundacion es la etapa de la reproduccion, en la cual uno de los nucleos
espermaticos se fusiona con el nucleo de la oosfera, dando lugar al zigoto. El tubo
polinico ingresa al saco embrionario recorriendo el micrépilo, donde ocurren procesos
bioquimicos y existen sistemas de enzimas que interactiian posibilitando su penetracion
en una de las células sinérgidas, donde descarga su contenido y luego el tubo polinico
colapsa. El otro ntcleo espermatico se fusiona con la célula media formando la célula
endospermogénica. Es asi que ocurre la doble fecundacion de los dos gametos y la triple
fusién de los tres nticleos que originan el endospermo (Esau, 1982).

2.2.4. Formacién de semillas

Tras la fecundacion, el zigoto se divide transversalmente en forma asimétrica,
originando la célula apical que tras sucesivas divisiones dard origen al embrion. La
célula basal dard origen al suspensor, encargado de mantener la nutricion de la semilla,
hasta el momento en que es sustituido por el endospermo y los cotiledones. La célula
apical estd proxima a la chalaza y la basal al micropilo, lo que le confiere una
capilaridad fundamental para el desarrollo del embridén (Matilla, 2008).

Dentro de la semilla hay uno o mas embriones. En varios cultivares de citricos la
formacion de multiples embriones es bastante comun debido principalmente a la
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formacion de embriones nucelares. El estimulo de la actividad del tubo polinico y de los
reguladores del crecimiento es necesario para promover el desarrollo de embriones
nucelares (Frost y Soost 1968, Jackson 1997). Tadeo et al. (2003) afirman que los
embriones nucelares pueden formarse tanto en 6vulos no fertilizados, contengan o no
saco embrionario, como en los fertilizados. Los embriones en desarrollo reemplazan
gradualmente al endospermo, quien es mas tarde digerido por los cotiledones. Los
cotiledones son de color blanco, crema o verdes y constituyen la mayor parte de la
semilla madura (Jackson, 1997).

2.2.5. Cuajado

En sentido amplio el cuajado comprende el periodo de crecimiento durante el
cual el fruto puede suftrir abscision. En sentido estricto, es el proceso que marca la
transicion del ovario de la flor a fruto en desarrollo y supone la iniciacion de un rapido
crecimiento de los tejidos del ovario. La dindmica de caida de estructuras reproductivas
no es uniforme en el tiempo, sino que un primer periodo de abscisién ocurre entre pre-
antesis y caida de pétalos, una segunda caida tras el cuajado de frutos que inician el
desarrollo y una tercera al final de la fase de division celular, denominada caida
fisiolégica. Este cuajado de los frutos citricos se encuentra regulado en forma
simultanea, tanto por factores endogenos (hormonales y nutricionales) como exogenos
(factores climaticos y de manejo), los cuales pueden incidir en forma positiva o negativa
sobre el desarrollo del fruto (Agusti, 2003a).

El cuajado de los frutos citricos responde en una primera instancia, al balance
hormonal entre giberelinas y 4cido abscisico. Las primeras, actGan aumentando la
capacidad de fosa de los frutitos, mejorando asi su nutricion mineral y de carbohidratos;
el segundo actlia principalmente en condiciones de estrés hidrico, estimulando la
abscision de los frutos. En segunda instancia el cuajado y desarrollo de los frutos
responde a la disponibilidad de carbohidratos en la planta. Es asi que, ain en
condiciones de altas concentraciones de giberelinas en los frutos y por tanto alta
capacidad de fosa, si esta demanda de carbohidratos no es satisfecha, los frutitos
abscisionan en un proceso de autorregulacion de la carga por parte de la planta
(Goldschmidt y Monselise 1977, Gravina 1999, Ruiz et al. 2001, Iglesias et al. 2007).

La presencia de giberelinas depende de factores genéticos; en aquellas variedades
que presentan semillas el estimulo de iniciar el desarrollo del fruto seguramente necesita
de la polinizacion y fertilizacion. Si la flor no es polinizada, el desarrollo del gineceo se
detiene, toda la flor senesce y eventualmente abscisiona (Iglesias et al., 2007), pues las
semillas son las responsables de sintetizar giberelinas. En el caso de variedades
partenocarpicas las paredes del ovario, que se encuentran en activa division celular, son
la principal fuente de esta hormona (Monselise, 1977).
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Existen diferencias en las probabilidades de cuajado de los frutos, segun el tipo
de brote; los frutos que se desarrollan en brotes con hojas presentan una mayor
capacidad de cuajado, que los solitarios o ubicados en inflorescencias sin hojas (Jahn,
1973). Por otro lado, las flores ubicadas en inflorescencias mixtas de brotacion tardia
durante la primavera, poseen un mayor porcentaje de cuajado, ya que tienen una menor
competencia inicial y se desarrollan con temperaturas mas altas (Lovatt et al., 1984).
Segtiin Erner y Shomer (1996), otro factor asociado al mayor cuajado de estas flores es la
presencia de un area vascular mayor que las inflorescencias sin hojas. Esto estaria
asociado a una mayor capacidad de transporte de agua en las inflorescencias con hojas.

2.2.6. Fruto

2.2.6.1. Caracteristicas del fruto

El fruto de los citricos es una baya tipica llamada hesperidio, en la que se
pueden distinguir las siguientes estructuras (Schneider, 1968):

e Exocarpo o flavedo, es la region mas externa y visible de la cascara, formada por
células epidérmicas de color verde cuando el fruto se encuentra en fases
inmaduras y naranja o amarillo seglin la especie, en la madurez.

e Mesocarpo o albedo, es la region situada debajo del exocarpo, formado por un
tejido blanco esponjoso de células parenquimatosas; junto al exocarpo,
constituyen la corteza del fruto propiamente dicha.

e Endocarpo o pulpa, es la region mas interna y esta constituida por los loculos o
gajos. Los loculos contienen las vesiculas de jugo, formadas por un cuerpo de
células completamente vacuolizadas y un pedinculo que las mantiene unidas a la
epidermis dorsal de los carpelos y limitadas lateralmente por los septos. Dentro
de éstos loculos se encuentran las semillas.

2.2.6.2. Crecimiento y tamaio del fruto

El crecimiento de los frutos citricos, es bien representado por una curva
sigmoide tipica, con tres fases bien definidas. La primera fase de crecimiento abarca
desde la antesis hasta el final de la caida fisiolégica, teniendo una duracion de dos meses
aproximadamente. Es caracterizada por un répido crecimiento debido al aumento en el
numero de células, provocado por la division celular, basicamente en la corteza del
fruto. En este momento queda definido el tamafio potencial del fruto. La segunda fase de
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crecimiento se prolonga por varios meses, desde el fin de caida fisioldgica 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 méaxima 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 la corteza 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 é&cidos libres disminuyen
progresivamente a consecuencia de su dilucion y metabolizacion (Bain 1958, Agusti
2003a).

El crecimiento y tamafio del fruto es el resultado de las propiedades genéticas y
de su capacidad para acumular metabolitos (Agusti y Almela, 1991) y puede ser limitado
por una baja fuerza de fosa o por la baja disponibilidad de carbohidratos. La fuerza de
fosa esta definida por factores exdgenos, especialmente temperatura, nutriciéon mineral y
disponibilidad de agua, y factores enddégenos como el tipo de brote en que crece y la
competencia con otros organos, especialmente otros frutos y brotes en desarrollo. La
disponibilidad de carbohidratos estd estrechamente ligada a la proporcion relativa de
brotes con hojas desarrollados durante la primavera y la intensidad de floracion. La
principal importancia de los asimilados en la primera fase de crecimiento radica en que
estos son utilizados para la division celular (Gravina, 1999).

El tamafio final que alcanza un fruto tiene una relacion inversa con el numero
de frutos (Goldschmith 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 tamafio del ovario en antesis, por ende un incremento en el nimero de
flores resulta en la formacion de flores con ovarios pequenos;

2) una intensa competencia por metabolitos en etapas tempranas de desarrollo,
afecta el posterior crecimiento del fruto.

Numerosos estudios afirman que existen correlaciones significativas entre el
tamafio del fruto y el nimero de semillas, indicando que frutos con mayor nimero de
semillas poseen un mayor tamafio (Frost y Soost 1968, Chao 2005b). Para las
condiciones de Uruguay, Pardo et al. (2010) reportan que la correlacion es significativa
pero de baja magnitud.
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2.3. PARTENOCARPIA

2.3.1. Definicion

La partenocarpia es la produccion de fruta sin que ocurra fecundacion y
formacion de semillas (Vardi et al., 2008). Usualmente ocurre por falta de polinizacion,
por polinizacidon que no lleva a una fertilizacién (a causa de polen defectuoso o polen de
especies incompatibles), o por fertilizacion adecuada que es seguida del aborto del
embrion (Gillaspy et al., 1993). Para la produccion estable de fruta sin semilla se
requiere de una fuerte esterilidad y de una alta habilidad partenocarpica (Ollitrault et al.,
2007).

Talon et al. (1992) sugieren que el contenido endogeno de giberelinas en
ovarios en desarrollo, es el factor que controla el desarrollo de frutos partenocarpicos.
En su estudio determinan mayor contenido de giberelinas endégenas en mandarina
‘Satsuma’, con alta habilidad partenocérpica, que en mandarina 'Clementina’ cuyo
grado de partenocarpia es bajo. Asimismo, asocian la baja habilidad partenocarpica a
una baja capacidad para conjugar acido abscisico (ABA) y mayor habilidad para
conjugar acido indolacético (AIA). Los frutos partenocarpicos no cuentan con semillas
que sinteticen los reguladores de crecimiento, entonces son las paredes del ovario
quienes efectuan este rol (Monselise, 1977).

2.3.2. Tipos de partenocarpia

Varios tipos de partenocarpia han sido reconocidos. Se distingue entre
partenocarpia obligada, cuando se producen unicamente frutos sin semillas y
partenocarpia facultativa, en la cual se producen frutos sin semillas solo cuando la
polinizacion es impedida (Iglesias et al. 2007, Vardi et al. 2008).

Frecuentemente también se realiza una distincidn entre partenocarpia
vegetativa, en la cual la formacion del fruto se da sin que ocurra la polinizacion y la
partenocarpia estimulativa, donde es necesaria la polinizacion para la formacion del
fruto, pero la fecundacion no ocurre resultando de este modo en frutos sin semillas. La
produccion de frutos sin semillas puede ser lograda también a través de
estenospermocarpia, en la cual la polinizacion y la fecundacion tienen lugar y el aborto
del embridn es la causa de la ausencia de semillas (Vardi et al., 2008). El cultivar
“Mukaku kishu” es un ejemplo de este tipo de comportamiento en los citricos, en el cual
la inhibicién del desarrollo del embrion se da en etapas tempranas (Yamasaki et al.,
2007).
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Ejemplos de comportamiento partenocarpico son las naranjas Navel,
mandarinas Satsumas y algunas Clementinas. Navel y Satsuma tienen polen estéril y
ademas la mayoria de los sacos embrionarios abortan; por eso producen frutos sin
semillas a pesar de presentar polinizacion cruzada. Clementinas y algunas mandarinas
hibridas son autoincompatibles pero tienen sacos embrionarios viables. Forman frutos
con semilla en polinizacion cruzada, lo que debe ser evitado para obtener frutos
partenocarpicos (Guardiola, 1997). La lima ‘Tahiti’ también presenta habito
partenocarpico en la produccion de sus frutos (Frost y Soost, 1968).

2.4. ESTERILIDAD E INCOMPATIBILIDAD

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, en muchos casos, donde se produce el impedimento de la germinacién del
polen del mismo individuo y hasta de la misma flor. Este fenémeno se lo conoce como
esterilidad (Agusti, 2004).

Las condiciones ambientales también 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 tltimo, la esterilidad
citologica hace referencia a alteraciones de la meiosis durante la gametogénesis (Agusti,
2004).

2.4.1. Incompatibilidad (esterilidad homogenética)

Frankel y Galun (1977) emplean el término incompatibilidad para describir el
proceso por el cual, plantas que tienen gametos funcionales son incapaces de producir
semillas. Por otra parte, de Nettancourt (1977) define a la autoincompatibilidad (AI)
como la incapacidad de una planta con gametos fértiles de producir un cigoto después de
la autopolinizacion. Cuando se presenta incompatibilidad, los granos de polen y los
ovulos son fértiles, y mediante sistemas de reconocimiento genético polen-pistilo se
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detiene el crecimiento del tubo polinico impidiendo la fecundacion (Agusti et al.,
2003b). El mecanismo de rechazo es activo y esta 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).

La autoincompatibilidad se puede dividir en homomorfica y heteromorfica. En
el tipo homomorfico, una especie determinada presenta una tnica forma floral, mientras
que en la heteromorfia una misma especie puede tener dos o tres flores
morfologicamente distintas, y la polinizacién es compatible unicamente entre las formas
florales diferentes. Existen dos tipos de incompatibilidad homomorfica, en base a si las
reacciones de autoincompatibilidad estan 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 (AIE), generalmente implica una
relacion entre el estigma y el grano de polen germinando, la autoincompatibilidad
gametofitica (AIG) genera una inhibicion del crecimiento del tubo polinico en el estilo
(de Nettancourt 1977, Newbigin et al. 1993).

La autoincompatibilidad se produce porque los tejidos femeninos estdn “pre-
programados” para identificar y rechazar células (en este caso el grano de polen)
producidas por el mismo individuo y que llevan una copia del mismo genoma. Para que
se acepte un polen compatible, se da la transcripcion de alelos especificos que no se
tienen en comun (Helsop-Harrison, 1975). La velocidad con que ocurre el
reconocimiento de los tubos incompatibles es muy rapida, ya que basta que una pequefia
parte del tubo entre en contacto con la superficie del estigma para que se dé la detencion
del crecimiento. Esto es debido a que en las secreciones estigmaticas se encuentran las
proteinas de incompatibilidad que estarian inhibiendo el suministro de agua (de
Nettancourt, 1997). Segin este mismo autor, la deposicion de calosa que se da
inmediatamente por debajo de la punta del tubo polinico en Cruciferac es mas una
consecuencia que el motivo por el cual el tubo detiene el crecimiento.

Seglin Pandey (1958), la diferencia en el comportamiento entre el polen de una
planta con AIG o AIE es debida al momento de accidon del gen-S, el cual se expresa
antes de la meiosis en la AIE mientras que en la AIG se activa después de la meiosis.
Esta diferencia en el momento de expresion del gen, es una explicacion del hecho de que
el polen del sistema de AIE presenta su genotipo parental, mientras que el polen del
sistema de AIG dispone de su propio genoma haploide.

Existe una relacion entre el tipo de autoincompatibilidad homomorfica y el tipo

de polen, tipo de estigma y sitio de inhibiciéon del grano de polen en el pistilo. La
autoincompatibilidad esporofitica en general se asocia con estigmas secos, mientras que
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la mayoria de las especies con autoincompatibilidad gametofitica presentan estigma
himedo. A su vez plantas con estigma hiimedo tienen polen bi-nucleado y la reaccion de
incompatibilidad mayoritariamente ocurre dentro del estilo o menos cominmente en el
ovario. En las plantas con incompatibilidad esporofitica, el sito de detencion del
crecimiento del tubo polinico se restringe al estigma (de Nettancourt, 1997).

2.4.1.1. Incompatibilidad gametofitica

Esta incompatibilidad se da a nivel del estilo. Es controlada por el genoma
haploide de cada grano de polen y diploide de los tejidos del pistilo (Poehlman y Sleper,
2005). El reconocimiento del polen propio o foraneo es controlado por un Unico locus
polimorfico, el locus S (o dos loci S y Z en las gramineas). Si una planta presenta los
alelos S;y S, el polen producido tendra los alelos S; o S,. Cuando estos granos de polen
llegan al estigma de la misma flor, germinaran y creceran por el estilo; sin embargo su
crecimiento es detenido ya que el pistilo reconoce los alelos de su propio polen.
Generalmente estos tubos polinicos se hinchan y estallan, y no llegan al ovario para que
ocurra la fecundacion. Se ha constatado que proteinas S producidas por los alelos S
controlan la habilidad del pistilo en reconocer y rechazar su propio polen (Kao y
McCubbin, 1996).

Una de las hipdtesis planteadas, es que los alelos que codifican la S-RNasa co-
segregan con los alelos del locus S, y el momento de expresion de las S-RNasa es
coincidente con el comienzo de la autoincompatibilidad del pistilo. Estas S-RNasa son
glicoproteinas (S-glicoproteinas) y su funcion es degradar ARN, en este caso ARN de
los tubos polinicos, lo cual conduce a la muerte de los mismos. Esta hipotesis presenta
un problema ya que deberia de prevenirse la degradacion de ARN en los tubos
compatibles, esto se podria dar por inhibidores, mientras que en los incompatibles
existirian receptores que introducen las S-RNasa (McClure et al., 1990).

En Papaver, las S-proteinas identificadas no parecen participar directamente en
el proceso de rechazo, sino como moléculas de sefalizaciébn que interactian con un
receptor en los tubos polinicos incompatibles, para disparar el mecanismo de
transduccion mediado por Ca*", lo cual conduce a que se produzcan alteraciones en el
funcionamiento del polen (de Nettancourt, 1997).

2.4.1.2. Incompatibilidad esporofitica

Si bien esta autoincompatibilidad, al igual que la gametofitica es controlada por
un locus con multiples alelos, en este caso el rechazo se da por la interaccion entre el
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genotipo del pistilo y el genotipo del padre del polen y no con el genotipo haploide del
polen. Asi cualquier grano de polen generado en plantas con autoincompatibilidad
esporofitica presenta productos de los dos alelos S y el rechazo ocurre cuando uno de
esos alelos coincide con los alelos del pistilo, en estos casos siempre ocurre dominancia
o codominancia entre los alelos S. Este tipo de incompatibilidad es controlada o se da,
por la accion de una S-locus glicoproteina (SLG) y de una S-locus receptor kinasa
(SLK); los genes que codifican estas proteinas se expresan dentro de las estructuras
reproductivas de las flores, siendo la SLG particularmente abundante dentro de las
células de las papilas estigmaticas (Matton et al., 1994).

En esta Al, el crecimiento del tubo polinico se interrumpe en la superficie del
estigma. Esta reaccion involucra factores cargados por el polen, pero que se produjeron
en los tejidos diploides donde se origina el polen (tapete) y por factores en el tejido del
pistilo del esporofito. En este tipo de incompatibilidad para que un cruzamiento sea
viable, los alelos deben ser diferentes (pistilo y esporofito parental), pero puede darse la
excepcion cuando uno de los padres solo posee un alelo en comun y éste es dominado
por el alelo que no es comun (Newbigin et al., 1993).

2.4.2. Esterilidad gamética

Jackson (1997) define la esterilidad gamética como la inhabilidad de producir
polen o sacos embrionarios funcionales. Es causada por diversos factores genéticos tales
como, presencia de genes de esterilidad, anormalidades cromosdémicas y triploidia
(Ollitrault et al., 2007).

Las variedades que producen polen y 6vulos no funcionales presentaran frutos
sin semillas sin importar su cercania a otras variedades citricas. Ejemplos de variedades
que tienen polen estéril y ninguno o pocos 6vulos funcionales incluyen al grupo de las
naranjas Navel, mandarinas Satsumas y algunas naranjas Valencia (‘Midknight’ y
‘Delta’) (Kahn y Chao, 2004).

2.4.2.1. Ginoesterilidad

La esterilidad femenina resulta del aborto o desarrollo defectuoso del saco
embrionario. Muchos sacos embrionarios presentan retraso en el desarrollo, lo que
indica que la oosfera no estd madura y viable para la fecundacion en el momento
apropiado (Jackson, 1997).
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Un ejemplo de esterilidad femenina en citricos es la naranja “Washington’
navel, en la cual la célula madre de la megaspora frecuentemente aborta antes de
dividirse (Jackson, 1997). ‘Mukaku Yuzu’ es otro cultivar con esterilidad femenina,
siendo ésta de origen genético (asinapsis en la formacion del gameto) (Iwamasa, 1966).

Yamamoto et al. (1995), proponen que el grado de fertilidad/esterilidad
femenina puede ser evaluado por el nimero promedio de semillas por fruto obtenidos
mediante polinizacion manual. Una correlacion alta y positiva (r = 0.93) fue encontrada
entre el nimero de semillas obtenidas en frutos provenientes de polinizacioén abierta y
los frutos originados en polinizaciones manuales.

2.4.2.2. Androesterilidad

La esterilidad masculina puede deberse a distintas causas, entre ellas
condiciones ambientales desfavorables, enfermedades o mutaciones (Budar y Pelletier,
2000). La androesterilidad puede ser genética (EMG) o citoplasmatica (EMC). Mientras
que la EMG es de control esporofitico enteramente, en la EMC el control es
gametofitico (Frankel y Galun, 1977). Cuando existe EMG, en las especies
hermafroditas, la parte femenina de la flor funciona normalmente. La esterilidad
masculina se manifiesta por la ausencia total de la parte masculina de la flor, por fallas
en el desarrollo del tejido espordgeno, por aborto del desarrollo del polen en cualquier
etapa o por ausencia de dehiscencia de las anteras (Budar y Pelletier, 2000). La EMG es
controlada solo por un gen nuclear, siendo el homocigotico recesivo el que provoca la
esterilidad (Frankel y Galun, 1977). La expresiéon puede variar con el ambiente
(Poehlman y Sleper, 2005). La EMC se define como la deficiencia de producir polen,
heredada maternalmente, y se origina por mutacion del genoma mitocondrial, sin que
esta mutacion afecte la viabilidad de la planta (Budar y Pelletier, 2000).

En los citricos, al cruzar mandarina Satsuma (cv. ‘Suzuki Wase’) y Trifolia (P.
trifoliata), se obtienen plantas estériles en las que se producen anormalidades en el
comienzo del desarrollo de las anteras. En éstas, los tejidos espordgenos se generan
normalmente y se forma regularmente el tapete y las células madre del polen. En etapas
tempranas de la meiosis, las células madre del polen comienzan a degenerar, los niicleos
y citoplasma desaparecen gradualmente (Iwamasa, 1966).

Otro de los fendémenos que causan esterilidad del polen son las aberraciones de
los cromosomas. La asinapsis es inducida por las bajas temperaturas en limén ‘Eureka’ y
lima ‘Mexican’, mientras que en el cultivar ‘Mukaku Yuzu’ ésta es de origen genético.
En naranja ’Valencia’ la translocacion reciproca (intercambio mutuo de material
genético entre dos cromosomas no homologos) es la principal causa de esterilidad. En
las naranjas del grupo Navel, la esterilidad masculina es debida a la degeneracion de los
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tejidos esporogenos, justo antes de que se dé la primera division meidtica, por lo que no
se produce polen maduro. En el caso de las Satsumas, éstas producen comparativamente
un menor numero de células madre del polen, siendo este nimero muy variable,
existiendo incluso microesporangios que no producen nada. Estas células madre del
polen, algunas veces se desintegran en etapas tempranas del desarrollo. En las que
continlian con desarrollo normal, los granos de polen degeneran en diferentes etapas de
su desarrollo y por lo tanto al momento de la floracion solo algunos granos de polen son
viables (Iwamasa, 1966).

Otras causas de la androesterilidad son la degeneracion de la antera y la
desintegracion de tejidos de conduccion de las células del tapete y bajo suplemento de
nutrientes durante el desarrollo del polen (Ye et al., 2009).

2.5. COMPATIBILIDAD Y POLINIZACION CRUZADA EN LA PRODUCCION DE
CITRICOS

En los citricos existen diferentes niveles de compatibilidad y algunas
combinaciones pueden dar lugar a mejoras en el cuajado sin afectar el numero de
semillas. Vithanage (1991), encontrd que la mandarina ‘Imperial’ podria ser plantada en
cultivos de ‘Ellendale’ para incrementar el cuajado, sin registrar aumento en el nimero
de semillas. Por otro lado el caso de la mandarina ‘Nova’ es diferente ya que Papapdakis
et al. (2009), al polinizar este cultivar con ‘SRA63’ y ‘Marisol’ obtuvieron un aumento
en el nimero de semillas por fruto, de 0,72 en autopolinizaciéon a 2,1 y 1,76 en cada
cruzamiento. Este mismo autor al realizar los cruzamientos reciprocos, ‘SRA63° x
‘Nova’ y ‘Marisol” x ‘Nova’ obtuvo 18,6 y 2,4 semillas por fruto, mientras que la
autopolinizacion de estos cultivares produjo 1,4 y 0,9 respectivamente. Otros ensayos
con ‘Nova’ dieron como resultado, que ésta presenta diferente compatibilidad con
‘Ellendale’, ‘Fortune’ y ‘Ortanique’ ya que produjo en promedio 22, 23 y 17 semillas
por fruto respectivamente. Este mismo cultivar presenta gran compatibilidad con
‘Ellendale’ y una baja afinidad con pomelo ‘Star Ruby’, ya que produce 36 y 2 semillas
por fruto cuando se polinizan éstos con ella (Soler, 1999).

Las mandarinas Clementinas y ‘Afourer’ pueden poseer gran cantidad de
semillas cuando hay fuentes de polen compatible cerca e incluso son compatibles entre
ellas (Chao, 2005b). Las mandarinas ‘Nova’ y ‘Fortune’ son muy buenos polinizadores
de Clementinas tales como ‘Beatriz’, ‘Clementina de Nules’, ‘Hernandina’, ‘Loretina’,
‘Oronules’ (Soler, 1999).

En Uruguay, la mayoria de los cultivares utilizados poseen capacidad de
producir semillas en condiciones de polinizaciéon cruzada (Rivas et al.,, 2010). En
cruzamientos de mandarinas ‘Ortanique’ con ‘Nova’, se encontrd un aumento de
cuajado de frutos y del nimero de semillas por fruto (Borges et al., 2009).
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2.6. EL CULTIVAR “AFOURER”

El cultivar de mandarina ‘Afourer’ fue descubierto en una estacion
experimental del INRA cercana al pueblo del mismo nombre en Marruecos. Se cree que
el origen es un posible cruzamiento entre mandarina ‘Murcott’, como madre, y polen
desconocido (US Patent 10,480, 1998). A este cultivar de mandarina también se lo
conoce con el nombre de W. Murcott, Nadorcott™ o Delite. Produce fruta de color rojo-
anaranjado, forma algo irregular, facil de pelar y sin semillas. Los frutos maduros son de
gran calidad organoléptica, presentando un alto contenido de azucar (Saunt, 2000).
Presenta hojas de tamafio pequefio a mediano, lanceoladas, color verde oscuro, borde
ligeramente aserrado y peciolo apenas alado. Las ramas no presentan espinas, son
vigorosas y de crecimiento vertical en las nuevas brotaciones (Agusti et al., 2005). Es
una planta de rapida entrada en produccién y muy productiva (Saunt 2000, Agusti et al.
2005).

Afourer se encuentra registrado como un cultivar que produce fruta sin
semillas, cuando se encuentra aislado y la polinizaciéon cruzada es prevenida. En
promedio solo presenta de 0,2 a 0,5 semillas por fruto (US Patent 10,480, 1998).

Chao (2005b), encontré que bajo condiciones de aislacion, la mandarina
“Afourer” produce casi todos los frutos sin semillas. Saunt (2000), Agusti et al. (2005),
sostienen lo mismo en cuanto a que debe ser aislada de otras fuentes de polen para
producir fruta sin semilla, ya que es muy sensible a la polinizacion cruzada.

En Uruguay este cultivar es uno de los principales entre los de reciente
introduccion. Dentro de las mandarinas, ‘Afourer’ representaba el 0.8 % del area en
2006 y para el afio 2010 la superficie se incrementd hasta un 3,2 % (214 has)
(URUGUAY. MGAP.DIEA, 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. EXPERIMENTOS REALIZADOS

El trabajo se llevo a cabo en los establecimientos Azucitrus y El Repecho,
localizados en el departamento de Paysandu (31° LS), Uruguay. Se realizaron tres
experimentos:

1) Estudio de la capacidad partenocarpica

Se seleccioné un cuadro de mandarina ‘Afourer’ (Citrus reticulata Blanco),
injertadas sobre trifolia (Poncirus trifoliata L.Raf.) plantadas en el afio 2007, con riego
localizado y un marco de plantacion de 6 x 3 metros en el establecimiento El Repecho.
En este cuadro se marcaron 22 plantas tomando como criterio de seleccion el buen
estado sanitario de las mismas, sin deficiencias nutricionales evidentes, y con volumen
de copa y altura homogéneo. A la mitad de estas plantas, elegidas al azar, se les impidio
la polinizacion cruzada, mediante el uso de malla tipo TNT, la cual se fij6 en estructuras
de madera colocadas sobre las copas, desde el inicio de brotacion hasta el final de caida
de pétalos. Debajo de la copa de las plantas se colocaron mallas para cuantificar las
estructuras reproductivas que cayeron durante la primera fase de crecimiento de frutos.
Sin embargo no fue posible obtener el dato del porcentaje de cuajado ya que las mallas
fueron retiradas por error al mes post-floracion. A partir del fin de la caida fisiologica y
hasta la cosecha, se midid quincenalmente el didmetro ecuatorial de los frutos con
calibre digital. En cosecha se determiné el rendimiento en kilogramos por planta y se
contaron todos los frutos. En una muestra de 20 frutos por planta se evalu6 la presencia
de semillas y el nimero de semillas por fruto.

Figura 4: Fotografias del experimento de plantas bajo mallas y en polinizacion abierta.
A) Estado fenoldgico del cultivar “Afourer” en el momento de aislacion. B)
Distribucion de plantas aisladas.
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2) Estudio de la viabilidad de gametos femeninos y masculinos

Al momento de la cobertura de las plantas se marcaron 100 brotes de flor
terminal, en boton alargado (estado 59 de la escala BBCH, Agusti et al., 1995), en cuatro
arboles seleccionados en dicho cuadro (dos cubiertos y dos sin cobertura). Luego de la
cobertura se recolectaron 10 flores por tratamiento en cuatro momentos: 0, 3, 6 y 9 dias
para observar en microscopio de fluorescencia el crecimiento del tubo polinico y la
viabilidad de los 6vulos, siendo el dia 0 el momento de marcado de los brotes. Se utilizd
un disefio completo al azar con 2 tratamientos y 10 repeticiones. Las flores recolectadas
se fijaron en solucion de FAA (5 % formaldehido, 5 % acético, 90 % etanol al 70 %) y
se guardaron a 4 °C hasta que fueron analizadas. Previo al andlisis las flores se
procesaron de la siguiente forma: se eliminaron los pétalos, se lavaron con agua
destilada y se mantuvieron en sulfito sodico al 5 %, durante la noche. Al dia siguiente,
utilizando una nueva solucion de la misma concentracion de sulfito sodico, los tejidos se
reblandecieron durante 30 a 40 segundos a 100 watts, en microondas (JAMES-20NDG).
Para observar la germinacion de los granos de polen y el desarrollo del tubo polinico, se
separo el estigma y estilo del ovario y se secciond longitudinalmente bajo lupa binocular
(OLYMPUS SZ40). Se colocaron los estigmas y estilos seccionados en solucion de azul
de anilina al 0.1 % en K,HPO4 0.1 N (Kearns y Inouye, 1993) donde se mantuvieron por
20 a 30 minutos para tefiir los tejidos. Las secciones de estilos se colocaron en
portaobjetos con una gotita de glicerina liquida para evitar que se deshidrataran los
preparados, se cubrieron con cubre objeto, evitando la formacion de burbujas de aire y
se realizd un squash. El azul de anilina tifie la calosa que se deposita en las paredes del
tubo polinico durante su crecimiento, en forma de tapones y a intervalos irregulares. La
calosa tefiida e iluminada con luz ultravioleta emite fluorescencia, lo que permite
observar tanto la germinacion de los granos de polen como el desarrollo del tubo
polinico. La evaluacion de la germinacion de los granos de polen se realizé contando al
azar en cuatro campos visuales, la cantidad de granos germinados, mientras que el
desarrollo del tubo polinico en el estilo se determind como el porcentaje de estilo
recorrido por el tubo polinico mas largo. Para observar la viabilidad de los ¢vulos, los
ovarios reblandecidos se seccionaron ecuatorialmente bajo una lupa binocular
(OLYMPUS SZ40). Se rescataron los 6vulos y depositaron sobre un portaobjeto con una
gota de solucion de azul de anilina al 0.1 % en K;HPO4 0.1 N durante 20-30 minutos
para tefiirse. Posteriormente se secod el preparado y se colocoé una gota de glicerina
liquida y se cubrieron con un cubre objeto, evitando la formacion de burbujas de aire, y
se realizd un squash. Se sellaron los preparados para facilitar su manipulacion. Los
ovulos que inician su proceso de degeneracion sintetizan calosa en el extremo de la
chalaza de la nucela, lo que permite su observacién en microscopio de fluorescencia.
Para realizar las observaciones con fluorescencia se utilizd un microscopio OLYMPUS
AH3-RFCA. La viabilidad de 6vulos se evalud contabilizando los évulos que estuvieran
viables del total rescatados por ovario. Se consideraron viables aquellos que no
presentaban depositos de calosa en la zona de la chalaza, no emitiendo fluorescencia en
esa zona.
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3) Estudio de autopolinizacion, polinizacion cruzada y germinacion de polen in
vitro
En un cuadro ubicado en el establecimiento Azucitrus, injertado sobre
P.trifoliata de siete afos de edad, en condiciones de fertirriego se seleccionaron 28
plantas que se dividieron en 14 bloques de dos plantas cada uno. El disefio experimental
fue de bloques completos al azar. En cada bloque se utilizaron 60 brotes de flor terminal
que se dividieron en grupos de 10 para aplicarles alguno de los siguientes tratamientos;
a) Control, b) Flores completas embolsadas, c) Flores emasculadas y embolsadas, d)
Flores emasculadas, polinizadas con polen de ‘Afourer’ y embolsadas, e) Flores
emasculadas, polinizadas con polen de mandarina ‘Clementina de Nules’ (Citrus
clementina Hort. ex Tan.) y embolsadas, f) Flores emasculadas, polinizadas con polen de
naranja ‘Valencia’ (C. sinensis (L) Osb.) y embolsadas. Se utilizaron 140 flores por
tratamiento, totalizando 840 flores. Las variedades polinizadoras fueron seleccionadas
de acuerdo a su cercania al cuadro donde se realiz6 el experimento. Los tratamientos se
aplicaron sobre brotes terminales en los cuales la flor se encontraba en el estado 59 de la
escala BBCH (Agusti et al., 1995). En el tratamiento control los brotes se mantuvieron
en condiciones de polinizacidn abierta.

El polen de las variedades donadoras, fue colectado el dia previo a ser utilizado,
de flores iniciando antesis (estado 61 de la escala BBCH, Agusti et al., 1995), y
mantenido en oscuridad a 20 °C, en placas de petri con silica gel, para forzar la apertura
de las anteras. Luego se mantuvieron las anteras abiertas en heladera durante 2 horas
para que se hidrataran los granos de polen. A cada flor, se le retiraban los pétalos y las
anteras con ayuda de una pinza y en los tratamientos donde se realizaron polinizaciones
artificiales, con un pincel fino, se llevd a cabo la transferencia del polen hacia el estigma
(figura 5).

Figura 5: Polinizacion artificial de flor emasculada de brote terminal de mandarina
‘Afourer’ con polen de ‘Valencia’.
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Una vez realizada la polinizacion, las flores se cubrieron con malla tipo tul, que
abarcaba todo el brote (figura 6). Cuando el estigma dejo de ser receptivo (9 dias), se
retiraron las coberturas de los brotes. Quincenalmente y hasta fin de diciembre se evaluo
el cuajado; a partir de este momento y hasta la maduracion se midid el didmetro
ecuatorial de cada fruto con calibre digital. Se cosecharon todos los frutos, se midio el
didmetro y se cuantific presencia y nimero de semillas por fruto.

Figura 6: Fotografias del experimento de polinizacion en brotes individuales. A)
aislamiento de brote durante periodo receptivo del estigma. B) Planta con varias
repeticiones de cada tratamiento.

Para evaluar la germinacion de polen in vitro, se recolectaron en plena floracion,
30-40 flores en estado 61 de la escala BBCH, de arboles de cada uno de los cultivares
utilizados como polinizadores. Las flores se colocaron en una caja de petri abierta, que
se coloco en una camara con silica gel durante 24-36 horas para que abrieran las anteras.
Estas anteras abiertas se mantuvieron en heladera durante 2 horas para que se hidrataran
los granos de polen. La germinacion de los granos de polen se realizoé en portaobjetos,
colocando una base de 1500 pl de medio sélido. El medio de cultivo utilizado fue
Brewbaker y Kwack (1963) (10 % sucrosa, 100 ppm H3;BO3, 300 ppm Ca(NOs),.4H,0,
200 ppm MgSO47H,0 y 100 ppm KNO; con PH 5.4 + 0.1) y se dividié en dos partes,
una se utilizé como medio liquido y la otra como medio s6lido con el agregado de 1 %
Phytagel (polvo incoloro espesante) con el fin de que el medio fuera lo mas transparente
posible para facilitar la observacion de los preparados en el microscopio. Para sembrar
los granos de polen se trabajo en condiciones de asepsia en camara de flujo laminar. De
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las anteras se extrajeron los granos de polen frotando las mismas con pincel fino para
recoger la mayor cantidad de granos sobre el medio s6lido de cada portaobjeto.
Posteriormente se cubrieron los granos con 30 ul de medio liquido. Se utilizé un disefio
completo al azar con 3 tratamientos (variedades polinizadoras) y 5 repeticiones
(portaobjetos). Los preparados se colocaron en camara oscura a 25 °C y 70-80 % de
humedad y se observaron en microscopio optico (OLYMPUS ECE-Bi) cada 12 horas,
hasta que el polen de Afourer germin6 (44 horas). Una vez que germinaron los granos de
polen se fijaron con solucion de FAA (5 % formaldehido, 5 % acético, 90 % etanol al 70
%). Hasta el momento de conteo, los portaobjetos se conservaron en heladera a 4 °C.

Para evaluar la germinacion de los granos de polen, se dividieron los portaobjetos
en 8 campos y en estos se contaban 140 granos, contabilizando los germinados y los no
germinados. El conteo se realizé con ayuda de un microscopio optico (OLYMPUS ECE-
Bi). Del total de granos contabilizados se determind el niimero de granos de polen
germinados para calcular el porcentaje de germinacion. Se tomd como criterio que un
grano de polen germin6 cuando el largo del tubo polinico superaba el diametro del
mismo (Stanley y Linskens, 1974).

3.2. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables didmetro de fruta y rendimiento (continuas), se asume que
presentan distribucion normal; las variables discretas (nimero de frutos, numero
promedio de semillas) fueron transformadas por la raiz del valor. La proporcion de
frutos con y sin semillas, el porcentaje de cuajado y porcentaje de granos de polen
germinados fueron transformados por el método ArcoSeno(Raiz(p)), para cumplir con el
supuesto de Normalidad de los errores. El efecto de los tratamientos (plantas bajo malla,
testigo, polinizaciones) fue estudiado ajustando modelos lineales generales (ANAVA).
Las medias de los efectos significativos fueron comparadas usando la prueba Tukey, con
una significancia de 0.05. Se realizaron correlaciones entre el nimero de semillas y el
diametro ecuatorial. Los datos fueron analizados utilizando el software estadistico:
InfoStat-Statistical Software version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).

Para los experimentos se utilizaron diferentes modelos estadisticos, segin el
disefio utilizado.

Para el experimento en el que se evalu6 el efecto de la cobertura de las plantas sobre la
presencia y numero de semillas, el didmetro ecuatorial y el rendimiento, se propuso el
siguiente modelo:

Yij = u + Mi + &ij,

Donde,
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Yij: variable de respuesta (rendimiento, didmetro ecuatorial, proporcion de frutos sin
semillas, numero de semillas por fruto)

u: media general
Mi: efecto del i-ésimo tratamiento (i: Bajo malla, polinizacion libre)

€lj: error experimental

Para el experimento de autopolinizacion y polinizacion el modelo propuesto es:
Yij=p+ Vi+Dj+egij,
Donde,

Yij: variable de respuesta (didmetro ecuatorial, proporcion de frutos sin semillas,
numero de semillas por fruto, cuajado)

u: media general

Vi: efecto del i-ésimo tratamiento (i: Control; flores embolsadas; flores emasculadas y
embolsadas; flores emasculadas, polinizadas con polen de ‘Afourer’ y embolsadas;
flores emasculadas, polinizadas con polen de‘Clementina de Nules’ y embolsadas;
flores emasculadas, polinizadas con polen de ‘Valencia’ y embolsadas).

Dj: efecto del i-ésimo bloque (j: 1, 2,3...14)

€ij: error experimental
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PARTENOCARPICA

4.1.1. Presencia de semillas

En el experimento realizado en “El Repecho”, los resultados confirman el
comportamiento partenocarpico de ‘Afourer’, ya que el 99 % de los frutos en plantas a
las que se les impidio la polinizacion cruzada, no presentaron semillas (Cuadro 1). Estos
datos concuerdan con lo publicado por Agusti et al. (2005), Chao (2005b) en Espafia y
EEUU respectivamente. La presencia de frutos con semillas fue residual, dos frutos en
200 evaluados y el promedio de semillas por fruto fue de 0.04, este valor es coincidente
con lo reportado en el registro del cultivar ‘Afourer’ (US Patent 10,480 1998). La
ausencia de semillas en las plantas aisladas podria atribuirse a la exclusion de abejas que
es el principal agente polinizador (Frost y Soost 1968, Guardiola 1997) y no
necesariamente a un mecanismo de autioncompatibilidad o falta de viabilidad de
gametos.

Cuadro 1: Porcentaje de frutos sin semillas y nimero de semillas por fruto en mandarina
‘Afourer’ en condiciones de polinizacion libre y bajo malla.

% de frutos  No. semillas por fruto

Tratamiento sin semillas (total frutos)
Polinizacion libre 34 b 4a
Bajo malla 99 a 0,04 b

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

A pesar de encontrarse bajo condiciones de polinizacion libre y con una fuerte
presion de agentes polinizadores, el 34 % de los frutos en las plantas testigo no
presentaron semillas. Esto indica que los frutos partenocérpicos de ‘Afourer’ poseen alta
habilidad de competencia frente a frutos que se desarrollan con semillas. Esta habilidad
de competencia podria estar relacionada a elevados niveles endogenos de giberelinas
sintetizados en las paredes de los ovarios partenocarpicos (Talon et al., 1992).
Experimentos realizados en condiciones de libre polinizacion en el norte del pais por
Otero y Rivas (2010) y en Espafia por Agusti et al. (2005), presentan resultados
similares en cuanto al porcentaje de frutos sin semillas y el nimero de semillas por fruto.
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Figura 7: Corte transversal de frutos cosechados de plantas en condiciones de
polinizacion libre y bajo malla. A) Frutos con semillas de plantas en polinizacion
abierta. B) Frutos sin semillas de plantas bajo malla.

La presencia de semillas en polinizacion libre indica que para las condiciones de
cultivo del noroeste de Uruguay, el cultivar ‘Afourer’ presenta compatibilidad con
algunas de las variedades cultivadas proximas al experimento (Figura 8). Teniendo en
cuenta el reporte de Chao et al. (2005a) quienes encontraron que en una plantacion de
citricos el transporte de polen por las abejas puede alcanzar hasta 960 metros, y que para
las condiciones de California se necesitarian 640 mts para que una variedad actuara
como filtro entre otras dos compatibles, se considera que en este experimento,
variedades como Ortanique, Valencia, Clemend’or, ‘Ellendale’ y limon Ana Claudia
(préximas al cuadro del experimento), serian potenciales donadoras de polen, restando
conocer la capacidad polinizadora y la viabilidad del polen de ellas.

El rango de semillas por fruto fue de cero a veinte; teniendo en cuenta la

clasificacion realizada por Barry (2004), comercialmente estos frutos pertenecen a la
categoria “con semillas”.

30



Yalencia

Figura 8: Mapa del cuadro de mandarina ‘Afourer’ y cuadros linderos en el
establecimiento “El Repecho”

4.1.2. Componentes del rendimiento

Para evaluar como incidi6 el aislamiento de las plantas a nivel productivo se
colectaron todos los frutos y se midi6 el nimero y peso de frutos por planta al momento
de madurez (Cuadro 2).

Cuadro 2: Componentes del rendimiento en plantas de mandarinas ‘Afourer’ en
condiciones de polinizacion libre y bajo malla.

Rendimiento  No. frutos

Tratamiento (Ke/pl) por planta Peso/Fruto (g)
Polinizacion libre 10,5 117 88,3
Bajo malla 10,1 115 87,6

El nimero y peso de frutos por planta fue igual en ambas situaciones
comprobando la alta capacidad partenocarpica de ‘Afourer’. Para las condiciones del
experimento fue posible mejorar la calidad de los frutos por ausencia de semillas sin
afectar el rendimiento (figura 9).
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Figura 9: Produccion de fruta de planta en condiciones de polinizacion libre (derecha) y
planta bajo malla (izquierda).

La similitud en el nimero de frutos por planta entre tratamientos, es contrastante
con los datos presentados por Otero y Rivas (2010) ya que aislando plantas de este
mismo cultivar obtuvieron una reduccion significativa en el nimero de frutos por planta,
como consecuencia de las mayores temperaturas registradas bajo las mallas. Las
condiciones de secano en las cuales fue realizado ese experimento, es otro factor que
podria haber afectado el cuajado. En nuestras condiciones si bien se constatan

diferencias de temperatura entre los tratamientos (Figura 10), no fueron relevantes para
afectar la productividad.
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Figura 10: Evolucion de temperaturas maximas y promedio bajo cobertura de mallas
y al aire libre durante la floracion.
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En este sentido Fasiolo et al. (2010) reportan que en el tangor ‘Ortanique’ la
acumulacion de temperaturas mayores a 30 °C durante toda la fase I de crecimiento, es
el principal factor exdgeno que afecta el porcentaje de cuajado final. En nuestro
experimento la existencia de picos de mas de 35 °C durante el mes post antesis en las
plantas bajo malla, no parece ser causa suficiente para afectar el cuajado final. No
obstante, se observdé un adelantamiento del ciclo de desarrollo de los frutos, de
aproximadamente 7 dias con respecto al testigo en condiciones de polinizacion abierta.
Observaciones en el campo permitieron determinar que las plantas bajo malla alcanzaron
plena floraciéon antes que las plantas en polinizacion libre. Asimismo una mayor
abscision inicial de estructuras reproductivas (651estructuras por planta bajo malla y 150
por planta en polinizacion libre) confirman el adelantamiento del ciclo en condiciones
bajo malla.

Papadakis et al. (2009) proponen que en plantaciones puras de cultivares
autoincompatibles, el resultado es una tendencia a baja carga de frutos y de tamafo
pequetio. En este caso ‘Afourer’ presentd un comportamiento diferente y quiza
explicado por la alta habilidad partenocarpica. Esto indicaria que la aislacion de plantas
mediante mallas en plantaciones comerciales podria ser una practica de manejo que
permita obtener fruta sin semillas con buenos rendimientos.

4.1.3. Evolucidn del tamafio de los frutos en condiciones de libre polinizacién v bajo
malla

El diametro ecuatorial presenta una evolucion lineal tipica de la fase II de
crecimiento de los frutos citricos y al final la tasa de crecimiento decrece coincidiendo
con el inicio de la maduracion (Figura 11). Los frutos de las plantas aisladas, desde el
inicio de las mediciones presentan didmetros significativamente mayores en
comparacion con los testigos. El mayor tamafio inicial se explica porque en el momento
de realizar las mediciones, estos frutos se encontraban en etapas de desarrollo mas
avanzadas que los testigos y ademas crecieron en condiciones de menor competencia
inicial. Segun Agusti (2003a) temperaturas entre 20 y 22 °C son Optimas para el
desarrollo de los frutos citricos, en este sentido las temperaturas promedio registradas
bajo mallas son las que mas se aproximan a este rango.
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Diametro ecuatorial (mm)
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Bajomalla - Polinizacion libre

z
Letras diferentes en cada fecha indican diferencias significativas (p<0,05)

Figura 11: Evolucion de diametro de frutos de mandarina ‘Afourer’ en condiciones de
polinizacion libre y bajo malla.

Al retirar las mallas, las condiciones de crecimiento de los frutos entre los
tratamientos fueron las mismas (igual nimero de frutos por planta y temperatura
ambiental), la diferencia entre el tamafio de los frutos en plantas en polinizacion libre y
bajo malla fueron disminuyendo, y finalmente los frutos de las plantas en polinizacion
libre alcanzaron el mismo tamafio que los frutos de las plantas bajo malla. A partir de
este experimento se deduce que el cultivar ‘Afourer’ no necesita del estimulo de la
formacion de semillas para alcanzar tamafios comercialmente aceptables cuando los
frutos se desarrollan “en condiciones de igual competencia” (todos sin semillas). Estos
resultados son contradictorios con los obtenidos por Otero y Rivas (2010), quienes al
aislar plantas encontraron tamafios de fruto significativamente menores.

En condiciones de polinizacion libre, los frutos que presentaron didmetro
pequetio (<55 mm) tuvieron bajo numero de semillas y excepcionalmente se pudo
encontrar algin fruto con alto contenido de semillas (Figura 12), al igual que altos
valores de didmetro ecuatorial se correlacionaron con alto nimero de semillas (r=0,61).
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Figura 12: Porcentaje de frutos de mandarina ‘Afourer’ en tres rangos de diametro segun
numero de semillas por fruto, en plantas de polinizacion abierta.

Esto se puede atribuir a que las semillas son sitio de sintesis de hormonas que
fortalecen la capacidad sumidero de los frutos (Frost y Soost 1968, Agusti y Almela
1991, Chao 2005b, Iglesias et al. 2007). Por lo tanto las semillas adquieren importancia
en el crecimiento de frutos, cuando estos se desarrollan en condiciones de competencia
con frutos sin semillas. Para este mismo cultivar Pardo et al. (2010) encontraron una
correlacion de 0.44 entre el tamafio de frutos y el numero de semillas por fruto y Chouza
et al. (2011) en ‘Montenegrina’ obtuvieron un r de 0.53. Estos resultados indican que
solo una parte del tamafio final del fruto puede explicarse por el contenido de semillas,
existiendo otros factores que intervienen como el tipo de brote e intensidad de floracion
(Gravina, 1999).

4.2. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DE GAMETOS FEMENINOS Y
MASCULINOS

Previo a la antesis, en flores en estado de boton alargado (59 BBCH), se constatd
la ausencia de granos de polen sobre los estigmas, lo cual permite establecer que esta
variedad no presenta cleistogamia (Figura 13).
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Figura 13: Estigma de flor en estado fenoldgico de boton alargado (59 BBCH),

observado en microscopio de fluorescencia.

En el tratamiento de plantas bajo malla, la exclusion de los agentes polinizadores
no impidid la llegada de polen al estigma, sin embargo el numero de granos de polen

sobre el estigma fue sensiblemente menor que en las plantas testigo (Cuadro 3).

Cuadro 3: Numero de granos de polen germinados, crecimiento de tubos polinicos (en
porcentaje del pistilo recorrido) y viabilidad de 6vulos (en porcentaje), en flores de
brotes terminales de plantas en polinizacién abierta y bajo malla, para cuatro fechas de

muestreo.
. . No. granos Crecimiento tubo Viabilidad 6vulos

Dia Tratamiento germinados  polinico en % recorrido (%)
0 Polinizacion libre 0 - 100
Bajo malla 0 - 100

3 Polinizacion libre 159 19 100
Bajo malla 1 20 100

6 Polinizacion libre 604 37 100
Bajo malla 70 42 100

9 Polinizacion libre 727 95 100
Bajo malla 65 40 100

Hasta el dia seis post antesis la distancia recorrida por los tubos polinicos dentro
de los pistilos fue similar en las dos situaciones, confirmando que el polen de ‘Afourer’
no solo es viable sino que es capaz de germinar en el estigma de sus flores (Figura 14A

y 14B).
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Figura 14: Crecimiento de tubos polinicos en el estigma, observados con microscopio de
fluorescencia. A) Estigma de flor con baja densidad de granos de polen en planta bajo
malla. B) Estigma de flor con alta densidad de tubos polinicos en polinizacidn abierta.

A partir de los 6 dias post antesis se aprecio una detencion del crecimiento de los
tubos polinicos de las flores en las plantas aisladas, alcanzando el 40 % del largo del
pistilo. Esto estaria mostrando que esta ocurriendo una reaccion de incompatibilidad a
nivel de la porcidon superior del estilo, al igual que sucede en mandarinas ‘Fortune’ y
‘Nova’ (Distefano et al., 2009), lo cual indica que estan operando mecanismos de
autoincompatibilidad de tipo gametofitico, como lo reporta Ollitrault et al. (2007) para
citricos. Segiin de Nettancourt (1977), Newbigin et al. (1993) los tubos polinicos no
avanzan mads alla de la mitad del pistilo cuando ocurre este tipo de incompatibilidad. No
obstante, Gomez et al. (2004) proponen que en mandarinas, el sitio de inhibicion puede
ocurrir en la base del estilo, en el ovario o en los 6vulos. Existen controversias entre
diversos autores en cuanto al modo en que se determina el sitio donde ocurre la reaccion
de incompatibilidad. En este sentido Khan y DeMason (1986) sostienen que en el
tangelo ‘Orlando’, el estigma es el sitio donde los tubos polinicos detienen su
crecimiento, aun cuando un niimero pequefio de tubos polinicos llegaron al estilo. Esta
propuesta se basa en medidas cuantitativas, donde la mayoria de los tubos son inhibidos
a lo largo del pistilo. Sin embargo cuando se realizan polinizaciones compatibles, a nivel
del estilo también se da una reduccion significativa del numero de tubos polinicos en
crecimiento, y no es causado por la acciéon de un mecanismo de incompatibilidad a nivel
del estigma (Gémez et al. 2004, Distefano et al. 2009). Ademas, segun Distefano et al.
(2009) al comparar cruzamientos de variedades incompatibles y compatibles, no
encontraron diferencias a nivel del estigma, y si una reduccion significativa de tubos
polinicos en el estilo cuando operaban mecanismos de incompatibilidad. Por otro lado,
es importante considerar el momento en que ocurre la reacciéon de incompatibilidad.
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Cuando se autopolinizan flores de ‘Fortune’ y ‘Nova’ un dia previo a la antesis, los
tubos polinicos no detuvieron su crecimiento y llegaron directo al ovario (Distefano et
al., 2009). Este hecho, junto a temperaturas calidas proximas a floracion que podrian
ocasionar la apertura floral con pistilos inmaduros como sucede en Prunus armeniaca
(Rodrigo y Herrero, 2002), podria resultar en la fecundacion con polen
autoincompatible.

En las flores de las plantas en polinizacion abierta, los tubos polinicos alcanzaron
la base de los pistilos a los 9 dias post antesis. Para otros cultivares de citricos se han
reportado diversas tasas de crecimiento de tubos polinicos a lo largo del pistilo. Gomez
et al. (2004) en polinizaciones con cultivares de citricos inter-compatibles encontraron
que los tubos polinicos alcanzaron el ovario en solamente dos dias luego de la
polinizacion. Esta elevada tasa de crecimiento de los tubos, es atribuida a las
condiciones ambientales, principalmente temperatura.

Los 6vulos no mostraron sintoma de degeneracion ocasionado por la deposicion
de calosa (Rodrigo y Herrero, 1998), al menos hasta los 9 dias para las dos situaciones
(Figura 15). En condiciones de polinizacion abierta la llegada de tubos polinicos a la
base del pistilo, la viabilidad de 6vulos y la presencia de semillas en los frutos
cosechados, confirman que la fecundacion se da con normalidad. Por lo tanto se descarta
la existencia de anormalidades en el guiado de los tubos polinicos por parte de los
6vulos como existe en mandarina Satsuma 'Owari' y naranja 'Valencia' (Mesejo et al.,
2007).

Figura 15: Fotografia de fluorescencia de 6vulo sin deposicion de calosa de flor en
polinizacion abierta muestreada 9 dias post antesis.

Nuestros resultados sugieren que ni la capacidad de crecimiento del polen ni la

viabilidad de o6vulos estarian condicionando el PPE en ‘Afourer’. Al no haberse
establecido el periodo de receptividad estigmatica en nuestro experimento, no se pudo
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determinar la duracion del PPE para las condiciones del noroeste del Uruguay. En las
condiciones de Espana ‘Satsuma Owari’, que es un cultivar de mandarina altamente
partenocarpico, el PPE estd condicionado por la viabilidad de los 6vulos, y apenas
alcanza dos dias. En ‘Clemenules’ y ‘Valencia’ el PPE es de ocho dias y estd limitado
por el periodo de receptividad estigmatica (Mesejo et al., 2007).

43. ESTUDIOS DE AUTOPOLINIZACION, POLINIZACION CRUZADA Y
GERMINACION DE POLEN IN VITRO

4.3.1. Cuajado, presencia y nimero de semillas por fruto

En general el cuajado de frutos en las polinizaciones artificiales fue alto
ubicandose en el rango de 40 a 73 %. Se verifico un efecto significativo de la fuente de
polen en el cuajado de frutos de ‘Afourer’, siendo los de polinizacién libre y los
polinizados con ‘Valencia’, los tratamientos que indujeron mayor cuajado (Cuadro 4).
En los experimentos realizados por Chao (2005b) en las condiciones de California,
‘Afourer’ presentd un comportamiento diferente ya que el tratamiento de polinizacion
libre solamente cuajé el 12.2 %. Esta diferencia puede ser explicada porque los brotes
terminales escapan a la competencia inicial entre flores donde se da gran abscision de
estructuras reproductivas y se desarrollan en condiciones ambientales mas favorables
para el cuajado (Lovatt et al. 1984, Da Cunha Barros et al. 2006). En nuestro trabajo, las
flores utilizadas fueron todas de flor terminal y las polinizaciones se realizaron en la fase
final del periodo de floracion.

Cuadro 4: Cuajado final (%), frutos con semillas (%) y numero de semillas por fruto en
condiciones de autopolinizacidn, polinizacion cruzada y polinizacion impedida.

Numero de semillas/fruto

Tratamiento Cuajagio Fmtos C(?)Il (de frutos con semilla) semli\illle?ls/eff*?lt(cl)e( del
final (%) semillas (%) Promedio Rango total de frutos)

Testigo 73 a“ 27b 1,7b 1-6 0,5b

‘Valencia’ 67 a 88 a 3 ab 1-9 2,6a

‘Afourer’ 41b 5cd 4a 2-8 0,2b

‘Clemenules’ 40 b 21 be 1,8Db 1-5 0,4b
Embolsado 49 b 0 - - -
Emasculado 42 b 0 - - -

z
Medias seguidas por distinta letra dentro de cada columna difieren estadisticamente (p<0,05)
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Con los resultados obtenidos se puede afirmar que el porcentaje de cuajado de
‘Afourer’ en condiciones de polinizacion artificial es alto en comparacion con otras
variedades como ‘Nova’ (12,8 % polinizado con ‘Orlando’, Hearn et al., 1969),
‘Ellendale’ (15,7 % polinizado con ‘Imperial’, Vithanage, 1991), ‘Oroval’ (15 %,
polinizado con ‘Murcott’ e ‘Imperial’, Wallace, 2004). En nuestro experimento la
polinizacion con polen de ‘Clemenules’ no tuvo efecto en el cuajado de frutos. Esto se
debe a que esta variedad presentd anteras defectuosas, de color blanquecino y con poco
contenido de polen. Esta caracteristica se confirmé en etapas de laboratorio, donde no
fue posible alcanzar la dehiscencia de las anteras y obtener polen para su siembra. De
acuerdo a Frost y Soost (1968), las anteras normales y maduras son de color amarillo
brillante debido al polen que contienen. En el caso que las anteras no contengan polen o
¢éste sea defectuoso, el color de las mismas es crema palido o blanco y usualmente no
abren.

El alto cuajado de las flores emasculadas confirma la alta habilidad
partenocarpica de ‘Afourer’ en las condiciones del noroeste de Uruguay, lo cual es
diferente a lo obtenido por Chao (2005b), que solo obtuvo un cuajado del 1 % al
emascular sus flores. El cuajado de las flores emasculadas también permite afirmar que
la partenocarpia en ‘Afourer’ es facultativa y vegetativa, ya que produce frutos sin
semillas cuando se impide la polinizacion y no necesita del estimulo de la polinizacion
para producir frutos. En los citricos los cultivares de alto indice de partenocarpia
producen las giberelinas promotoras del crecimiento celular en las paredes del ovario
(Monselise 1977, Talon et al. 1992).

Si se compara este comportamiento partenocarpico con otras variedades que se
cultivan en Uruguay, se observa un muy buen desempefio en cuanto al cuajado de frutos
con respecto a ‘Nova’ y ‘Ortanique’, mientras que en relacion a mandarinas ‘Satsumas’
y naranjas ‘Navel’ estas diferencias no serian relevantes (Gravina y Gambetta, 2009).

El elevado porcentaje de frutos sin semillas en polinizacion libre (73 %), puede
explicarse porque las flores fueron seleccionadas y marcadas en etapas avanzadas de la
floracion; por lo tanto la disponibilidad de polen fordneo y actividad polinizadora de las
abejas se vio disminuida. A su vez el cuadro donde se realizd el experimento se
encuentra rodeado de ‘Afourer’, y el polinizador més cercano es naranja ‘Valencia’. Este
porcentaje de frutos partenocarpicos difiere notoriamente del encontrado en el
experimento con plantas enteras (34 % de frutos aspermos), donde la floracion coincidid
con el resto de las variedades cultivadas y hubo mas posibilidades que ocurriera
polinizacion cruzada.

‘Afourer’ presentd buena afinidad con el cultivar ‘Valencia’, de acuerdo a la
baja proporcioén de frutos sin semilla y el numero de semillas por fruto (entre 1 y 9)
(Cuadro 4). Bono et al. (2000) al utilizar ‘Fortune’, ‘Nova’ y ‘Ortanique’ como
polinizadores de ‘Afourer’ encontraron que el nimero promedio de semillas fue de 9, 10
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y 7, respectivamente y los proponen como cultivares afines. Si bien en nuestro
experimento el polen de ‘Valencia’ alcanzé solo un 2% de germinacion in vitro, el 88 %
de los frutos tuvieron semillas. En este caso el porcentaje de germinacion del polen no
presento relacion con la presencia de semillas.

En las polinizaciones con ‘Clemenules’, si bien el 20 % de frutos tuvieron
semillas, el promedio de semillas por fruto fue bajo en comparaciéon con ‘Valencia’
(Cuadro 4). Pardo et al. (2007) obtuvieron alto porcentaje de germinacion de polen de
mandarina ‘Clemenules’ demostrando su viabilidad, y ademas reportan una alta afinidad
con ‘Afourer’ (21 semillas por fruto). Para este cruzamiento, Chao (2005b) obtuvo un
numero promedio de 11 semillas por fruto, con un minimo de uno y un maximo de 24
semillas. A partir de nuestro experimento, no es posible confirmar el grado de afinidad
entre estos cultivares, debido a la baja densidad de polen con la que se contd para
realizar la polinizacion dirigida.

El polen de ‘Afourer’ alcanzé un 25 % de germinacion in vitro lo que representa
un valor elevado. Considerando que en el tratamiento de flores embolsadas no se
encontraron semillas, se confirma nuevamente la autoincompatibilidad. En las flores
polinizadas con ‘Afourer’ y embolsadas, tres frutos presentaron semillas, lo que podria
deberse a la alta presion de polen sobre el estigma cuando la polinizacion se realiza
artificialmente.

4.3.2. Didametro de frutos

Se realizd el seguimiento del tamafio de los frutos desde 65 dias post antesis
hasta cosecha, para evaluar el efecto del estimulo de la polinizacion y formacion de
semillas (Figura 16). Los frutos originados de flores emasculadas fueron
significativamente mas pequefios al momento de cosecha que el resto de los tratamientos
(Cuadro 5). Posiblemente exista una relacion entre la polinizacion y el tamafio final del
fruto, independientemente de si se forman semillas o no. Esto resulta a partir de los datos
obtenidos para los frutos provenientes de las flores embolsadas y autopolinizadas, que
no tuvieron semillas, pero si el estimulo de la polinizacion que promueve la division
celular en el ovario durante la fase I de desarrollo del fruto, incrementando el tamarfio
potencial de los mismos.
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Figura 16: Evolucion del didmetro ecuatorial de frutos (mm) segun los dias post
floracion para los diferentes tratamientos de polinizacion.

Cuadro 5: Diametro ecuatorial de frutos en el momento de cosecha para los diferentes
tratamientos de polinizacion.

Tratamiento  14-jun
‘Valencia’ 58.7 a°
Testigo 56.5 ab
Embolsado  54.7 bc
‘Afourer’ 53.7¢
‘Clemenules’ 52.5c¢
Emasculado 49.7d

z
Medias seguidas por distinta letra dentro de cada columna difieren estadisticamente (p<0,05)

Los frutos producidos por la polinizacion con ‘Valencia’ son los que obtuvieron
significativamente el mayor tamafo final, en comparacion a todos los tratamientos a
excepcion del testigo. De los frutos testigo apenas un 30 % tuvieron semillas, mientras
que en el caso de los polinizados con ‘Valencia’ el 88 % de los frutos poseian semillas,
por lo que en estas condiciones el efecto de las semillas en el crecimiento del fruto fue
poco consistente.
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5. CONCLUSIONES

El cultivar ‘Afourer’ presenta autoincompatibilidad ya que sus gametos son
viables pero la autopolinizacion natural no es capaz de producir semillas.

El tipo de autoincompatibilidad es gametofitica, pues los granos de polen
germinan en su propio estigma pero el crecimiento de los tubos polinicos se
detiene en la primera parte del estilo.

El cultivar ‘Afourer’ presenta alta habilidad partenocarpica, de acuerdo al similar
porcentaje de cuajado y numero de frutos en condiciones de aislamiento,
autopolinizacion y de libre polinizacion.

Esta mandarina produce frutos sin semillas unicamente cuando la polinizacién
cruzada es impedida, por lo que la partenocarpia es facultativa. A su vez, la
partenocarpia es de tipo vegetativa ya que flores emasculadas y embolsadas
lograron cuajar sin estimulo de polen.

La ausencia de semillas en plantas aisladas de polinizacion cruzada, no afecto el
rendimiento ni el tamafio de los frutos.

El origen genético del polen afectd en forma significativa el cuajado y el tamafio

de los frutos en ‘Afourer’; el polen de ‘Valencia’ presentd alta afinidad con
‘Afourer’.
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6. RESUMEN

El mercado internacional de mandarinas para consumo en fresco exige cada vez mas
fruta sin semillas. Es en este contexto que en Uruguay se ha apostado al cultivo de
variedades sin semillas, entre ellas el cultivar ‘Afourer’ es una de las mas importantes de
reciente introduccion, ocupando el 3.2 % de la superficie total dedicada a mandarinas en
el Uruguay. Desde la industria citricola ha surgido la preocupacion por la presencia de
un nimero variable de semillas en frutos de esta variedad, que reducen su valor
comercial. Con el objetivo de estudiar el comportamiento reproductivo de ‘Afourer’,
caracterizar su comportamiento productivo cuando la polinizacion es impedida y
determinar su compatibilidad con distintos cultivares presentes en el pais, se plantearon
tres experimentos en el departamento de Paysandu. En el primero se aislaron plantas
para impedir la polinizacidon cruzada y se dejaron testigos en condiciones de polinizacion
libre. El rendimiento fue igual en ambas condiciones y el 99 % de los frutos en plantas
aisladas no presentaron semillas, lo que confirm6 la muy buena habilidad partenocarpica
del cultivar. En el segundo, se realizd el seguimiento de flores en microscopio de
fluorescencia desde antesis a 9 dias posteriores, lo que permitié deducir que los gametos
femenino y masculino son viables por lo menos hasta el noveno dia. El impedimento del
crecimiento del tubo polinico luego del sexto dia de antesis demuestra que el cultivar
‘Afourer’ presenta autoincompatibilidad de tipo gametofitica. En el tercer experimento
se realizaron seis tratamientos: flores polinizadas con naranja ‘Valencia’, mandarinas
‘Clemenules’, ‘Afourer’ y polinizacion libre, flores embolsados y flores emasculados y
embolsados. Se midié el cuajado final, porcentaje de frutos con semilla, nimero de
semillas por fruto y evolucion del diametro de frutos. ‘Valencia’ fue la variedad con
mayor afinidad con ‘Afourer’, ya que los frutos de este cruzamiento fueron los que
presentaron mayor cuajado, mayor proporcion de frutos con semilla y mayor numero de
semillas por fruto. A su vez, junto con los frutos obtenidos por polinizacién libre, fueron
los que presentaron el mayor didmetro final. Por el contrario, la polinizaciéon con
‘Clemenules’ no permitid6 obtener conclusiones fiables ya que las anteras fueron
defectuosas impidiendo una polinizaciéon normal. La ausencia de semillas en frutos
producto de la polinizacion con ‘Afourer’ reafirma la existencia de autoincompatibilidad
en este cultivar. Por ultimo, se constatd un efecto de la polinizacion sobre el tamafio
final de los frutos, ya que los frutos de flores emasculadas fueron significativamente mas
pequeiios comparados a los del resto de los tratamientos.

Palabras clave: ‘Afourer’; Autoincompatibilidad; Partenocarpia; Polinizacion; Semillas.
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7. SUMMARY

Seedless fruits are increasingly demanded in the fresh consumption international market.
Considering this aspect, in Uruguay, Citrus producers are selecting seedless varieties.
Indeed, ‘Afourer’ mandarin, which is one of the most important recently introduced
variety, occupies the 3.2 % of the total mandarin cultivated area. Citrus industry has
worried about the presence of seeds in this cultivar fruits, which depreciate its
commercial value. The objectives of this work were to study ‘Afourer’ reproductive
behavior, its parthenocarpic ability and the pollination efficiency of two commercial
varieties cultivated in Uruguay. Three experiments were carried out in Paysandu
location. In the first one, plants were isolated with nets avoiding cross-pollination, and
control plants remained under open pollination conditions. Both treatments resulted in
the same yield, and 99 % of the isolated fruits were seedless, which confirms the high
parthenocarpic ability of this cultivar. In the second experiment, flowers from each
treatment were observed from anthesis to 9 days after by fluorescence microscope,
indicating that female and male gametes were viable at least until the nineth day after
anthesis. Pollen tube growth arrest in the style from the sixth day after anthesis in self-
pollination, exposes that ‘Afourer’ mandarin has gametophytic type self-incompatibiliy .
In the third experiment six treatments were performed: flowers pollinated with
‘Valencia’ orange, ‘Clemenules’ and ‘Afourer’ mandarin, open pollinated flowers,
isolated flowers, and emasculated and isolated flowers. Fruit set, seeded fruit percentage,
number of seeds per fruit and fruits size, were measured. ‘Valencia’ orange was the most
compatible variety with ‘Afourer’, due to the highest fruit set, seeded fruits proportion
and number of seeds per fruit. Besides, this fruits, together with those obtained from
open pollination, resulted in the largest size. On the other hand, no reliable results were
obtained from the pollination with ‘Clemenules’ mandarin, due to defective anthers. The
absence of seeds in fruits from the artificial self-pollination, reaffirms the existence of
self-incompatibility in ‘Afourer’ mandarin. Finally, a pollination effect on fruit size was
observed, since fruits obtained from emasculated flowers were smaller than the others.

Key words: ‘Afourer’; Autoincompatibility; Parthenocarpy; Pollination; Seeds.
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