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1 - 1NTRODUCC1 ON 

Se aplica el término "citokininas" a un grupo de s usta.!2_ 

cias que promueven la división celular en los tejidos vegetales 

y tienen estructura química y efectos fisiológicos, como regulad~ 

res de crecimiento, similares a los de la kinetina (6-furfurilami 

nopurina), primera substancia de estas características aislada e 

identificada por Miller et al. (1955). Este término fue propuesto 

por vez primera por Skoog, Strong y Miller en 1965, para distin­

guir esta familia de compuestos de las "kininas", grupo de susta.!2_ 

cias químicamente distintas y de función biológica en los anima­

les, y puesto que había que desechar el término "fitokininas" an­

te la evidencia de la presencia de citokininas en bacterias 

(Gefter y Russell, 1969) y células de algunos mamíferos (Gallo et 

al., 1969). 

J.- Las citokininas naturales.- En el Cuadro se presentan las 

estructuras de las citokininas conocidas y la referencia de 

los autores que las citaron por vez primera. 

Posteriormente se han citado numerosos derivados de 

las citokininas ya descritas con actividad biológica en diver 

sos bioensayos. Estos derivados se pueden agrupar en tres ti 

pos: N-glucósidos (Yoshida y Oritani, 1972), con el grupo gl~ 

cósido enlazado en N-3, N-7 ó N-9 del núcleo de la purina; 

0(4)-glucósidos (Parker et al., 1975); aminoácidos conjugados 

al N-3 ó N-9 de la purina (McLeod et al., 1975; Abe et al ., 

1976). 

2.- Efectos biológicos.- El primer efecto biológico descrito, y 

que sirve de modo general para definir las citokininas, es la 

promoción de la división celular (Das et al., 1956; Patau et 

al., 1956). 

Otro efecto biológico descrito por primera vez en 

cultivos de tejido de tabaco, es la inducción de yema s y la 

inhibición de la rizogénesis, efecto confirmado en otras es 

pecies (Wolter, 1964). 

Las citokininas provocan también la expansión celu-
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lar, fenómeno que ocasiona la inducción del crecimiento de 

las hojas (Probine y Barber, 1966). 

Promueven también la formación de cloroplastos 

(Stetler y Laetsch, 1965) y la síntesis clorofila (Boasson y 

Laetsch, 1967). Retrasan también la senescencia de las hojas 

(Richmond y Lang, 1957). 

Las citokininas inducen la formación de yemas latera 

les e inhiben la dominancia apical (Schmid, 1960). 

También inducen la floración, tanto en plantas de 

día largo (Maheshwari y Venkataraman, 1966; Michniewicz y 

Kamienska, 1965) como de día corto (Chailakhian y Butenko, 

1960). Intervienen en la regulaciéin del sexo (Durand, 1966; 

Negi y Olmo, 1966). 

Se ha descrito también el aumento del cuajado del 

fruto (Weaver et al., 1965) y la inducción de la partenocar­

pia (Crane y Van Overbeek, 1965); Van Overbeek (1962) propo­

ne un papel predominante de las citokininas en los primeros 

estadios del desarrollo del fruto. 

Las citokininas aumentan la resistencia de las pla~ 

tas a los factores adversos, tales como elevadas temperaturas 

(Mothes, 1964), bajas temperaturas (Kuraishi et al., 1966) y 

algunas infecciones, tales como la de Pseudomonas tabaci 

(Lovrekovich y Farkas, 1963). 

Las citokininas retienen y acumulan metabolitos de 

bajo peso molecular, entre ellos, aminoácidos no protéicos c~ 

mo el aminoisobutírico (Egelbrecht, 1961; Mothes et al., 1959 

y 1961). 

Se ha postulado una interacción entre las citokininas 

y el ácido abscísico en el paso de período de latencia acre­

cimiento activo en yemas y semillas (Van Overbeek et al., 

1967). 

3.- Bioensayos.- La cuantificación del contenido endógeno en cito 

kininas de un tejido, tropieza con importantes inconvenientes 

si se pretenden utilizar métodos puramente químicos. Estos se 

centran fundamentalmente en la dificultad que presenta su ais 

!amiento y las grandes pérdidas de compuestos activos que se 

Fundación Juan March (Madrid)
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producen a l o l a r go del proceso de extracción y purificación. 

Por otra parte la s extremadamente bajas concentraciones de e~ 

tos compuestos q ue se presentan en los tejidos naturales, ha­

ce que ~ ucha s veces lo s métodos físico-químicos de determina­

c i ó n no tengan se n s ibilidad suficiente. 

Po r todo el l o , y a pe sa r de los grande s avances en 

l as técnica s de se p a ración e identificación por los métodos 

de cromatografía gaseosa, espectrometría de masas, cromatogr~ 

fía gas-líquido, cromatografía líquida de alta presión, etc., 

y de su aplicación satisfactoria al caso de las citokininas, 

s iguen teniend o g r a n importancia los bioensayos específicos, 

basados en los efectos biológicos anter i ormente vistos. 

Los primeros bioensayos que s e utilizaron se basaban 

en la prom oc ión de la división ce lular, que aparece como la 

primera acti v idad biológica con o cida de este tipo de fitohor 

monas, y a la que son muy sensib le s diversos tejidos indife­

renciad os . 

Otros bioensayos se basan en diversos efectos bioló 

gicos , pero lo s resultados obtenidos en cuanto a la determina 

ción del contenido endógeno de citokininas, varían a preciabl~ 

mente según se utilice uno u otro bioensayo, por lo que ser~ 

com ienda s iempre el u so de un bioensayo basado en la división 

celular p a ra una determinación definitiva, ya que respecto a 

este pr o ce so bi o lógico, son acti vas todas las citokininas co 

nac idas, sie ndo así que es e l fenómeno que nos sirve para la 

definició n de este grupo de sustancias . Los otros bioensayos, 

aunque más rápid os , so n puramente indicativos, y tienen mayor 

utilidad a efectos de compa r ac i ón entre distintos tejidos. 

Síntesi s, tran s porte y lugares de acción.- En principio, to­

das la s células de un organismo vegeta l están capacitadas p~ 

ra la s ínte s i s de citokininas; sin embargo, es evidente que 

uno s tejidos nece sita n más que otros del aporte exógeno de ci 

t oki nina s para s u crecimiento y que e l contenido endógeno en 

e s tas fito ho rm onas va rí a de un os tejidos a otros, l o que hace 

pe n sa r en una di fere nt e capacidad de s íntesis . Por otra parte, 

s e ha puesto de manifiesto el tran s po rt e de la s citokininas 
Fundación Juan March (Madrid)
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por el floema (Black y Osborne, 1965) y por el xi lema (ltai 

y Vaadia, 1965; Kende, 1965; Loeffler y Van Overbeek, 1964). 

Se ha descrito la síntesis de citokininas en dos ór 

ganos, el ápice de la raíz y las semillas. 

Apice de la raíz: La presencia de citokininas en las 

raíces fue puesta de manifiesto por Babcock y Morris (1970). 

Short y Torrey (1972) encontraron que el extremo terminal de 

1 mm de las raicillas de plántulas de guisante, contenía 44 

veces más citokininas 1 ibres que el segmento superior entre 

1 y 5 mm. Sistemas radiculares sometidos a condiciones adver 

sas de sequedad o de salinidad, producen una disminución en 

el contenido en citokininas de los exudados de xi lema (ltai 

et al . , 1968, 1973). En muchas especies se han dado referen­

cias de los cambios de niveles de citokininas endógenas en 

los exudados de xi lema en correspondencia con el estado de 

desarrollo de los distintos órganos de la planta (Luckwill y 

Whyte, 1968; Davey y Van Staden, 1978). 

Semillas : Burrows y Carr (1970) observaron que los 

niveles endógenos de citokininas en las semillas en desarro­

llo de guisante, eran máximos en los períodos de máximo volu 

men del endospermo y en los períodos de más rápido crecimie~ 

to del embrión. Hahn et al. (1974) obtienen evidencia de la 

síntesis de citokininas en las semillas de guisantes median­

te el cultivo "in vitro" de las mismas, ya que sin un sumini~ 

tro exógeno de estos reguladores de crecimiento, los conteni 

dos endógenos aumentaban con el desarrollo del endospermo y 

del embrión. 

En cuanto a los órganos donde se da un alto conteni 

do en citokininas y se ha descrito la influencia de las mis­

mas en su desarrollo, se han citado: 

Las hojas: El contenido en citokininas ibres va 

aumentando con su desarrollo (Engellrecht, 1972), y al llegar 

a la madurez el contenido es muy alto, pero predominan enton 

ces los glucósidos (Hewett y Wareing, 1973; Van Staden, 1976) , 

interpretados como formas de reserva o inactivadas . 

Los frutos: Los frutos en desarrollo se han citado 

siempre como Órganos con un gran contenido en citokinina s 
Fundación Juan March (Madrid)
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(Miller, 1965; Davey y Van Staden, 1978). La misión principal 

de estas citokininas sería la atracción de metabolitos y ele 

mentos minerales necesarios para· el desarrollo del fruto 

(Seth y Wareing, 1967; Luckwill, 1977). Con la maduración van 

disminuyendo los niveles de estas hormonas (Davey y Van 

Staden, 1977 y 1978), aumentando la proporción de glucósidos 

respecto a las formas libres. 

Las yemas: Se ha descrito un alto contenido en cito 

kininas en estos órganos (Kannagara y Booth, 1974; Davey y 

Van Staden, 1978), llegándose incluso a pensar en que const.i_ 

tui rían un lugar de síntesis, pero Henson y Wareing (1977) 

demostraron que las citokininas presentes en las yemas eran 

resultado del transporte desde otros Órganos. 

11- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

1 . - Influencia de las citokininas sobre la división celular y 

proliferación de callos.- Los primeros trabajos sobre culti­

vo de tejidos de Citrus se encaminaron fundamentalmente a 

conseguir la proliferación de masas celulares "in vitro". Va 

rios investigadores como Demétriades (1954) y Murashige y 

Tucker (1969) obtuvieron callos a partir de diversos tejidos 

aislados del tallo y del fruto de plantas del género Citrus. 

En este trabajo se ha estudiado el efecto de las 

substancias hormonales sobre el crecimiento de los callos ob · 

ten i dos a p a r t i r de en t re nudos de C i t rus 1 i mo n ( L . ) cu l t i va -

dos in vitro. También se han determinado las condiciones para 

la separación, división y pro] iferación de células aisladas 

de estos callos. 

2.- Control hormonal de la Organogénesis.- En los agrios, Rangan 

et al. (1968, 1969), Button y Bornman (1971), Navarro et al 

(1979), han inducido la embriogénesis en tejido nucelar de 

semillas. 

Grimblat (1972) obtuvo la diferenciación de yemas a 

partir de callos procedentes de tallos de plántulas de C. 

madurensis en un medio rico en citokininas. Primo y Harada 

Fundación Juan March (Madrid)
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(1976) demuestran el control hormonal de la diferenciación 

de tallos, raíces y callos en citrange Troyer (híbrido de C. 

sinensis var. W. nave] x P. trifol iata) determinando histol~ 

gicamente el origen de los órganos neoformados y desarrollan 

una técnica de propagación vegetativa "in vitro" para esta 

planta. 

En este _ trabajo se estudia el control hormonal de 

la organogénesis en plantas del género Citrus y Poncirus así 

como de un híbrido intergenérico, el citrange Troyer. 

Propagación de patrones de agrios m~diante técnicas de culti­

vo de tejidos.- Raj Bhansali y Arya (1978) estudian el efec­

to de diversas fitohormonas sobre la organogénesis de cal los 

de C. sinensis, C. grand is, C. aurantifol ia y C. l imetioides 

con vistas a desarrollar sistemas de propagación "in vitro" 

para las mismas. 

También se ha estudiado el cultivo "in vitro" de y~ 

mas vegetativas y el efecto de la aplicación de reguladores 

de crecimiento al medio de cultivo (Altman y Goren, 1971, 

1974; Navarro et al., 1975). 

Por último se ha conseguido regenerar plantas compl~ 

tas a partir de células individuales (Button y Botha, 1975) o 

protoplastos (Vardi et al., 1975). 

La propagación de los portainjertos de agrios en la 

práctica, se realiza por semillas, manteniéndose la homogenei_ 

dad genética de la descendencia gracias al caracter pal iem­

briónico de las especies utilizadas como porta injertos, en 

las cuales los embriones nucelares suelen predominar sobre el 

de origen sexual. Sin embargo como complemento a nuestro pr~ 

grama de mejora genética de patrones de agrios (Forner, 1977) 

en el cual se manejan híbridos o mutantes selectos que prese~ 

tan caracteres juveniles, en los que deben pasar varios años 

para poder obtener frutos y semillas, es interesante dis,poner 

de sistemas de propagación vegetativa "in vitro" en los que 

partiendo de una pequeña cantidad de material vegetal pueda 

obtenerse rápidamente un número suficiente de plantas para 

real izar los ensayos de adaptación ecológica y tolerancia a 

Fundación Juan March (Madrid)
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enfermedades . 

En es te trabajo se estudia comparativamente la cap~ 

cidad d e propagar diversas especies de Citrus utilizadas co­

mo patrones por diferentes sistemas de cultivo de tejido s 

4.- Co ntr o l de l a floración.- El co ntr o l d e l a floración de los 

agrios media nte la aplicación de s ubstancias con actividad 

como reguladores del d esa rrollo ha sido ampliamente estudia 

d o . E 1 á c i d o g i b e r e 1 i c o a p 1 i c a d o d u r a n t e e 1 p e r í o d o d e i .n d u c 

c ión fl ora l (n oviemb re-diciembre en nuestras condiciones) 

inhibe claramente la floración posterior de los agrios 

(Honsel ise y Halev y, 1964; Hoss, 1970; Guardiola et al., 

1977). Por el contrario el CCC (cloruro de cloroetiltrimeti­

lamonio), el SADH (dimetil hidracid o del ácido succínico) o 

el BOA (oxiacetato de benzotiazol) estimulan la floración en 

los limoneros (M o nselise et al., 1966) aunque este efecto es 

menos acusado en el naranjo (Moss, 1971). 

El efecto de las aplicaciones de citokininas sobre 

la floración de l os agrios es prácticamente desconocido por 

lo que el o bjeto de esta parte del trabajo es conocer el 

e fecto de este t i po de hormona s sobre la inducción floral en 

estas plantas. 

5.- Incremento de la fructific~ción.- En los agrios, el ácido g! 

berélico (GA) ha sido ampliamente utilizado para conseguir 

un incremento del cuajado del fruto. Los efectos han sido fa 

vorables cuando las aplicaciones se han hecho a flores, fru­

tos o ramas en diversas variedades (Hield et al., 1958; Soost 

y Burnett, 1961; Krezdorn y Cohen, 1962). 

Los tratamientos a árboles completos de naranjos 

Va lencia y Washington navel dieron sin embargo resultados p~ 

co sa tisfactorios en cuanto al incremento en la producción 

(Coggin s et al., 1960; Hield, 1965; Moss, 1970). En general 

es t os tratamientos pr o ducen un aumento inicial del número de 

frutos retenido s aunque posteriormente no se aprecia una me­

jo ra con si derable en la cosecha final. Resultados semejantes 
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se obtuvieron en pomelo y 1 imonero (Coggins et al., 1960, 

1962). En clementino las aplicaciones de GA a árboles compl~ 

tos han dado como resultado un aumento del cuajado del fruto 

y de la producción, especialmente cuando los árboles se cul­

tivan en condiciones de inadecuada polinización cruzada 

(Soost y Burnett, 1961; García Martínez y García Papí, 1979) 

En general, los distintos autores coinciden en afirmar que 

el aumento del número de frutos cuajados con estos tratamien 

tos da lugar a una disminución del tamaño de los mismos. 

A diferencia de las giberelinas cuyos efectos sobre 

la fructificación del naranjo han sido extensamente estudia­

dos, se dispone de muy escasa información sobre la influen­

cia de las citokininas en este proceso. Se ha observado que 

la kinetina aplicada a inflorescencias o frutos pequeños au­

menta el porcentaje de éstos que cuajan (Moss, 1972; Primo 

et al., 1977; García Martínez y García Papí, 1979) aunque no 

se conocen bien los efectos de las aplicaciones al árbol en­

te ro. 

En este trabajo se estudia el efecto de diversas 

concentraciones de citokininas aplicadas en diversos estados 

del desarrollo del fruto sobre su cuajado. Se han selecciona 

do las variedades de naranjo Navelate y Clementina fina por 

presentar ambas problemas de deficiente cuajado. 

6.- Retraso de la maduración.- Los reguladores de crecimiento ac 

túan de forma eficaz sobre diversos aspectos de la madurez 

de los frutos cítricos. Se ha demostrado que el GA retrasa 

la degradación de la corteza de frutos de diversos agrios 

(Coggins y Hield, 1958; Monselise, 1973; Soost y Burnett, 

1961; Coggins et al., 1960). Un efecto similar, aunque quizá 

menos acusado, ha sido evidenciado al aplicar auxinas de SÍ.'.:_ 

tesis como el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Stewart 

194 9) . 

Por otra parte la senescencia de la corteza del fru 

to produce en la misma una serie de alteraciones entre la s 

que cabe destacar el reblandecimiento (Coggins y Le wis, 1965) 

Las aplicaciones ·de GA retrasan claramente la senescencia de 
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la corteza del fruto y afectan por tanto la aparición de to­

das estas alteraciones. 

Los efectos de las citokininas sobre la senescencia 

de la corteza del fruto han sido mucho menos estudiados aun­

que se ha mostrado que la 6-benciladenina (6-bencilaminopuri 

na) retrasa la degradación de la clorofila en naranjas (Eil!!.. 

ti et al 1969). 

Debido al interés práctico que tienen los tratamie~ 

tos que afectan la maduración o la conservación del fruto, 

en esta parte del trabajo se ha estudiado el efecto de las 

citokininas sobre el color, maduración y características de 

los frutos cítricos. 

Contenido endógeno.- La primera refe r encia sobre citokininas 

en tejidos de Citrus la dan Khalifah y Lewis (1966), que CO!!!_ 

probaron la presencia, en las semillas de limonero, de un 

factor que induce la división celular, aunque no identifica 

ron la substancia en cuestión. 

No hemos encontrado referencias sobre la presencia 

de citokininas en la raíz en los agrios, y aunque Wheaton y 

Bausher (1977) intentan identificarlas en el exudado de xile 

ma de estas plantas, mediante cromatografía 1 Íquida de alta 

presión (HPLC) seguida de un bioensayo, los resultados no son 

concluyentes. La presencia de citokininas se ha comprobado en 

hojas de 1 imonero de diferentes edades (llan y Goren, 1979), 

en yemas (Mingo, 1979) y en la corteza del fruto del naranjo 

(Erner et al., 1976). La escasez de información sobre el con 

tenido endógeno de estas hormonas en los agrios justifica que 

en esta parte del trabajo se trate de profundizar en el con~ 

cimiento de la distribución y evolución de las mismas en di­

versos órganos tales como raíces, yemas florales y vegetati­

vas y frutos en distintos estados de desarrollo. 

- MATERIAL Y METODOS 

Cultivo de entrenudos.- Para el estudio de la división cel~ 

l;ir y proliferación de callos se tomaron brotes jóvenes de 
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plantas de Citrus limon; para el estudio de la organogénesis 

se tomaron brotes jóvenes de plantas de Citrus sinensis Os­

beck. var. Washington Navel, de Poncirus trifol iata R. y de 

su híbrido citrange Troyer. 

Estas plantas fueron cultivadas en invernaderos a 

la temperatura de 22°C. durante el día y 18ºC. durante la 

noche con un fotoperíodo de 16 horas. Después de obturar las 

extremidades cortadas con parafina fundida, los brotes se su 

mergen durante 5 minutos en agua adicionada de un mojante 

(Tween 20 al 0'1%) y posteriormente se desinfectan durante 

15 minutos en una solución filtrada de hipoclorito cálcico 

al 7%. Después de lavarlos 3 veces con agua esteril se cor­

tan segmentos de entrenudos de aproximadamente 1 cm. de lon 

gitud que se dividen longitudinalmente en dos fragmentos. E~ 

tos inóculos se cultivan asépticamente en un medio que con­

tiene los elementos minerales y vitaminas de MURASHIGE y 

SKOOG (1962), sacarosa al 5% y diferentes substancias de ere 

cimiento del tipo auxinas y citokininas. El pH del medio se 

ajusta a 5'5 antes de adicionar el agar (Difco-Bacto) al 0'7 %. 

Los medios se esterilizan en autoclave durante 20 min. a 

120°C. Los cultivos se efectúan en tubos de 24 x 160 mm. con 

teniendo 20 ml. de medio y un solo inóculo manteniéndolos a 

una temperatura de 27ºC durante el día y 24 durante la noche 

con un período de iluminación de 16 horas (a una intensidad 

luminosa de J.000 lux aproximadamente que se consigue con 

lámparas fluorescentes tipo Gro-lux). 

2.- Cultivo de células separadas.- Para la obtención de las su~ 

pensiones celulares se utilizaron callos obtenidos a partir 

de segmentos de entrenudos. Estos callos se obtienen en el 

medio que contiene como substancias de crecimiento 2,4-D 
-6 -6 

5.10 M y BA 10 M, pues se ha observado que este medio pr~ 

duce los callos más friables. 

Para la separación de las células se han ensayado 

procedimientos enzimáticos y mecánicos. Se han utilizad o di 

versas enzimas comerciales del tipo pectinasa, el número d e 

células disociadas ha sido escaso. Se ha ensayado la acción 
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conjunta de estas pectinasas con enzimas del tipo celulasa a 

baja concentración (celulasa onozuka y driselasa al 0'5%). 

Pero no han producido el efecto sinérgico deseado. Tampoco 

ha mejorado la separación de las células la adición de mani 

to 1 . 

Se ha empleado con aceptables resultados un homog~ 

neizador tipo "Potter Elvehjem", en el cual se introducen 

los cal los partidos en pequeños pedazos junto con 15 ml de 

me dio de cultivo. El líquido obtenido después de una separ~ 

ción de las células se filtra en un tamiz metálico de 0'038 

mm de malla con objeto de eliminar los agregados celulares. 

Las células aisladas se separan mediante una centri 

fugación a 1.000 r . p.m. durante 3 minutos. El líquido sobre 

nadante se decanta y las células se vuelven a eluir en un vo 

lumen de medio de cultivo tal que la concentración celular 

resultante sea de aproximadamente 10 4 células por ml, medida 

con un hematímetro de Malassez de mm3 . Todas las operaci~ 

nes anteriormente descritas se realizan asépticamente. El me 

dio de cultivo es el anteriormente citado, salvo la concen­

tración de sacarosa, que en este caso es al 2%, y al que se 

han añadido como substancias de creci miento 2,4-D y BA a di­

ferentes concentraciones. Los cultivos se realizan en placas 

petri de 5 cm de diámetro con 3 ml de suspensión por placa. 

Estas placas se cierran con "Parafilm" y se disponen cada 

seis en placas de 18 cm de diámetro, cuyo fondo está recu­

bierto de papel de filtro humedecido con agua destilada, lo 

cual hace que se comporte como una cámara húmeda . Los culti 

vos se real izan a la temperatura de 27ºC y a la oscuridad. 

Para cada medio de cultivo se contó el número de colonias en 

5 placas petri. 

3 . - Propagación vegetat i va "in vitro".- El presente estudio se 

realizó en las especies del género Citrus: C. aurantium Lin. 

(naranjo amargo), C. taiwanica Tan & Shim, C. medica Linn 

(Cidro), C. reticulata Blanco (mandarina común), C. reshni 

Ho rt ex Tan (mandarina Cleopatra) C. sinensis (L) Osbeck 

(naranjo dulce var Blanca comuna), C. jambhiri Lush (limón 
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rugoso), C. volkameriana Pasquale, C. Macrophyl la Wester; en 

la especie de Poncirus, P. trifoliata (L.) Raf. y en dos hí­

bridos el citrange Troyer (híbrido de C. sinensis (L) Osbeck 

var Washington navel x P. trifol iata (L.) Raf.) y el Swingle 

Citrumelo C.P.B. 4475 (híbrido de C. paradisi Macf. var 

Duncan x P. trifoliata (L.) Raf.). 

ti va: 

Se utilizaron tres sistemas de propagación veget~ 

A) Partiendo de un fragmento de entrenudo se induce la 

proliferación de callo y posteriormente la regener~ 

ción de yemas adventicias en un medio rico en cito­

kininas. Una vez desarrolladas estas yemas en pequ~ 

ños tallos éstos se trasplantan a un medio rico en 

ANA para su enraizamiento. 

B) Se parte de una yema vegetativa, separada del tallo 

junto con una porción de tejido circundante y se 

cultiva en un medio con citokininas con objeto de 

producir el desarrollo de brotes múltiples. Los t~ 

llos obtenidos se transfieren posteriormente a otro 

medio con ANA para su enraizamiento. 

C) Se parte de un segmento de brote de aproximadamente 

1 cm. de longitud con una yema en su externo superior 

que se coloca verticalmente sobre un medio de culti 

vo rico en ANA de forma que la yema quede completa­

mente sumergida en el medio con objeto de provocar 

la neoformación de raíces en esta zona. 

En todos los casos las plantas enraizadas se pasan 

a maceta con un substrato adecuado a base de turba y arena 

al 50% y se fertilizan con la solución mineral de MURASHIGE 

y SKOOG (1962). Las macetas se introducen en bolsas de po­

lietileno para reducir las pérdidas de humedad procediendo 

según el método descrito por NAVARRO et al. (1975). 

La técnica utilizada para el cultivo de tejidos ha 

sido la descrita en el punto 1. 

4.- Estudio histológico de los tejidos en cultivo.- El estudio 
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histológico sobre la diferenciación de órganos se ha real i­

zado por el procedimiento siguiente: 

4 . 1. Fijación.- Las muestras se fijan en una mezcla (FAA) 

con la siguiente composición: 90 ml. de alcohol etílico 

al 70 %, 5 ml. de ácido acético glacial y 5 ml. de forma 

lina comercial (formaldehido 40 %). Siempre se utiliza 

un gran volumen de FAA en relación con el volumen del 

tejido. El período de fijación es de 1 a Z días. 

4.2 . Deshidratación.- El tejido se lava ·durante Z4 horas p~ 

ra eliminar totalmente el FAA. Para deshidratarlo se p~ 

sa durante 1 a Z horas cada vez por una serie de solu­

ciones de alcohol etílico de las siguientes concentra­

ciones: 5%, 10 % y 30 %, la deshidratación se completa 

con mezclas de alcohol butírico terciario (TBA), alco­

hol etílico y agua, que progresivamente se reemplaza 

por TBA. 

Se utilizan las siguientes soluciones : 

1.- 50 ml. de HzO, 40 ml. de alcohol etílico, 95 % y 10 

ml. de TBA. 

Z.- 30 ml . de Hzº• 50 ml. de alcohol etílico, 95 % y ZO 

ml. de TBA. 

3.- 15 ml. de HzO, 50 ml. de alcohol etílico, 95 % y 35 

ml. de TBA. 

4.- 45 ml. de alcohol etílico, 95 % y 55 ml . de TBA . 

5.- Z5 ml. de alcohol absoluto y 75 ml. de TBA . 

6.- 100 % de TBA. 

Las muestras se dejan en cada solución durante 

4 horas excepto en la última (TBA, 100%) en la que se 

mantienen durante 8 a 10 horas en la estufa a 30ºC. 

4.3. Inclusión en parafina.- Se colocan las muestras con TBA 

suficiente para cubrirlas, en vasos que contienen para­

fina. Se introducen en una estufa a la temperatura de 

65 º C, y después de 4 horas, se reemplaza la parafina 
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utilizada por parafina fresca fundida. 

Al cabo de 48 horas se vierte una capa de par~ 

fina fundida sobre pequeños moldes hechos con papel de 

aluminio y cuando comienza a solidificarse se colocan 

cuidadosamente las muestras añadiendo una nueva capa de 

parafina. 

4.4. Cortes histológicos.- El tejido se corta en secciones 

de 10 ~ mediante un microtomo tipo Minot. 

4.5. Tinci5n.- El tejido se ha teñido con safranina y verde 

rápido según el siguiente proceso: 

Con objeto de eliminar la parafina, las sec­

ciones se introducen en xileno durante 10 minutos y po~ 

teriormente se pasan a una mezcla de xileno y alcohol 

absoluto al 50% durante 5 minutos. 

Para hidratar las secciones se mantienen 5 mi 

nutos en cada una de las siguientes soluciones de aleo 

hol de concentraciones decrecientes: Alcohol absoluto, 

95%, 70% y 50%. 

Las secc[ones se tiñen a continuación con una 

solución de safranina al 0'5% (p/v) en etanol al 50 % du 

rante 2 horas. Posteriormente se lavan con agua, se p~ 

san rápidamente por una serie creciente de soluciones 

alcohólicas del 70%, 90% y alcohol absoluto, y se tiñen 

durante 2-4 minutos con verde rápido (solución al 

(p/v) en una mezcla de aceite de clavo y etanol al 

0'5 % 

5 0 %) . 

Finalmente las secciones se pasan por una mez 

cla de aceite de clavo al 50%, alcohol absoluto al 25% 

y xileno al 25%, lavándose por último con xileno. 

4.6. Estudio cromosómico de las plantas obtenidas.- Se cor­

tan raicillas que tengan aproximadamente 0'5 cm. de lo~ 

gitud, se lavan con agua destilada y se tratan con col­

chicina al 1% (p/v) durante dos horas. 

Después de este tratamiento previo se real iza 

la tinción según el método Feulgen. El tiempo óptimo de 
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hidrólisi s , durante el cual las raíces se introducen en 

HCl lN a 58-60ºC ha s i do 15 minutos. Posteriormente las 

raíces s e lavan con agua destilada y se dejan en fucsi­

na leuco básica hasta que la zona apical aparezca inten­

samente teñida. 

Para el montaje se utiliza orceina acética al 

1 % • 

5 . - Control de la floración.- Se aplica kinetina a diferentes 

concentraciones (10, 20 y 50 pp~.) a árboles adultos de la 

variedad Washington Nave! en diferentes momentos durante el 

período de parada invernal. La pulverizaci6n se realizó con 

una mochila atomizadora aplicando una cantidad aproximada a 

6 1 itros por árbol de s o lución hormonal a la que se había 

añadido un mojante (Tween 20 al · 0'1 %). En cada tratamiento 

se utilizaron tres grupos de tres árboles cada uno distribuí 

dos en bloques al azar. Los conteos de brotes florales y ve 

getativos se real izaron en la primavera siguiente y para 

ello se tomaron 4 ramas grandes por árbol distribuidas en la 

dirección de los puntos cardinales, realizándose en ellas el 

conteo del número total de flores, así como del número de in 

florescencias florales, mi x tas y brotes vegetativos. 

6.- Incremento de la fructificación . -

6.1. Aplicación a frutos individuales.- Se aplicó kinetina a 

diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 50 ppm.) a fru­

tos individuales de la variedad Navelate, situados en 

diferentes posiciones, es decir frutos de brotes mixtos 

o florales. 

Los tratamientos se efectuaron en momentos del 

desarrollo del fruto correspondientes a floración, cai_ 

da de pétalo s (principios de mayo), 15 días (frutos de 

1 cm . apro x imadamente) y un mes más tarde (principi-0s 

de junio, frutos de 2-2'5 cm . aproximadamente). 

La aplicación hormonal se real izó sumergiendo 

los frutos en una solución de dicha substancia a la que 
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se había añadido un mojante (Tween 20 al 0'1%). Los 

frutos tratados así como los frutos testigos sin tratar 

que se dejaron en todos los árboles objeto de la expe­

riencia, se marcaron individualmente mediante etique­

tas, con el fin de seguir su evolución. 

6.2. Aplicaciones a árboles completos.- Se aplicó kinetina a 

diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 50 ppm.), pulv~ 

rizando una solución de esta hormona a árboles adultos 

de las variedades Navelate y Clementina fina. Ambas va­

riedades se seleccionaron por presentar problemas de 

cuajado de fruto. Para el ensayo se escogió un huerto 

de cada una de las variedades, que presentaban un arbo 

lado homogéneo y donde previamente se comprobó que no 

existía ningún factor nutricional ni de cultivo que co~ 

dicionase la producción. Cada tratamiento se real izó 

en 20 árboles, distribuidos en 5 bloques al azar de 4 

§rboles cada uno, dejándose sin tratar un número igual 

de árboles con la misma distribución. La pulverización 

se real izó con una mochila atomizadora aplicando una 

cantidad aproximada de 6 l por árbol de solución hormo 

nal a la que se había añadido un mojante (Tween 20 al 

0'1%). Se realizaron tratamientos en las épocas de la 

caída de pétalos (aproximadamente 80 % de pétalos caí­

dos), 15 días y 1 mes más tarde (principios de Junio). 

Los resultados se obtuvieron determinando, en la época 

de recolección del fruto, el peso de cosecha, el número 

de frutos por árbol y el tamaño de los mismos. 

Retraso de la maduración.- Se aplicó kinetina a diferentes 

concentraciones (10, 20 y 50 ppm.) a frutos individuales de 

la variedad Valencia Late. Los frutos se eligieron al azar 

sin tener en cuenta posiciones relativas ni tamaños. 

Los tratamientos se efectuaron en dos momentos : a 

mediados de Noviembre, con el fruto ya desarrollado pero to 

talmente verde, y a mediados de Diciembre, cuando el fruto 

ha comenzado el viraje de color. 
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La aplicación hormonal se real izó mojando los fru­

tos con un pulverizador, con las correspondientes soluciones 

de kinetina a las que se añadió Tween 20 al 0 1 1%. Los frutos 

tratados se marcaron individualmente mediante etiquetas, pa­

ra seguir su evolución. Se tomaron muestras de frutos tanto 

tratados como sin tratar a intervalos de 15 días, a fín de 

determinar su coloración, contenido en clo r of i la y .carotenos 

e índice de madurez. 

- La coloración de la corteza se determinó mediante un 

colorímetro Hunterlab, modelo D25P,-2, que determina 

tres índices numéricos: L, que mide la luminosidad, 

y varía desde O (totalmente negro) hasta 100 (tata~ 

mente blanco); a, que mide la intensidad del rojo en 

valores positivos, la del verde en valores negativos, 

y marca el O para el gris y b, que mide la intensi­

dad del amarillo en valores posit i vos, la del azul 

en valores negativos, y marca el O para el gris. 

- Para evaluar el contenido en clorofila de la corteza, 

se real izó una extracción con acetona y posteriorme~ 

te se determinó la absorbancia a 645 y 663 nm de lo~ 

gitud de onda, para determinar el contenido en cloro 

fila a y b respectivamente. Los resultados se expre­

san finalmente en mg de clorofila total por g de pe­

so fresco de corteza. 

- La determinación del contenido en carotenos de la 

corteza se efectuó mediante extracción con eter etí 

1 ico y hexano, y lectura de la absorbancia a 450 nm 

de longitud de onda. Los resultados se expresan fi­

nalmente en mg de carotenos por g de peso fresco de 

corteza. 

- Para obtener el índice de madurez del zumo (relación 

sólidos totales/ácidos) se utilizó el método stan­

dard consistente en determinar los sólidos totales 

por refractometría y la acidez por valoración con hi 

dróxido sódico 0'1N. 

En el moment o inicial y final de l a experiencia se 
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caracterizaron los frutos determinando su diámetro, altura, 

espesor de corteza, peso de fruto, % de peso de corteza, % 

peso de jugo y% peso de pulpa. 

Determinaci6n de citokininas end6genas.-

8.1. Raíces.- Las raíces objeto de la experiencia se obtie­

nen a partir de embriones germinados de citrange Troyer . 

Se toman semillas, a las cuales se ha quitado las cubie~ 

tas y se desinfectan durante 20 minutos en una soluci6n 

de hipoclorito s6dico al 0'7%. Posteriormente se lavan 

con agua estéril, y, en condiciones asépticas, se colo­

can los embriones en medio de cultivo solidificado con 

agar al 0 1 8%, que contiene las sales minerales de 

Murashige y Skoog. Los embriones se hacen germinar en la 

oscuridad a 28ºC, y posteriormente, se deja crecer la 

plántula a la misma temperatura durante dos semanas con 

16 h. de luz y 8 h. de oscuridad. Cuando las raicillas 

han alcanzado aproximadamente 2 cm., se toman para rea 

l izar las extracciones de citokininas. 

8.2. Brotes y ovarios.- Los brotes y ovarios se obtienen me 

diante muestreo aleatorio en árboles adultos de las va 

riedades Blanca Comuna, Washington Nave! y Navelate; 

las muestras se transpo~tan al laboratorio ya congeladas 

con nieve carb6nica, y allí se liofilizan, se homogeni­

zan y se almacenan 1 iofil izadas a baja temperatura. Los 

brotes se tomaron en el mes de febrero, con una longitud 

máxima de 1/2 cm. Los ovarios se muestrearon antes y de~ 

pués de la caída de pétalos (finales de abril y mediados 

de marzo respectivamente). 

8.3. Método de extracci6n y separaci6n.- El material a anal i 

zar (6 g de peso fresco en el caso de las raíces, y 2 g 

de peso seco en el caso de las muestras 1 iofil izadas) se 

extrae en etanol al 80%; primero durante 3 horas a temp~ 

ratura ambiente y luego durante 20 horas a liºC. Se fil-
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tran las dos fracciones y se mezclan los dos filtrados. 

A continuación se evapora el etanol a vacío a 40ºC y la 

fase acuosa se centrifuga durante una hora a 6.000 r.p. 

m. y el sobrenadante se ajusta a pH 2'5 para efectuar 

tres particiones con hexano. La fase acuosa se agita d~ 

rante tres horas con polivinilpolipirrolidona (P.V.P. 

insoluble) para eliminar los fenoles, manteniéndose el 

pH a 6'5 -donde la absorción de las citokininas es mini 

ma (Biddington y Thomas, 1976)- mediante la adición a 

partes iguales de tampón fosfato 0'5M. Se elimina la 

P.V.P. por filtrado y la fase acuosa se lleva a pH 8 1 5 

para efectuar tres particiones con n-butanol con una du 

ración total de 24 horas. La fase n-butanol se lleva a 

sequedad en vacío a 50°C y el extracto seco se rediluye 

en etanol para efectuar la cromatografía. 

La cromatografía se real iza según describen 

Armstrong et al. (1969), en una columna de Sephadex LH-

20, de 90 cm de longitud y 2'5 cm de diámetro, utiliza~ 

do como eluyente etanol 35 % a un flujo de 15 ml/h, reco 

giéndose fracciones de 25 ml. 

Las fracciones se pasan a erlenmeyers de 250 ml 

y se llevan a sequedad en estufa de corriente de aire a 

45ºC durante 24 h. El extracto seco se rediluye en medio 

de Murashige y Skoog para el test de médula de tabaco, y 

se efectúa el bioensayo tal como describen estos autores 

(Skoog y Miller, 1957), utilizando plantas de tabaco de 

la variedad Wisconsin 38 crecidas en un invernadero. 

8.4. Difusión en agar.- En el caso de las raíces, se ha hecho 

una comprobación del contenido de citokininas en los áp~ 

ces mediante una prueba de difusión en agar. 

La determinación de la actividad de las citoki 

ninas difundidas a partir del ápice de la raíz se ha rea 

1 izado según el siguiente método: 

Las plántulas de Citrange Troyer, antes descri 

tas, se esterilizan con hipoclorito sódico al 0'7 % dura~ 

te 10 minutos, después -trabajando siempre en condicio-
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nes asépticas- se lavan con agua estéril, se corta la 

zona apical de la raíz a una distancia de 5 mm del extre 

mo y se clavan los ápices por el lado cortado en unas 

placas de Petri de 6 cm. de diámetro que contienen el me 

dio de Murashige y Skoog para el test de la médula de ta 

baco. El ápice de la raíz se mantiene húmedo con un pa­

pel de filtro estéril, empapado en agua, adosado a la ta 

pa de la placa de Petri. Se cierra con Parafilm y se i~ 

traduce en una cámara de cultivo a 24ºC en posición in­

vertida, para que la raíz mantenga su posición normal. 

Al cabo de un tiempo se quitan los ápices de la raíz y 

en su lugar se colocan fragmentos de médula de tabaco 

para el bioensayo, determinándoie la cantidad de citoki 

ninas difundidas por el crecimiento de la médula al ca­

bo de 21 días. En este ensayo se han utilizado 50 ápices 

de raíz por placa de Petri y se ha mantenido la difusión 

durante 36 horas. 

IV- RESULTADOS Y DISCUSION 

1.- Influencia de las titokininas ~obr~ la división celular y 

proliferaciéln de callos.-

1.1. Formacidn de callos.- Las máximas proliferaciones de c~ 

llo se han obtenido con las combinaciones ANA 5.10- 5M + 

BA 10- 6M y 2,4-D 5.10- 6M + BA 10- 6M. 

La tabla 1 muestra los efectos de varias cito­

kininas (BA, Z, K) a diversas concentraciones, actuando 

en combinación con el 2,4-D 5.10- 6M. La concentración 

6ptima para la proliferación de callo es diferente para 

cada citokinina. La zeatina es la que produce un máximo 

crecimiento a más baja concentración (5.10-?M) mientras 

que la kinetina necesita la concentración más fuerte 

(5.10- 6 M) para producir un máximo efecto. 

El estudio histológico muestra que las forma­

ciones de callo provienen de células originadas por di­

visiones de las células del cambium. 

Fundación Juan March (Madrid)
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1.2. Cultivo de células separadas.- En la tabla 11 se dan 

los efectos del 2,4-D y la BA, a diversas concentracio 

nes sobre la división de las células aisladas. Como pu~ 

de verse las primeras divisiones aparecen a los 5 ó 6 

días de cultivo en los medios más favorables. El medio 

más favorable para _ la división celular es aquel que co!!_ 

tiene como ~ubstancias de crecimiento 1 mg/l de 2,4-D y 

0'3 mg/l de BA. 

2.- Contrdl hdr~ohal de la drganogéhe~is.- Los resultados obteni 

dos muestran que tanto en el género Citrus como en Poncirus 

y en el híbrido citrange Troyer el control hormonal de la or 

ganogénesis se real iza según un modelo semejante. 

Como puede verse en la Tabla 111, en general los ba 

lances citokininas/auxinas favorables a las primeras (10:1) 

favorecen la formación de tallos. Las concentraciones eleva­

das de auxinas inducen la aparición de raíces, mientras que 

las citokininas inhiben este proceso. Los balances citokini­

nas/auxinas equil lbrados o favorables a las auxinas (1 :1, 

1:10) producen la proliferación de callo indiferenciado. 

La diferenciación de yemas se produce al cabo de 

unas 6 semanas de cultivo en callos de naturaleza dura y co~ 

pacta y color verdoso, que se desarrollan a partir de los 

fragmentos de entrenudo en los medios con balances altos de 

citokininas. Los cal los no organógenos originados en los me 

dios con un equilibrio hormonal adecuado son de naturaleza 

blanda y friable y su color es amarillento claro. Las raíces 

se originan en los medios ricos en auxinas, en su mayor pa~ 

te directamente a partir del tejido original del entrenudo 

sin mediar la formación de cal lo. 

El estudio histológico muestra que las formaciones 

de cal lo se inician a partir de formaciones meristemáticas 

derivadas de la zona cambial. Las yemas vegetativas se orig~ 

nan por diferenciación de las células parenquimáticas del c~ 

llo y las raíces se inician a partir de la zona externa del 

cilindro central. 

Aunque la organogénesis en ambos géneros parece es-
Fundación Juan March (Madrid)
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tar regulada por las hormonas de una forma semejante, apare­

cen claras diferencias en el comportamiento de las especies 

que se e s tudian en cuanto a capacidad de respuesta en la in­

ducción de .órganos por los reguladores de crecimiento. El g!_ 

nero Citrus muestra una débil capacidad de regenerac i ón de t~ 

llos en los tejidos que se utilizan en esta experiencia. Esta 

capacidad es en extremo baja en la variedad de naranjo dulce 

W. navel, aunque los resultados expuestos en otros trabajos 

muestran diferencias entre las especies de este género en cuan 

to a su potencialidad organogénica (Grimblat, 1972; Raj 

Bhansali y Arya, 1978). 

Los fragmentos de tallo de Citrus muestran sin embar 

go una elevada capacidad de rizogénesis, cuando se cultivan en 

un medio con un suplemento adecuado de ANA. El Poncirus trifo 

liata, por el contrario, manifiesta una alta capacidad para la 

inducción de tallos por las citokininas y un escaso enraiza­

miento en los medios ricos en auxinas. El citrange Troyer re~ 

ponde tanto a las citokininas como a las auxinas regenerando 

t a 1 1 os y r a í ces res pe c t i va mente , en cu a· n t í a i gua 1 o supe r i o r 

a la de sus especies progenitoras. Así este híbrido parece t~ 

ner una capacidad para la regeneraci6n de tal los en respuesta 

a la BA semejante a la del Poncirus trifol iata, mientras que 

el enraizamiento inducido por el ANA es similar al que se da 

en Citrus (Tabla 111). 

3 . - Propagación de patronel de agrios ~edi~nte técnicas de culti­

vo de tejidos.- Se ha comprobado el efecto de la concentración 

de BA y ANA sobre la diferenciación de tallos a partir de fra~ 

mentos de entrenudos de las diferentes especies estudiadas. 

Como ya se ha expuesto en otros trabajos ( Grimblat, 1972; 

Chaturvedi y Mitra, 1974; Primo y Harada, 1976) la presencia 

de una citokinina a concentración elevada es necesaria para 

la inducción de yemas . La concentración óptima de BA oscila 

entre los valores de 1 y 3 mgr/1 para todas las especies en 

general. En algunos casos la adición de ANA a baja concentra­

c ión (0'1 mgr/1) mejora sensiblemente el número de yemas que 

s e producen por inóculo. Aparecen importantes diferencias en-
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tre los patrones en cuanto a la respuesta de los tejidos que 

se cultivan a la inducción de tallos por las citokininas. Los 

mayores efectos se consiguen en el C. medica, citrange Troyer, 

Citrumelo y P. trifoliata, siendo sensiblemente inferiores en 

los otros. 

Se ha comprobado el efecto de las citokininas s o bre 

la proliferación de las yemas y el crecimiento de los brotes 

en las diferentes especies. Las concentraciones de BA que pr~ 

d u ce n u n n-ú me ro m á x i m o de t a 1 1 os os c i 1 a n en t re 1 o s va 1 o re s d e 

0'3 y 

BA (O' 1 

mg r /1 . 

mg r / 1) 

En algunos casos las concentraciones bajas de 

favorecen ligeramente el de s arrollo del brote. 

Estos resultados están en concordancia con los obtenidos por 

Navarro (1979) en el naranjo Robertson navel. En general el 

comportamiento de las especies ensayadas es semejante, no ap~ 

reciendo diferencias importantes en el número de tallos que 

se producen en cada inóculo, aunque éstas son más acusadas en 

el crecimiento de los mismos, que en la mayor parte de los ca 

sos está en función del vigor de la propia especie. 

En cuanto a la capacidad de enraizamiento de fragme~ 

tos de tallo jóven, conteniendo al menos una yema, de los dis 

tintos patrones en función de la concentración de ANA en el 

medio. tanto el número de raíces por inóculo como el porcent~ 

je de los mismos enraizados aumentan con la concentración de 

ANA en el medio, al menos dentro del rango de concentraciones 

uti 1 izadas en esta experiencia. En este aspecto hemos observ~ 

do que concentraciones de ANA superiores a 10 mgr/l han aumen 

tado el enraizamiento, pero se han mostrado perjudiciales pa­

ra el desarrollo del brote. 

La capacidad de rizogénesis varía sensiblemente entre 

los distintos patrones siendo máxima en el cidro y mínima en 

el P. trifol iata. 

En la Tabla lV se exponen las eficiencias de los tres 

sistemas de propagación empleados expresadas en función del nú 

mero medio de plantas obtenidas por inóculo inicial. En el sis 

tema A por tanto, los valores se refieren al n º medio de t a -

l los por in6culo que se originan en el callo del entrenudo, 

afectado por el porcentaje de éstos que posteriormente enrai-
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zan al ser transferidos a un medio adecuado. En el sistema B 

los valores expresan el número medio de tallos por inóculo 

que se obtienen del cultivo de yemas considerando como en el 

caso anterior la proporción de éstos que enraizan. En el sis 

tema C los datos se refieren al porcentaje de enraizamiento 

de los segmentos de tallo conteniendo al menos una yema. En 

todos los casos las eficiencias se consideran para los medios 

que producen los resultados óptimos. 

Como puede verse, el sistema de propagación A es el 

más eficaz en aquel los patrones que tienen una . alta capacidad 

de regeneración de yemas adventicias como, son el C. medica y 

el citrange Troyer. En los demás el sistema B se muestra más 

eficiente, siendo además más constante en su respuesta. 

Otro aspecto a tener en cuenta, es el tiempo que se 

tarda en obtener las plantas propagadas por Jos distintos sis 

temas. Con el sistema A el tiempo medio de propagación oscila 

entre los 120-150 días, mientras que con el sistema Bes de 

75-100 días y con el C de 45-60 días . Por tanto aunque el sis 

tema C es el menos eficiente desde el punto de vista de núme­

ro de plantas propagadas por inóculo inicial, tiene a su favor 

que es notablemente más rápido que los otros. 

También se ha estudiado en citrange Troyer la varia 

bil idad morfológica y genética de las plantas propagadas (T~ 

bla V). En este aspecto el sistema A produce un 26'7% de pla~ 

tas aberrantes ya sea en sus características externas o en el 

número de cromosomas. Las plantas propagadas por los otros dos 

sistemas han mostrado una mayor homogeneidad. 

Control de la floración.- Los resultados que se muestran en 

la Figura 1, indican que los tratamientos con kinetina duran­

te el período de diferenciación floral (Noviembre-Diciembre 

en nuestras condiciones) inhiben la posterior floración del 

naranjo. Con las tres concentraciones ensayadas (10, 20 y 50 

p.p.m.) aparecen diferencias significativas entre los árboles 

tratados y los testigos sin tratar en el número total de flo­

res por rama así como en el de flores aisladas y en racimos 

sin hojas, que disminuyen respecto a los árboles control. En 
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cuanto a los efectos de estos tratamientos sobre la brota­

ción, en la tabla VI se observa que las tres dosis de kineti 

na producen una reducción significativa del número de brotes 

florales y un aumento de los vegetativos, permaneciendo con 

escasas variaciones el de brotes mixtos, si bien aumenta su 

proporción relativa. Estos tratamientos disminuyen las rela­

ciones flores/brote y flores/hojas en los brotes mixtos y a~ 

mentan la de hojas/brote tanto en los mixtos como en los ve­

getativos. En co~junto el máximo efecto se consigue con la 

pulverizac i ón de k~netina a la concentración de 20 p.p.m. 

La Figura 1 muestra la influencia de la época de 

aplicación de la kinetina sobre la floración. Los tratamien­

tos real izado.s entre la tercera semana de Octubre y la prim~ 

ra de Enero muestran diferencias significativas respecto a 

los testigos no tratados en cuanto a la inhibición de la flo 

ración e incremento del desarrollo vegetativo. La máxima efec 

tividad significativa se consiguió con los tratamientos real i 

zados en la 3~ semana de Noviembre y en la 1~ de Diciembre . 

5 . ~ lncre~~~to d~ la fru~tifica~ión.- La tabla VI 1 muestra el efec 

to sobre el cuajado de diferentes concentraciones de kinetina 

y benciladenina (5, 10, 20, y 50 p.p.m.) aplicadas a frutos 

individuales de la variedad Navelate en diferentes estados de 

desarrollo. Las dosis Óptimas de aplicación oscilan entre las 

10-20 p.p.m. no apareciendo diferencias importantes en cuanto 

a efectividad entre la kinetina y la benciladenina. Las mayo­

res respuestas se obtienen cuando la aplicación se real iza a 

ovarios o frutitos en los primeros estados de desarrollo (fl~ 

ración y caída de pétalos) mientras que estos tratamient os 

tienen escasa eficacia cuando se aplican a frutos en estados 

de desarrollo más avanzados (frutos de 2'5 cm . de diámetro o 

superiores) . 

Se aprecia también claramente que la probabilidad de 

cuajado de los frutos .situados en brotes mixtos es superior a 

la de los frutos procedentes de brotes florales. Sin embargo 

en estos últimos el incremento de cuajado relativo inducid o 

por la aplicación hormonal respecto a los frutos testigo s sin 
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tratar es notablemente superior. 

Estos resultados muestran que la aplicación de cito 

kininas a frutos individuales de Navelate provoca un aumento 

de su partenocarpia . Posiblemente este efecto está estrecha­

mente relacionado con la atracción de productos fotosintéti­

cos que inducen estas hormonas (Kriedemann, 1968) ya que los 

fallos en el cuajado del fruto, en parte se producen por una 

deficiente nutrición del mismo. En este aspecto, la ma yor re~ 

puesta observada en los primeros estados de desarrollo del 

fruto podría deberse a que en estos momentos la disponibi l i­

dad de nutrientes en la planta es menor y la competencia por 

los mismos es máxima. Una explicación análoga tendría el he­

cho de que los frutos procedentes de brotes florales cuajan 

en menor proporción y responden en cuantía relativa mayor al 

tratamiento con estas hormonas, que los que se hallan en bro 

tes mixtos, en los cuales las hojas próximas les aportan un 

suplemento adicional de fotoasimilados. 

Los tratamientos con soluciones de citokininas a ár 

boles completos de las variedades Navelate y Clementina, se­

leccionadas por presentar problemas de cuajado del fruto han 

dado como resultado un aumento significativo de la producti v ~ 

dad de ambas. En las tablas VI 11 y IX se muestra que en la s 

dos variedades el momento óptimo para la aplicación es el de 

la caída de pétalos, disminuyendo la eficacia de estos trata 

mientos posteriormente a medida que el fruto alcanza estados 

más avanzados de desarrollo. Las aplicaciones de estas horm~ 

nas real izadas en Junio cuando los frutos alcanzan tamaños s u 

periores a los 2 cm. de diámetro en Navelate y 1 cm. en Cle­

mentina, son prácticamente ineficaces para aumentar la fructi 

ficación. 

Cuando el tratamiento se real iza en el momento Ópti­

mo, tanto el peso de cosecha como el número de frutos por ár­

bol aumenta con la concentración de benciladenina, al meno s 

dentro del rango d'e valores utilizados en esta experiencia . 

Sin embargo el tamaño y peso del fruto disminuye sen s ibleme~ 

te correlacionándose esta disminución con el aumento de co se 

cha y número de frutos por árbol. En este aspecto consideram os 
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que este efecto se debe más bien a que al cuajar mayor número 

de frutos éstos se desarrollan menos (efecto que por otra pa~ 

te es bien conocido en los agrios) que a una acción directa 

de las citokininas afectando negativamente al desarrollo del 

fruto. Esta afirmación vendría parcialmente apoyada por el 

hecho de que cuando se realizan los tratamientos con c i tokini 

nas en épocas en que son ineficaces para aumentar la product~ 

vidad, el tamaño del fruto permanece inalterado. Por otra pa~ 

te en las gráficas de la figura 2 se representa la curva de 

crecimiento del fruto cuando se aplican citokininas (bencil.'.!._ 

denina 20 p.p.m.) tanto a frutos individuales (A) como a árbo 

les completos (B) de Nav·~late. Puede verse que la aplicaci ó n 

hormonal a frutos individuales provoca un incremento en el 

crecimiento de los frutos tratados respecto a los controles 

sin tratar. Sin embargo al cabo de cierto tiempo el desarrollo 

de ambos grupos de frutos se iguala y no aparecen diferencias 

ni en el tamaño ni en el peso definitivo en el momento de la 

maduración. Cuando se aplica la benciladenina al árbol compl~ 

to se aprecia un 1 igero incremento del desarrollo de los fru­

ti tos respecto a los de los árboles sin tratar. Sin embargo 

las diferencias en la velocidad de crecimiento se mantienen 

por muy poco tiempo y al final, a. causa del incremento de 

cuajado inducido por estas hormonas, el tamaño de los frutos 

de los árboles tratados es i nferior en diámetro y peso al de 

los árboles testigo. Los resultados de estas e x periencias pu~ 

den considerarse como evidencias claras de que las c i tokinina s 

no actúan de forma directa en contra del desarrollo del frut o . 

6.- Retraso de la m•duración.- Los frutos tratados con soluci o ne s 

de kinetina a mediados del mes de noviembre, experimentan un 

retraso significativo en su madurez e x terna (Tabla X). Es te 

fenómeno se manifiesta en los datos o btenid o s sobre la c ol o r a 

ción y sobre el contenido en clorofila. 

La medida del índice a (viraje del verde al rojo) nos 

muestra que todos los tratamientos c o n kinetina detienen e l v i 

raje en los quince primeros días, y que manti e nen l os frut os 

más v erdes que las muestr a s no tratada s dur a nt e t o d o e l mes 
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siguiente; incluso en la Gltima medici6n, mes y medio más tar 

de del tratamiento, cuando todos los frutos han virado ya del 

verde al rojo, los valores del índice a para los frutos trata 

dos son significativamente más bajos que los de los no trata­

dos. 

La medida de .1 índice b (intensidad del amarillo) nos 

muestra que todos los tratamientos con kinetina mantienen más 

bajo este parámetro que en el caso de los frutos no tratados. 

La medida del índice L (claridad del fruto) nos mues 

tra que los tratamientos con kinetina retrasan el aclarado 

del color del fruto, retraso que se hace más significativo 

con el paso del tiempo. 

La medida del contenido en clorofila nos muestra que, 

en los primeros quince días, los tratamientos con kinetina di 

tienen la degradaci6n de la clorofila, y que, durante un mes, 

todos los tratamientos mantienen el contenido en clorofila de 

la corteza del fruto más alto que los frutos no tratados. 56-

lo al cabo de mes y medio, los contenidos en clorofila de los 

frutos tratados y no tratados se igualan. 

En cuanto al contenido en carotenos, si bien los tra 

tamientos con kinetina parece que retrasan el incremento del 

mismo, sólo en las medidas efectuadas al mes y medio del trata 

miento aparece una diferencia significativa en el contenido 

de estos compuestos en frutos tratados y sin tratar. 

Los tratamientos con kinetina parece que no afectan 

significativamente a la madurez interna del fruto. 

El 20 de Diciembre se hizo un nuevo tratamiento con 

kinetina en frutos no tratados previamente, para ver si se con 

firmaba algGn efecto sobre la madurez interna del fruto. Corno 

se puede observar en los datos de la tabla XI 1, no se obtienen 

diferencias significativas con los testigos, aunque aparece un 

1 igero retraso del índice de madurez. 

Los datos de la tabla Xl nos muestran los efectos de 

los tratamientos con kinetina sobre otras características del 

fruto. 

Los frutos tratados detienen o retrasan su crecimien 

to en tamaño, siendo este detenimiento más evidente en los 
Fundación Juan March (Madrid)
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tratamientos con kinetina a 50 p. p.m.; también l os o tro s tra 

tamientos producen frutos significativamente má s pequeños que 

los testigos. 

La maduraci6n del fruto 1 leva consigo una d1sminu­

ci6n del espesor de la corteza (0.96 mm. en el caso de lo s 

testigos). Este camblo s61o se ve retrasado de forma signifl 

cativa en el caso de los tratamientos con kinetina a 20 p.p. 

m. 

La disminuci6n del tamaño del fruto ya señalada, se 

corresponde con una disminuci6n en el peso del mismo, qu e co 

mo en el caso del tamaño, es más evidente en lo s trat a mi e nt os 

con kinetina a 50 p.p.m. Sin embargo los porcentaje s de e s te 

peso correspond i entes a corteza y jugo no se ven s ignificatl 

vamente afectados. Así pues, aunque la calidad del frut o n o 

o s ci-se ve afectada, la disminuci6n del peso del fruto, que 

la entre 14 . 72 g y 21.48 g por fruto (a 20 y 50 p.p.m. re s pe~ 

fruto s ea ti vamente), hace que la disminuci6n del tamaño del 

un factor apreciable. 

Co ntenido end6geno.-

7.1. Raíces.- Se ha demostrado la presencia de citokininas e n 

las raíces del híbrido Citrange Troyer, afín al géner o 

Citrus. 

En los extractos de dichas raíces, aparece el~ 

ramente actividad de citokinina que se distribu ye en dl 

versas fracciones separadas cromatográficamente . En l a 

representaci6n gráfica de la acti v idad aparecen v ari as 

zonas claramente manifiestas de la s cuales cabe dis t in­

guir do s po r s u intensidad y por s u c o nstanci a en l os d i 

ferente s e x tract o s real izados. La pri mera z o na c o in c id e 

aproximad a mente con l a region de elu c i 6 n d e l a zea tin a y 

ribosilzeatina (entre 200 y 450 ml), y e s s i mil ar en in­

tensidad en los extractos de ápice y de l as z o nas s u pe ri ~ 

res de la raíz. La segunda zona se encu e ntr a e ntr e l os 

volúmenes de elución de 600 y 850 rr l, y la a c t i v i da d e s 

mucho más intensa en los e x tractos de á p ice q u e en l os 
Fundación Juan March (Madrid)
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de las zonas superiores de la raíz (Figura 3), 

La cuantificación total de la actividad de cito 

kinina en diferentes extractos, referida a una curva 

standard de kinetina, ha dado en el caso de los ápices 

un valor de 1,310 }Jgr por gramo de materia fresca, y en 

la zona superior de 0,950 }Jgr por gramo de materia fres 

ca (Tabla XIII). 

El gradiente de actividad encontrado coincide 

con el señalado por Short y Torrey (1972) y con la idea 

general, apuntada en la introducción, sobre la local iza 

ción de los lugares de síntesis de ¿itok i ninas en las 

plantas superiores. 

La presencia de citokininas en el ápice de la 

raíz se ve confirmada por la prueba de difusión en agar. 

Lógicamente, la actividad e~contrada por gramo de peso 

fresco es mucho menor que en el caso de los extractos 

(0.03 ~g de kinetina equivalente por gr. de materia fres 

ca), lo que se explica por el hecho de que medimos sólo 

las citokininas difundidas. 

El hecho de haber encontrado actividad es una 

confirmación de la prueba anterior. Se puede pensar que 

este método no es idóneo para el estudio de la difusión 

de citokininas, ya que el AIA presente en el agar puede 

inducir el transporte de sustancias que de suyo no se­

rían difusibles; es cierto que el método debe ser mejor~ 

do para que nos permita un estudio detallado del trans­

porte de citokininas, pero también es cierto que las sus 

tancias activas presentes en el agar, difusibles o no, 

estaban presentes en el ápice de la raíz, y el método, 

por lo . tanto, es válido para nuestro propósito de confir 

mar la presencia de citokininas en dicho lugar • 

. 2. Brotes.- Se ha estudiado el contenido en citokininas de 

los brotes vegetativos y florales de Citrus sinensis cv. 

Nave late. 

En los extractos de los dos tipos de brotes se 

ha encontrado una clara actividad, que cuantificada con 
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referencia a una curva standard de kinetina, resulta ser 

mayor en los brotes vegetativos que en los florales (T~ 

bla XIV). El contenido en citokininas de los brotes veg~ 

tativos es doble que el de los brotes florales. Teniendo 

en cuenta el efecto atribuído a la presencia de estas fi 

tohormonas sobre la_ atracción preferencial de metabol i­

tos hacia lo~ lugares donde se encuentran en mayor con­

centración (Seth y Wareing, 1967; Luckwill, 1977), se 

puede suponer que las flores en formación se han de en­

contrar con un aporte deficiente de sustancias nutriti­

vas como consecuencia de la competencia ventajosa de las 

hojas en formación. 

El mayor contenido en citokininas de los brotes 

vegetativos de esta variedad, puede ser una explicación 

de la baja proporci6n de cuajado del fruto, ya que son 

pocas las flores que podrán 1 legar al inicio de este fe 

nómeno con niveles adecuados de sustancias nutritivas. 

3. Ovarios.- Se ha estudiado el contenido en citokininas en 

los ovarios de tres cultivares de Citrus sinensis: Blan­

ca Comuna, Washington Navel y Navelate; el estudio se ha 

hecho antes y después de la caída de pétalos. 

La variedad Blanca Comuna presenta frutos con 

semillas, mientras que las otras dos variedades presen­

tan frutos partenocárpicos, pues sus anteras son estéri 

les y sus óvulos, no fecundados, abortan con el desarro 

llo del fruto. 

En Blanca Comuna, el contenido endógeno en cito 

kininas se quintuplica después de la caída de pétalos 

(ovarios fecundados) (Tabla XV). En las variedades part~ 

nocárpicas no hay cambios importantes en los niveles de 

estas hormonas con la caída de pétalos, si bien, consid~ 

rando el ovario en su totalidad, al aumento de tamaño e~ 

rresponde un aumento en el contenido de citokininas en 

el órgano. Este comportamiento desigual se debe interpr~ 

tar como resultado de la síntesis de estas fitohormonas 

en las semillas en desarrollo, descrita por Hahn et al. 
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(1974) en guisante, o por lo menos, como resultado del 

a porte de estas hormonas que precisan las semillas para 

s u desarrollo (Burrows y Carr, 197·0). 

Antes de la caída de pétalos, los niveles de ci 

tokininas de las variedades partenocárpicas son aprecia­

b lemente mayores que en el caso de la variedad Blanca Co 

~ una. Crane y Van Overbeek (1965) describieron, en Ficus 

cariaca, la inducción de la partenocarpia como efecto 

del tratamiento con kinetina. Los resultados aquí obse..!:. 

vados parece que confirman el papel de las citokininas 

en la partenocarpia. 

En las tres variedades se observa un aumento en 

el contenido de citokininas del ovario después de la ca.!, 

da de pétalos. Esto confirma el papel de las citokininas 

en el desarrollo del fruto (Van Overbeek, 1962; Luckwill 

1977) y está de acuerdo con los resultad os obtenidos por 

Eeuwenes y Schwabe (1976) y por Davey y Van Staden (1977 

y 1978) en Pisum sativum y Lupinus albus, respectivame~ 

te. 

Al comparar entre sí las dos variedades parten~ 

cárpicas, se observa que, aunque las diferencias no sean 

tan notables como en el caso de la comparación con l a va 

ri edad con semi lla s, existe un mayor contenido en citoki 

ninas en los ovarios de Washington Navel antes de la caí 

da de pétalos; después de la caída de pétalos se igualan 

los niveles de estas hormonas. Esta ligera ventaja a fa­

vor de la var i edad Washington Nave], antes de la caída 

de péta l os, puede ser significativa si tenemos en c uenta 

que esta variedad es más productiva que Navelate . Estos 

resultados estarían en concordancia con el efecto de au 

mento de cuajado del fruto por acción de las citokininas 

de s crito por ~leaver et al . (1965) en Vitis vinífera, y 

e xpuesto por no s otros en Citrus en nuestro capítulo de 

ap licaci o nes exógenas de citokininas. 
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Figura 1: - Gráfica A.- Efecto de la aplicaci6n de diferentes con 

centraciones de kinetina sobre la flora­

ción de la variedad Navelate. 

FB 
r -

VB 
relación brotes florales/brotes vegetativos. 

- Gráfica B.- Efecto de la época de aplicaci6n de kin~ 

tina sobre la floraci6n de la variedad Na 

velate, en tratamientos con una concentra 

ción de 20 p.p.m. 

Figura 2: Efecto de la aplicación de benciladenina a la concentra 

ción de 20 p.p.m., en el momento de la floración, sobre 

el crecimiento del fruto, expresado en incremento del 

diámetro, en la varied~d Navelate. 

Gráfica A.- Aplicaciones a frutos individuales. 

Gráfica B.- Aplicaciones a árboles enteros. 

Figura 3: Distribución de Ja actividad di citokininas en las frac 

cienes separadas en una cromatograffa en columna de 

Sephadex LH-20 de extractos de raíz de plántulas de ci 

trange Troyer. 

La actividad se mide mediante el bioensayo de 

la médula de tabaco, y se refiere a Jos valores encon­

trados para una curva standard con soluciones de kineti 

na expresados a Ja derecha de las gráficas. 

El área sombreada representa una actividad es 

tadísticamente significativa a un nivel de probabilidad 

del 95%. 

ZR.- Zona de elución correspondiente a una solución p~ 

trón de ribosilzeatina. 

Z.- Zona de elución correspondiente a una solución pa­

tron de zeatina. 
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