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I- INTRODUCCION

Se aplica el término 'citokininas' a un grupo de sustan
cias que promueven la division celular en los tejidos vegetales
y tienen estructura quimica y efectos fisioldgicos, como regulado
res de crecimiento, similares a los de la kinetina (6-furfurilaml
nopurina), primera substancia de estas caracteristicas 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 sustan
cias quimicamente distintas y de funcidn bioldégica en los anima-
les, y puesto que habfa que desechar el término ''fitokininas" an-
te la evidencia de la presencia de citokininas en bacterias
(Gefter y Russell, 1969) y células de algunos mamiferos (Gallo et

al., 1969).

1.- 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 biolégica en diver
sos bioensayos. Estos derivados se pueden agrupar en tres ti
pos: N-glucésidos (Yoshida y Oritani, 1972), con el grupo glu
cdbsido enlazado en N-3, N-7 6 N-9 del nicleo de la purina;
0(h)-glucdsidos (Parker et al., 1975); aminodcidos conjugados
al N-3 6 N-9 de la purina (MclLeod et al., 1975; Abe et al.,

1976) .

2.- Efectos bioldgicos.- El primer efecto bioldgico descrito, y

que sirve de modo general para definir ias citokininas, es la
promocién de la divisién celular {(Das et al., 1956; Patau et
al., 1956},

Otro efecto bioldgico descrito por primera vez en
cultivos de tejido de tabaco, es la induccidon de yemas y la
inhibicién de la rizogénesis, efecto confirmado en otras es
pecies (Wolter, 1964).

Las citokininas provocan también la expansidn celu-
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lar, fendmeno que ocasiona la induccidén del crecimiento de
las hojas (Probine y Barber, 1966).

Promueven también la formacién de cloroplastos
(Stetler y Laetsch, 1965) y la sintesis clorofila (Boasson vy
Laetsch, 1967). Retrasan también la senescencia de las hojas
(Richmond y Lang, 1957).

Las citokininas inducen la formacién de yemas latera
les e inhiben la dominancia apical (Schmid, 1960).

También inducen la floracién, tanto en plantas de
d7a largo (Maheshwari y Venkataraman, 1966; Michniewicz y
Kamienska, 1965) como de dia corto (Chailakhian y Butenko,
1960). Intervienen en la regulacibn del sexo (Durand, 1966;
Negi y Olmo, 1966).

Se ha descrito también el aumento del cuajado del
fruto (Weaver et al., 1965) y la induccién 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 plan
tas a los factores adversos, tales como elevadas temperaturas
(Mothes, 196L4), bajas temperaturas (Kuraishi et al., 1966) vy
algunas infecciones, tales como la de Pseudomonas tabaci
(Lovrekovich y Farkas, 1963).

Las citokininas retienen y acumulan metabolitos de
bajo peso molecular, entre ellos, aminodcidos no protéicos co
mo el aminoisobutirico (Egelbrecht, 1961; Mothes et al., 1959
y 1961}). '

Se ha postulado una interaccidon entre las citokininas
y el acido abscisico en el paso de perfodo de latencia a cre-
cimiento activo en yemas y semillas (Van Overbeek et al.,

1967).

Bioensayos.- La cuantificacién del contenido endbgeno en cito
kininas de un tejido, tropieza con importantes inconvenientes
si se pretenden utilizar métodos puramente quimicos. Estos se
centran fundamentalmente en la dificultad que presenta su ais

lTamiento y las grandes pérdidas de compuestos activos que se



producen a lo largo del proceso de extraccidn y purificacién.
Por otra parte las extremadamente bajas concentraciones de es
tos compuestos que se presentan en los tejidos naturales, ha-
ce que ~uchas veces los métodos fisico-quimicos de determina-
cidén no tengan sensibilidad suficiente.

Por todo ello, y a pesar de los grandes avances en
las técnicas de separacidén e identificacidén por los métodos
de cromatografia gaseosa, espectrometria de masas, cromatogra
fia gas-1Tquido, cromatografia liquida de alta presién, etc.,
y de su aplicacidn satisfactoria al caso de las citokininas,
siguen teniendo gran importancia los bioensayos especificos,
basados en los efectos bioldgicos anteriormente vistos.

Los primeros bioensayos que se utilizaron se basaban
en la promocidn de la divisidn celular, que aparece como la
primera actividad bioldgica conécida de este tipo de fitohor
monas, y a la que son muy sensibles diversos tejidos indife-
renciados.

Otros bioensayos se basan en diversos efectos biolé
gicos, pero los resultados obtenidos en cuanto a la determina
cién del contenido enddgeno de citokininas, varfan apreciable
mente segln se utilice uno u otro bioensayo, por lo que se re
comienda siempre el uso de un bioensayo basado en la divisién
celular para una determinacidn definitiva, ya que respecto a
este proceso bioldgico, son activas todas las citokininas co
nocidas, siendo asi que es el fendmeno que nos sirve para la
definicidén de este grupo de sustancias. Los otros bioensayos,
aunque mas rapidos, son puramente indicativos, y tienen mayor

utilidad a efectos de comparacidn entre distintos tejidos.

Sintesis, transporte y lugares de accién.- En principio, to-

das las células de un organismo vegetal estadn capacitadas pa
ra la sintesis de citokininas; sin embargo, es evidente que
unos tejidos necesitan mids que otros del aporte exdgeno de ci
tokininas para su crecimiento y que el contenido endbégeno en
estas fitohormonas varia de unos tejidos a otros, lo que hace
pensar en una diferente capacidad de sintesis. Por otra parte,

se ha puesto de manifiesto el transporte de las citokininas



por el floema (Black y Osborne, 1965) y por el xilema (ltai
y Vaadia, 1965; Kende, 1965; Loeffler y Van Overbeek, 196L4).

Se ha descrito la sintesis de citokininas en dos &r
ganos, el dpice de la rafz y las semillas,

Apice de la rafz: La presencia de citokininas en las
raices 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 plantulas de guisante, contenia L&
veces mas citokininas libres que el segmento superior entre
1 vy 5 mm. Sistemas radiculares sometidos a condiciones adver
sas de sequedad o de salinidad, producen una disminucidn en
el contenido en citokininas de los exudados de xilema (Itai
et al., 1968, 1973). En muchas especies se han dado referen-
cias de los cambios de niveles de citokininas enddgenas en

los exudados de xilema en correspondencia con el estado de

desarrollo de los distintos 6rganos de la planta (Luckwill y
Whyte, 1968; Davey y Van Staden, 1978).
Semillas: Burrows y Carr (1970) observaron que los

niveles enddgenos de citokininas en las semillas en desarro-
11o de guisante, eran maximos en los perfodos de maximo volu
men del endospermo y en los perfodos de mas rapido crecimien
to del embrién. Hahn et al. (1974) obtienen evidencia de 1la
sintesis de citokininas en las semillas de guisantes median-
te el cultivo "in vitro'" de las mismas, ya que sin un suminis
tro exdgeno de estos reguladores de crecimiento, los conteni
dos enddgenos aumentaban con el desarrollo del endospermo y
del embridn.

En cuanto a los &rganos 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 libres va
aumentando con su desarrollo (Engellrecht, 1972), y al llegar
a la madurez el contenido es muy alto, pero predominan enton
ces los glucbésidos (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 drganos con un gran contenido en citokininas
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(Miller, 1965; Davey y Van Staden, 1978). La misién principal
de estas citokininas serfa la atraccidn de metabolitos vy ele
mentos minerales necesarios para el desarrollo del fruto
(Seth y Wareing, 1967; Luckwill, 1977). Con la maduracién van
disminuyendo los niveles de estas hormonas (Davey y Van
Staden, 1977 y 1978), aumentando la proporcién de glucdsidos
respecto a las formas libres.

Las yemas: Se ha descrito un alto contenido en cito
kininas en estos drganos (Kannagara y Booth, 1974; Davey vy
Van Staden, 1978), llegandose incluso a pensar en que consti
tuirTan un lugar de sintesis, pero Henson y Wareing (1977)
demostraron que las citokininas presentes en las yemas eran

resultado del transporte desde otros Organos.

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Influencia de las citokininas sobre la divisién celular y

proliferacion de callos.- Los primeros trabajos sobre culti-

vo de tejidos de Citrus se encaminaron fundamentalmente a
conseguir la proliferacién de masas celulares "in vitro'". Va
rios investigadores como Demétriades (1954) vy Murashige vy
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
tenidos a partir de entrenudos de Citrus limon {(L.) cultiva-
dos in vitro. También se han determinado las condiciones para
la separacidn, divisién y proliferacidén de células aisladas

de estos callos.

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 diferenciacidn de yemas a
partir de callos procedentes de tallos de plintulas de C.

madurensis en un medio rico en citokininas. Primo y Harada
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(1976) demuestran el control hormonal de la diferenciacién
de tallos, rafces y callos en citrange Troyer (hibrido de C.
sinensis var. W. navel x P. trifoliata) determinando histolé
gicamente el origen de los drganos neoformados y desarrollan
una técnica de propagacidn vegetativa "in vitro' para esta
planta.

En este trabajo se estudia el contrcl hormonal de
la organogénesis en plantas del género Citrus y Poncirus asf

como de un hibrido intergenérico, el citrange Troyer.

Propagacidn de patrones de agrios mediante técnicas de culti-

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

to de diversas fitohormonas sobre la organogénesis de callos
de C. sinensis, C. grandis, C. aurantifolia y C. limetioides
con vistas a desarrollar sistemas de propagacidn '"in vitro"
para las mismas.

También se ha estudiado el cultivo "in vitro"

de ye
mas vegetativas y el efecto de la aplicacidon de reguladores
de crecimiento al medio de cultivo (Altman y Goren, 1971,
1974; Navarro et al., 1975).

Por Gltimo se ha conseguido regenerar pléntas comple
tas a partir de células individuales (Button y Botha, 1975) o
protoplastos (Vardi et al., 1975).

La propagacidon de los portainjertos de agrios en la
practica, se realiza por semillas, manteniéndose la homogenei
dad genética de la descendencia gracias al caracter poliem-
bridnico de las especies utilizadas como portainjertos, en
las cuales los embriones nucelares suelen predominar sobre el
de origen sexual. Sin embargo como complemento a nuestro pro
grama de mejora genética de patrones de agrios (Forner, 1977)
en el cual se manejan hibridos o mutantes selectos que presen
tan caracteres juveniles, en los que deben pasar varios afnos
para poder obtener frutos y semillas, es interesante disponer
de sistemas de propagacidn vegetativa "in vitro'" en los que
partiendo de una pequefia cantidad de material vegetal pueda
obtenerse rapidamente un nimero suficiente de plantas para

realizar los ensayos de adaptacidén ecoldgica y tolerancia a
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enfermedades.

En este trabajo se estudia comparativamente la capa
cidad de propagar diversas especies de Citrus utilizadas co-
mo patrones por diferentes sistemas de cultivo de tejidos

“in vitro'.

Control de la floracién.- El control de la floracidén de los

agrios mediante la aplicacidn de substancias con actividad
como reguladores del desarrollo ha sido ampliamente estudia
do. El acido giberelico aplicado durante el perfodo de induc
cidon floral (noviembre-diciembre en nuestras condiciones)
inhibe claramente 1a floracidn posterior de los agrios
(Monselise y Halevy, 1964; Moss, 1970; Guardiola et al.,
1977). Por el contrario el CCC (cloruro de cloroetiltrimeti=-
lamonio), el SADH (dimetil hidracido del &cido succinico) o
el BOA (oxiacetato de benzotiazol) estimulan la floracidn en
los limoneros (Monselise et al., 1966) aunque este efecto es
menos acusado en el naranjo (Moss, 1971).

El efecto de las aplicaciones de citokininas sobre
la floracidon de los agrios es practicamente desconocido por
lo que el objeto de esta parte del trabajo es conocer el
efecto de este tipo de hormonas sobre la induccién floral en

estas plantas.

Incremento de la fructificacién.- En los agrios, el acido gi

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 3rboles completos de naranjos

Valencia y Washington navel dieron sin embargo resultados po
co satisfactorios en cuanto al incremento en la produccidn
(Coggins et al., 1960; Hield, 1965; Moss, 1970). En general
estos tratamientos producen un aumento inicial del nidmero de
frutos retenidos aunque posteriormente no se aprecia una me-

jora considerable en la cosecha final. Resultados semejantes
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se obtuvieron en pomelo y limonero (Coggins et al., 1960,
1962). En clementino las aplicaciones de GA a arboles comple
tos han dado como resultado un aumento del cuajado del fruto
y de la produccidn, especialmente cuando los &arboles se cul-
tivan en condiciones de inadecuada polinizacidn cruzada
(Soost y Burnett, 1961; Garcia Martinez y Garcfa Papi, 1979).
En general, los distintos autores coinciden en afirmar que

el aumento del nimero de frutos cuajados con estos tratamien
tos da lugar a una disminucién del tamafio de los mismos.

A diferencia de las giberelinas cuyos efectos sobre
la fructificacidn del naranjo han sido extensamente estudia-
dos, se dispone de muy escasa informacidén sobre la influen-
cia de las citokininas en este proceso. Se ha observado que
la kinetina aplicada a inflorescencias o frutos pequefios au-
menta el porcentaje de €stos que cuajan (Moss, 1972; Primo
et al., 1977; GarcTa Martinez y Garcia Papi, 1979) aunque no
se conocen bien los efectos de las aplicaciones al arbol en-
tero.

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.

Retraso de la maduracidn.- Los reguladores de crecimiento ac

tdan de forma eficaz sobre diversos aspectos de la madurez
de los frutos citricos. Se ha demostrado que el GA retrasa
la degradacidén 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, aungque quiza
menos acusado, ha sido evidenciado al aplicar auxinas de sin
tesis como el acido 2,h-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Stewart
1949) .

Por otra parte la senescencia de la corteza del fru
to produce en la misma una serie de alteraciones entre 1las
que cabe destacar el reblandecimiento (Coggins y Lewis, 1965)

Las aplicaciones de GA retrasan claramente la senescencia de
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la corteza del fruto y afectan por tanto la aparicidn de to-
das estas alteraciones.

Los efectos de las citokininas sobre 1a senescencia
de la corteza del fruto han sido mucho menos estudiados aun-
que se ha mostrado que la 6-benciladenina (6-bencilaminopurl
na) retrasa la degradacidn de la clorofila en naranjas (Eilg
ti et al., 1969).

Debido al interés préactico que tienen los tratamien
tos que afectan la maduracidn o la conservacidn del fruto,
en esta parte del trabajo se ha estudiado el efecto de las
citokininas sobre el color, maduracidn ; caracteristicas de

los frutos citricos.

Contenido endégeno.- La primera referencia sobre citokininas

en tejidos de Citrus la dan Khalifah y Lewis (1966), que com
probaron la presencia, en las semillas de limonero, de un
factor que induce la divisidn celular, aunque no identifica
ron la substancia en cuestidn.

No hemos encontrado referencias sobre la presencia
de citokininas en ,la raiz en los agrios, y aunque Wheaton y
Bausher (1977) intentan identificarlas en el exudado de xile
ma de estas plantas, mediante crpmatograf?a lfquida de alta
presién (HPLC) seguida de un bioensayo, los resultados no son
concluyentes. La presencia de citokininas se ha comprobado en
hojas de limonero de diferentes edades (Ilan y Goren, 1979),
en yemas (Mingo, 1979) y en la corteza del fruto del naranjo
(Erner et al., 1976). La escasez de informacién sobre el con
tenido endégeno de estas hormonas en los agrios justifica que
en esta parte del trabajo se trate de profundizar en el cono
cimiento de la distribucidn y evolucidén de las mismas en di-~
versos O6rganos tales como raices, yemas florales y vegetati-

vas y frutos en distintos estados de desarrollo.

- MATERIAL Y METODOS

Cultivo de entrenudos.- Para el estudio de la divisidn celu

lar y proliferacién de callos se tomaron brotes jévenes de
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plantas de Citrus limon; para el estudio de la organogénesis
se tomaron brotes jévenes de plantas de Citrus sinensis Os-
beck. var. Washington Navel, de Poncirus trifoliata R. y de
su hibrido citrange Troyer.

Estas plantas fueron cultivadas en invernaderos a
la temperatura de 22°C. durante el dfa y 18°C. durante la
noche con un fotoperfodo 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 solucidn filtrada de hipoclorito cdlcico
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. Es
tos indculos se cultivan asépticamente en un medio que con-
tiene los elementos minerales y vitaminas de MURASHIGE vy
SK0O0G (1962), sacarosa al 5% y diferentes substancias de cre
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 efectlan en tubos de 24 x 160 mm. con
teniendo 20 ml. de medio y un solo indculo manteniéndolos a
una temperatura de 27°C durante el dia y 24 durante la noche
con un perfodo de iluminacidn de 16 horas (a una intensidad
luminosa de 3.000 lux aproximadamente que se consigue con

lamparas fluorescentes tipo Gro-lux).

Cultivo de células separadas.- Para la obtencién de las sus

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
5.10-6M y BA 10-6M, pues se ha observado que este medio pro
duce los callos mas friables.

Para la separacion de las células se han ensayado
procedimientos enzimdticos y mecdnicos. Se han utilizado di
versas enzimas comerciales del tipo pectinasa, el ndmero de

células disociadas ha sido escaso. Se ha ensayado la accidn
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conjunta de estas pectinasas con enzimas del tipo celulasa a
baja concentracién (celulasa onozuka y driselasa al 0'5%).
Pero no han producido el efecto sinérgico deseado. Tampoco
ha mejorado la separacidn de las células la adicidn de mani
tol.

Se ha empleado con aceptables resultados un homoge
neizador tipo '"Potter Elvehjem', en el cual se introducen
los callos partidos en pequefios pedazos junto con 15 ml de
medio de cultivo. El liquido obtenido después de una separa
cidn de las células se filtra en un tamiz metdlico de 0'038
mm de malla con objeto de eliminar los agregados celulares.

Las células aisladas se separan mediante una centri
fugacidn a 1.000 r.p.m. durante 3 minutos. E1 17quido sobre
nadante se decanta y las células se vuelven a eluir en un vo
lumen de medio de cultivo tal qﬁe la concentracién celular
resultante sea de aproximadamente 10“ células por ml, medida
con un hematimetro de Malassez de 1 mm3. Todas las operacio
nes anteriormente descritas se realizan asépticamente. EI me
dio de cultivo es el anteriormente citado, salvo la concen-
tracidn de sacarosa, que en este caso es al 2%, y al que se
han afiadido como substancias de crecimiento 2,4-D y BA a di-
ferentes concentraciones. Los cultivos se realizan en placas
petri de 5 cm de diametro con 3 ml de suspensidn por placa.
Estas placas se cierran con '""Parafilm'" y se disponen cada
seis en placas de 18 cm de diametro, cuyo fondo estd recu-
bierto de papel de filtro humedecido con agua destilada, lo
cual hace que se comporte como una cdmara hdmeda. Los cult]
vos se realizan a la temperatura de 27°C y a la oscuridad.
Para cada medio de cultivo se contd el nimero de colonias en

5 placas petri.

Propagacidn vegetativa '"in vitro'.- El presente estudio se

realizdé en las especies del género Citrus: C, aurantium Lin.
(naranjo amargo), C. taiwanica Tan & Shim, C. medica Linn
(Cidro), C. reticulata Blanco (mandarino comidn), C. reshni
Hort ex Tan (mandarino Cleopatra), C. sinensis (L) Osbeck

(naranjo dulce var Blanca comuna), C. jambhiri Lush (1imén
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rugoso), C. volkameriana Pasquale, C. Macrophylla Wester; en
la especie de Poncirus, P. trifoliata (L.) Raf. y en dos hi-
bridos el citrange Troyer (hfbrido de C. sinensis (L) Osbeck
var Washington navel x P. trifoliata (L.) Raf.) y el Swingle
Citrumelo C.P.B. 4475 (hibrido de C. paradisi Macf. var
Duncan x P. trifoliata (L.) Raf.).

Se utilizaron tres sistemas de propagacidn vegeta

tiva:

A) Partiendo de un fragmento de entrenudo se induce la
proliferacion de callo y posteriormente la regenera
cidn de yemas adventicias en un medio rico en cito-
kininas. Una vez desarrolladas estas yemas en peque
fios tallos é€stos se trasplantan a un medio rico en
ANA para su enraizamiento.

B) Se parte de una yema vegetativa, separada del tallo
junto con una porcidén de tejido circundante y se
cultiva en un medio con citokininas con objeto de
producir el desarrollo de brotes miltiples. Los ta
1los 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 extemo 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 neoformacidén de raices 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 solucidn mineral de MURASHIGE
y SKOOG (1962). Las macetas se introducen en bolsas de po-
lietileno para reducir las pérdidas de humedad procediendo
segin el método descrito por NAVARRO et al. (1975).

La técnica utilizada para el cultivo de tejidos ha

sido la descrita en el punto 1.

b,- Estudio histolégico de los tejidos en cultivo.- El estudio
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histoldgico sobre la diferenciacidn de 6rganos se ha reali-

zado por el procedimiento siguiente:

4.

3.

Fijacion.- Las muestras se fijan en una mezcla (FAA)
con la siguiente composicidn: 30 ml. de alcohol etflico
al 70%, 5 ml. de dcido acético glacial y 5 ml. de forma
lina comercial (formaldehido 40%). Siempre se utiliza
un gran volumen de FAA en relacidn con el volumen del

tejido. El periodo de fijacidn es de 1 a 2 dfias.

Deshidratacidon.- El tejido se lava durante 24 horas pa
ra eliminar totalmente el FAA. Para deshidratarlo se pa
sa durante 1 a 2 horas cada vez por una serie de solu- .
ciones de alcohol etilico de las siguientes concentra-
ciones: 5%, 10% y 30%, la deshidratacidn se completa
con mezclas de alcohol butfrico terciario (TBA)}, alco-
hol etflico y agua, que progresivamente se reemplaza
por TBA.

Se utilizan las siguientes soluciones:
1.- 50 ml. de HZO’ 40 mi. de alcohol etilico, 95% y 10
ml. de TBA.
2.- 30 ml. de HZO’ 50 ml. de alcohol etilico, 95% y 20
ml. de TBA.

3.- 15 ml. de HZO’ 50 ml. de alcohol etilico, 95% y 35
ml. de TBA.

4,- 45 ml1. de alcohol etilico, 95% y 55 ml. de TBA.

5.- 25 ml. de alcohol absoluto y 75 ml. de TBA,

6.- 100% de TBA.

Las muestras se dejan en cada solucidn durante
4 horas excepto en 1a Gltima (TBA, 100%) en la que se

mantienen durante 8 a 10 horas en la estufa a 30°C.

Inclusién 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°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 para
fina fundida sobre pequefios moldes hechos con papel de
aluminio y cuando comienza a solidificarse se colocan
cuidadosamente las muestras afadiendo una nueva capa de

parafina.

Cortes histoldgicos.- El tejido se corta en secciones

de 10 u mediante un microtomo tipo Minot.

Tincién.- El tejido se ha tefido con safranina y verde
rapido segin el siguiente proceso:

Con objeto de eliminar la parafina, las sec-
ciones se introducen en xileno durante 10 minutos y pos
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 alco
hol de concentraciones decrecientes: Alcohol absoluto,
95%, 70% y 50%,.

Las secciones se tiﬁen a continuacidon con una
solucidn de safraninaval 0'5% (p/v) en etanol al 50% du
rante 2 horas. Posteriormente se lavan con agua, se pa
san rapidamente por una serie creciente de soluciones
alcohdlicas del 70%, 90% y alcohol absocluto, y se tifien
durante 2-4 minutos con verde répido (solucién al 0'5%
(p/v) en una mezcla de aceite de clavo y etanol al 50%).

Finalmente las secciones se pasan por una mez
cla de aceite de clavo al 50%, alcohol absoluto al 25%

y xileno al 25%, lavandose por Gltimo con xileno.

Estudio cromosdmico de las plantas obtenidas.- Se cor-
tan raicillas que tengan aproximadamente 0'5 cm. de lon
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 realiza

la tincidon segin el método Feulgen. El tiempo Gptimo de
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hidrdlisis, durante el cual las raices se introducen en
HC1 1IN a 58-60°C ha sido 15 minutos. Posteriormente las
rafces se lavan con agua destilada y se dejan en fucsi-
na leucobasica hasta que la zona apical aparezca inten-
samente tefiida.

Para el montaje se utiliza orceina acética al

1%.

5.- Control de la floracidn.~- Se aplica kinetina a diferentes

concentraciones (10, 20 y 50 ppm.) a arboles adultos de la

variedad Washington Navel en diferentes momentos durante el

periodo de parada invernal. La pulverizacién se realizd con

una mochila atomizadora aplicando una cantidad aproximada a .

6 litros por arbol de solucidén hormonal a la que se habTa

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

se utilizaron tres grupos de tres arboles cada uno distribui

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

getativos se realizaron en la primavera siguiente y para

ello se tomaron L4 ramas grandes por drbol distribuidas en la

direccidn de los puntos cardinales, realizindose en ellas el

conteo del nlmero total de flores, asi como del nimero de in

florescencias florales, mixtas y brotes vegetativos.

6.- Incremento de la fructificacién.-

Aplicacién a frutos individuales.- Se aplicd 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 floracidn, cai
da de pétalos (principios de mayo), 15 dfas (frutos de
1 cm. aproximadamente) y un mes mas tarde (principios
de junio, frutos de 2-2'5 cm. aproximadamente).

La aplicacién hormonal se realizd sumergiendo

los frutos en una solucidon de dicha substancia a la que
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se habTa afiadido un mojante (Tween 20 al 0'1%). Los
frutos tratados asi como los frutos testigos sin tratar
que se dejaron en todos los arboles objeto de la expe-
riencia, se marcaron individualmente mediante etique-

tas, con el fin de seguir su evolucidn.

6.2, Aplicaciones a arboles completos.- Se aplicd kinetina a
diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 50 ppm.), pulve
rizando una solucidén de esta hormona a arboles adultos
de las variedades Navelate y Clementina fina. Ambas va-
riedades se seleccionaron por presentar problemas de
cuajado de fruto. Para el ensayo se escogid un huerto
de cada una de las variedades, que presentaban un arbo
lado homogéneo y donde previamente se comprobd que no
existfa ningdn factor nutricional ni de cultivo que con
dicionase la broduccién. Cada tratamiento se realizd
en 20 arboles, distribuidos en 5 bloques al azar de &4
§rboles cada uno, dejandose sin tratar un nidmero igual
de arboles con la misma distribucidén. La pulverizacidn
se realizd con una mochila atomizadora aplicando una
cantidad aproximada de 6 1 por arbol de solucién hormo
nal a la que se habia afiadido un mojante (Tween 20 al
0'1%). Se realizaron tratamientos en las épocas de la
cafda de pétalos (aproximadamente 80% de pétalos cai-
dos), 15 dfas y 1 mes mis tarde (principios de Junio).
Los resultados se obtuvieron determinando, en la época
de recoleccién del fruto, el peso de cosecha, el nidmero

de frutos por arbol y el tamafo de los mismos.

Retraso de la maduracién.- Se aplico 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 tamafios.

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 aplicacidn hormonal se realizd mojando los fru-
tos con un pulverizador, con las correspondientes soluciones
de kinetina a las que se afiadid Tween 20 al 0'1%. Los frutos
tratados se marcaron individualmente mediante etiquetas, pa-
ra seguir su evolucidn. Se tomaron muestras de frutos tanto
tratados como sin tratar a intervalos de 15 difas, a fin de
determinar su coloracidn, contenido en clorofila y carotenos

e indice de madurez.

- La coloracién de la corteza se determind mediante un
colorimetro Hunterlab, modelo D25P-2, que determina
tres Tndices numéricos: L, que mide la tuminosidad,
y varia desde 0 (totalmente negro) hasta 100 (tota]l
mente blanco); a, que mide la intensidad del rojo en
valores positivos, la del verde en valores negativos,
y marca el 0 para el gris y b, que mide la intensi-
dad del amarillo en valores positivos, la del azul
en valores negativos, y marca el 0 para el gris.

- Para evaluar el contenido en clorofila de la corteza,
se realiz6 una extraccibén con acetona y posteriormen
te se determind la absorbancia a 645 y 663 nm de lon
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 determinacién del contenido en carotenos de la
corteza se efectud mediante extraccifn con eter et
lico vy 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 indice de madurez del zumo {relacidn
s6lidos totales/acidos) se utilizé el método stan-
dard consistente en determinar los sdlidos totales
por refractometria y la acidez por valoracidn con hji
droxido sddico 0'IN,

En el momento inicial y final de 1a experiencia se
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caracterizaron los frutos determinando su diametro, altura,

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

peso de jugo y % peso de pulpa.

Determinacién de citokininas endégenas.-

8.1.

8.3.

Rafces.- Las rafces 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 cubier
tas Yy se desinfectan durante 20 minutos en una soluciodn
de hipoclorito sédico 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 0'8%, que contiene las sales minerales de
Murashige y Skoog. Los embriones se hacen germinar en la
oscuridad a 28°C, y posteriormente, se deja crecer la
plantula 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

lizar las extracciones de citokininas.

Brotes y ovarios.- Los brotes y ovarios se obtienen me
diante muestreo aleatorio en arboles adultos de las va
riedades Blanca Comuna, Washington Navel y Navelate;

las muestras se transportan al laboratorio ya congeladas
con nieve carbdnica, y allil se liofilizan, se homogeni-
zan y se almacenan liofilizadas a baja temperatura. Los
brotes se tomaron en el mes de febrero, con una longitud
maxima de 1/2 cm. Los ovarios se muestrearon antes y des
pués de la cafda de pétalos (finales de abril y mediados

de marzo respectivamente).

Método de extracciGn y separacidn.- El material a anali
zar (6 g de peso fresco en el caso de las rafces, y 2 g
de peso seco en el caso de las muestras liofilizadas) se
extrae en etanol al 80%; primero durante 3 horas a tempe

ratura ambiente y luego durante 20 horas a B°C. Se fil-



8.

L.

24

tran las dos fracciones y se mezclan los dos filtrados.
A continuacidn se evapora el etanol a vacio a 40°C y 1la
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 du
rante tres horas con polivinilpolipirrolidona (P.V.P.
insoluble) para eliminar los fenoles, manteniéndose el
pH a 6'5 -donde la absorcidén de las citokininas es mini
ma (Biddington y Thomas, 1976)- mediante la adicién a
partes iguales de tampon fosfato 0'5M. Se elimina la
P.V.P. por filtrado y la fase acuosa sé lteva a pH 8'5
para efectuar tres particiones con n-butanol con una du
racidén total de 24 horas. La fase n-butanol se lleva a
sequedad en vacio a 50°C y el extracto seco se rediluye
en etanol para efectuar la crdmatograffa.

La cromatografia se realiza segiin describen
Armstrong et al. (1969), en una columna de Sephadex LH-
20, de 90 cm de longitud y 2'5 cm de diametro, utilizan
do como eluyente etanol 35% a un fluJo de 15 ml1/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
k5°C durante 24 h., El extracto seco se rediluye en medio
de Murashige y Skoog para el test de médula de tabaco, vy
se efectla el bioensayo tal como describen estos autores
(Skoog y Mitler, 1957), utilizando plantas de tabaco de

la variedad Wisconsin 38 crecidas en un invernadero.

Difusidon en agar.- En el caso de las rafces, se ha hecho
una comprobacidn del contenido de citokininas en los api
ces mediante una prueba de difusidn en agar.

La determinacién de la actividad de las citoki
ninas difundidas a partir del apice de la raiz se ha rea
lizado segiin el siguiente método:

Las plantulas de Citrange Troyer, antes descri
tas, se esterilizan con hipoclorito sddico al 0'7% duran

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 raiz a una distancia de 5 mm del extre
mo y se clavan los &dpices por el lado cortado en unas
placas de Petri de 6 cm. de didmetro que contienen el me
dio de Murashige y Skoog para el test de la médula de ta
baco. El &pice de la rafz se mantiene hidmedo con un pa-
pel de filtro estéril, empapadc en agua, adosado a la ta
pa de la placa de Petri. Se cierra con Parafilm y se in
troduce en una cimara de cultivo a 24°C en posicidén in-
vertida, para que la rafz mantenga su posicidn normal.

Al cabo de un tiempo se quitan los 3pices de la rafz y
en su lugar se colocan fragmentos de médula de tabaco
para el bioensayo, determinandose la cantidad de citoki
ninas difundidas por el crecimiento de la médula al ca-
bo de 21 dfas. En este ensayo se han utilizado 50 apices
de raiz por placa de Petri y se ha mantenido la difusién

durante 36 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de las citokininas sobre la divisién celular y

proliferaci8n de callos.-

1.1, Formaci8n de callos.- Las maximas prb]iferaciones de ca

11o se han obtenido con las combinaciones ANA 5.10_5M +
BA 10 %H y 2,4-D 5.10°% + BA 1076M.

La tabla | muestra los efectos de varias cito-
kininas (BA, Z, K) a diversas concentraciones, actuando
en combinacién con el 2,4-D 5.10_6M. La concentracidn
6ptima para la proliferacién de callo es diferente para
cada citokinina. La zeatina es la que produce un maximo
crecimiento a mids baja concentracidn (5.10-7M) mientras
que la kinetina necesita la concentracién mis fuerte
(5.10-6M) para producir un maximo efecto.

El estudio histoldgico muestra que las forma-
ciones de callo provienen de células originadas por di-

visiones de las células del cambium.
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1.2, Cultivo de células separadas.- En la tabla |1 se dan
los efectos del 2,4-D y ta BA, a diversas concentracio
nes sobre la division de las células aisladas. Como pue
de verse las primeras divisiones aparecen a los 5 & 6 -
dfas de cultivo en los medios mas favorables. El medio
mids favorable para la divisién celular es aquel que con
tiene como substancias de crecimiento 1 mg/l de 2,4-D y
0'3 mg/1 de BA,

2.- Control hormonal de la organogénesis.- Los resultados obteni

dos muestran que tanto en el género Citrus como en Poncirus
y en el hfbrido citrange Troyer el control hormonal de la or
ganogénesis se realiza segiin un modelo semejante.

Como puede verse en la Tabla Ill, en general los ba
lances citokininas/auxinas favorables a las primeras (10:1)
favorecen la formacidén de tallos. Las concentraciones eleva-
das de auxinas inducen la aparicidn de raifces, mientras que
las citokininas inhiben este proceso, Los balances citokini-
nas/auxinas equilibrados o favorables a las auxinas (1:1,
1:10) producen la proliferacién de callo indiferenciado.

La diferenciacién de yemas se produce al cabo de
unas 6 semanas de cultivo en callos de naturaleza dura y com
pacta y color verdoso, que se desarrollan a partir de los
fragmentos de entrenudo en los medios con balances altos de
citokininas. Los callos no organdgenos originados en los me
dios con un equilibrio hormonal adecuado son de naturaleza
blanda y friable y su color es amarillento claro. Las rafces
se originan en los medios ricos en auxinas, en su mayor par
te directamente a partir del tejido original del entrenudo
sin mediar la formacidn de callo.

El estudio histoldgico muestra que las formaciones
de callo se inician a partir de formaciones meristematicas
derivadas de la zona cambial. Las yemas vegetativas se origi
nan por diferenciacidon de las células parenquimiticas del ca
1lo y las rafces se inician a partir de la zona externa del
cilindro central,

Aunque la organogénesis en ambos géneros parece es~
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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 estudian en cuanto a capacidad de respuesta en la in-
duccidn de 6rganos por los reguladores de crecimiento. El gé
nero Citrus muestra una débil capacidad de regeneracién de ta
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 resul tados 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
induccidn de tallos por las citokininas y un escaso enraiza-
miento en los medios ricos en auxinas. El citrange Troyer res
ponde tanto a las citokininas como a las auxinas regenerando
tallos y rafces respectivamente, en cuantTa igual o superior
a la de sus especies progenitoras. Asi este hibrido parece ‘te
ner una capacidad para la regeneracién de tallos en respuesta
a la BA semejante a la del Poncirus trifoliata, mientras que
el enraizamiento inducido por el ANA es similar al que se da
en Citrus (Tabla 111).

Propagacidn de patrones de agrios mediante técnicas de culti-

vo de tejidos.- Se ha comprobado el efecto de la concentracidn
de BA y ANA sobre la diferenciacidén de tallos a partir de.frag
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 concentracidn elevada es necesaria para

la induccidn de yemas. La concentracidén 6ptima de BA oscila
entre los valores de 1 y 3 mgr/1 para todas las especies en
general. En algunos casos la adicidn de ANA a baja concentra-
ciéon (0'1 mgr/1) mejora sensiblemente el nimero de yemas que

se producen por indculo. Aparecen importantes diferencias en-
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tre los patrones en cuanto a la respuesta de los tejidos que
se cultivan a la induccidén 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 sobre
la proliferacion de las yemas y el crecimiento de los brotes
en las diferentes especies. Las concentraciones de BA que pro
ducen un nimero maximo de tallos oscilan entre los valores de
0'3 y 1 mgr/1. En algunos casos las concentraciones bajas de
BA (0'1 mgr/1) favorecen ligeramente el desarrollo del brote.
Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por
Navarro (1979) en el naranjo Robertson navel. En general el
comportamiento de las especies ensayadas es semejante, no apa
reciendo diferencias importantes en el nimero de tallos que
se producen en cada indéculo, aunque éstas son mas acusadas en
el crecimiento de los mismos, que en la mayor parte de los ca
sos esta en funcidén del vigor de la propia especie.

En cuanto a la capacidad de enraizamiento de fragmen
tos de tallo jéven, conteniendo al menos una yema, de los dis
tintos patrones en funcidén de la concentracién de ANA en el
medio, tanto el ndmero de rafces por inbculo como el porcenta
je de los mismos enraizados aumentan con la corcentracidn de
ANA en el medio, al menos dentro del rango de concentraciones
utilizadas en esta experiencia. En este aspecto hemos observa
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 varia sensiblemente entre
los distintos patrones siendo maxima en el cidro y minima en
el P, trifoliata.

En 1a Tabla 1V se exponen las eficiencias de los tres
sistemas de propagacidn empleados expresadas en funcidn del nd
mero medio de plantas obtenidas por inéculo inicial. En el sis
tema A por tanto, los valores se refieren al n° medio de ta-
llos por inbculo que se originan en el callo del entrenudo,

afectado por el porcentaje de €stos que posteriormente enrai-
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zan al ser transferidos a un medio adecuado. En el sistema B
los valores expresan el ndimero medio de tallos por inéculo
que se obtienen del cultivo de yemas considerando como en el
caso anterior la proporcidon de &€stos 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 éptimos.

Como puede verse, el sistema de propagacidn A es el
mas eficaz en aquellos patrones que tienen una alta capacidad
de regeneracidn de yemas adventicias como. son el C, medica y
el citrange Troyer. En los demas el sistema B se muestra mis
eficiente, siendo ademds m&s constante en su respuesta.

Otro aspecto a tener en cuenta, es el tiempo que se
tarda en obtener las plantas propagadas por los distintos sis
temas. Con el sistema A el tiempo medio de propagacién oscila
entre los 120~150 dfas, mientras que con el sistema B es de
75-100 dfas y con el C de 45-60 dfas. Por tanto aunque el sis
tema C es el menos eficiente desde el punto de vista de nime-
ro de plantas propagadas por indculo inicial, tiene a su favor
que es notablemente mas rapido que los otros.

También se ha estudiado en citrange Troyer la varia
bilidad morfolégica y genética de las plantas propagadas (Ta
bla V). En este aspecto el sistema A produce un 26'7% de plan
tas aberrantes ya sea en sus caracteristicas externas o en el
nimero de cromosomas. Las plantas propagadas por los otros dos

sistemas han mostrado una mayor homogeneidad.

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

la Figura 1, indican que los tratamientos con kinetina duran-
te el perfodo de diferenciacién floral (Noviembre-Diciembre
en nuestras condiciones) inhiben la posterior floracidn del
naranjo. Con las tres concentraciones ensayadas (10, 20 y 50
p.p.m.) aparecen diferencias significativas entre los arboles
tratados y los testigos sin tratar en el nimero total de flo-
res por rama asl como en el de flores aisladas y en racimos

sin hojas, que disminuyen respecto a los 8rboles control. En
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cuanto a los efectos de estos tratamientos sobre la brota-
cidn, en la tabla VI se observa que las tres dosis de kineti
na producen una reduccidén significativa del nimero de brotes
florales y un aumento de los vegetativos, permaneciendo con
escasas variaciones el de brotes mixtos, si bien aumenta su
proporcién relativa. Estos tratamientos disminuyen las rela-
ciones flores/brote y flores/hojas en los brotes mixtos y au
mentan la de hojas/brote tanto en los mixtos como en los ve-
getativos. En conjunto el méximo efecto se consigue con la
pulverizacidén de kinetina a la concentracidén de 20 p.p.m.

La Figura 1 muestra la influencia de la época de
aplicacidn de la kinetina sobre la floracién. Los tratamien-
tos realizados entre la tercera semana de Octubre y la prime
ra de Enero muestran diferencias significativas respecto a
los testigos no tratados en cuanto a la inhibicién de la flo
racién e incremento del desarrollo vegetativo. La maxima efec
tividad significativa se consiguid con los tratamientos reali

zados en la 3§ semana de Noviembre y en la 12 de Diciembre.

Incremento de la fructificacién.- La tabla VII 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 Sptimas de aplicacidon 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 aplicacidn se realiza a
ovarios o frutitos en los primeros estados de desarrollo (flg
racién y cafda de pétalos) mientras que estos tratamientos
tienen escasa eficacia cuando se aplican a frutos en estados
de desarrollo mds avanzados (frutos de 2'5 cm. de diametro 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 dGltimos el incremento de cuajado relativo inducido

por la aplicacidn hormonal respecto a los frutos testigos sin
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tratar es notablemente superior.

Estos resultados muestran que la aplicacidn de cito
kininas a frutos individuales de Navelate provoca un aumento
de su partenocarpia. Posiblemente este efecto est3d estrecha-
mente relacionado con la atraccidn 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 nutriciédn del mismo. En este aspecto, la mayor res
puesta observada en los primeros estados de desarrollo del
fruto podrfa deberse a que en estos momentos la disponibili-
dad de nutrientes en la planta es menor y la competencia por
los mismos es mixima. Una explicacidén aniloga tendria el he-
cho de que los frutos procedentes de brotes florales cuajan
en menor proporcién y responden en cuantia relativa mayor al
tratamiento con estas hormonas, que los que se hallan en bro
tes mixtos, en los cuales las hojas prdéximas les aportan un
suplemento adicional de fotoasimilados.

Los tratamientos con soluciones de citokininas a ar
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 productivj
dad de ambas. En las tablas VIIIl y IX se muestra que en las
dos variedades el momento Sptimo para la aplicacidn es el de
la cafda de pétalos, disminuyendo la eficacia de estos trata
mientos posteriormente a medida que el fruto alcanza estados
mis avanzados de desarrollo. Las aplicaciones de estas hormo
nas realizadas en Junio cuando los frutos alcanzan tamafios su
periores a los 2 cm. de diadmetro en Navelate y 1 cm. en Cle-
mentina, son practicamente ineficaces para aumentar la fructi
ficacidn.

Cuando el tratamiento se realiza en el momento &pti-
mo, tanto el peso de cosecha como el nimero de frutos por ar-
bol aumenta con la concentracidén de benciladenina, al menos
dentro del rango de valores utilizados en esta experiencia.
Sin embargo el tamafio y peso del fruto disminuye sensiblemen
te correlaciondndose esta disminucidén con el aumento de cose

cha y nimero de frutos por arbol. En este aspecto consideramos
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que este efecto se debe mds bien a que al cuajar mayor ndmero
de frutos éstos se desarrollan menos (efecto que por otra par
te es bien conocido en los agrios) que a una accién directa
de las citokininas afectando negativamente al desarrollo del
fruto. Esta afirmacidn vendria parcialmente apoyada por el
hecho de que cuando se realizan los tratamientos con citokini
nas en épocas en que son ineficaces para aumentar la producti
vidad, el tamafio del fruto permanece inalterado. Por otra par
te en las graficas de la figura 2 se representa la curva de
crecimiento del fruto cuando se aplican citokininas (bencili
denina 20 p.p.m.) tanto a frutos individuales (A) como a &rbo
les completos (B) de Navelate. Puede verse que la aplicacién
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 tamafio ni en el peso definitivo en el momento de la
maduracién. Cuando se aplica la benciladenina al arbol comple
to se aprecia un ligero incremento del desarrollo de los fru-
titos respecto a los de los &rboles 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 tamafio de los frutos
de los arboles tratados es inferior en didmetro y peso al de
los arboles testigo. Los resultados de estas experiencias pue
den considerarse como evidencias claras de que las citokininas

no actlan de forma directa en contra del desarrollo del fruto.

Retraso de la maduracidén.- Los frutos tratados con soluciones

de kinetina a mediados del mes de noviembre, experimentan un
retraso significativo en su madurez externa (Tabla X). Este
fenémeno se manifiesta en los datos obtenidos sobre la colora
cidn y sobre el contenido en clorofila.

La medida del indice a (viraje del verde al rojo) nos
muestra que todos los tratamientos con kinetina detienen el vi
raje en los quince primeros dias, y que mantienen los frutos

mis verdes que las muestras no tratadas durante todo el mes
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siguiente; incluso en la Gltima medicidén, mes y medio m3s tar
de del tratamiento, cuando todos los frutos han virado ya del
verde al rojo, los valores del indice a para los frutos trata
dos son significativamente mds bajos que los de los no trata-
dos.

La medida del Tndice b (intensidad del amarillo) nos
muestra que todos los tratamientos con kinetina mantienen mi3s
bajo este pardmetro que en el caso de los frutos no tratados.

La medida del indice L (claridad de! fruto) nos mues
tra que los tratamientos con kinetina retrasan el aclarado
del color del fruto, retraso que se hace mas significativo
con el paso del tiempo.

La medida del contenido en clorofila nos muestra que,
en los primeros quince dfas, los tratamientos con kinetina de
tienen la degradacién de la clorofila, y que, durante un mes,
todos los tratamientos mantienen el contenido en clorofila de
la corteza del fruto mids alto que los frutos no tratados. S6-
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, s6lo 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.

E1l 20 de Diciembre se hizo un nuevo tratamiento con
kinetina en frutos no tratados previamente, para ver si se con
firmaba algin efecto sobre la madurez interna del fruto. Como
se puede observar en los datos de la tabla XIl, no se obtienen
diferencias significativas con los testigos, aunque aparece un
ligero retraso del indice de madurez,

Los datos de la tabla X! nos muestran los efectos de
los tratamientos con kinetina sobre otras caracteristicas del
fruto.

Los frutos tratados detienen o retrasan su crecimien

to en tamafio, siendo este detenimiento mds evidente en los
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tratamientos con Rinetina a 50 p.p.m.; también los otros tra
tamientos producen frutos significativamente mads pequefios que
los testigos.

La maduracién del fruto lleva consigo una disminu-
cidn del espesor de la corteza (0.96 mm. en el caso de los
testigos), Este cambio sélo se ve retrasado de forma signifi
cativa en el caso de los tratamientos con kinetina a 20 p.p.
m.

La disminucidn del tamafio del fruto ya sedalada, se
corresponde con una disminucién en el peso del mismo, que co
mo en el caso del tamafo, es mis evidente en los tratamientos
con kinetina a 50 p.p.m. Sin embargo los porcentajes de este
peso correspondientes a corteza y jugo no se ven significati
vamente afectados. AsT pues, aunque la calidad del fruto no
se ve afectada, la disminucidn del peso del fruto, que osci-
la entre 14.72 g y 21.48 g por fruto (a 20 y 50 p.p.m. respec
tivamente), hace que la disminucién del tamafio del fruto sea

un factor apreciable.

Contenido endbgeno.-

7.1. RaTces.- Se ha demostrado la presencia de citokininas en
las raices del hibrido Citrange Troyer, afin al agénero
Citrus.

En los extractos de dichas raices, aparece cla
ramente actividad de citokinina que se distribuye en di
versas fracciones separadas cromatogrédficamente. En la
representacidon grdfica de la actividad aparecen varias
zonas claramente manifiestas de las cuales cabe distin-
guir dos por su intensidad y por su constancia en los di
ferentes extractos realizados. La primera zona coincide
aproximadamente con la regidn de elucidn de la zeatina vy
ribosilzeatina {entre 200 y 450 ml), vy es similar en in-
tensidad en los extractos de 3pice y de las zonas superio
res de la rafz. La segunda zona se encuentra entre los
volimenes de elucidén de 600 y 850 ml, y la actividad e-

mucho mids intensa en los extractos de 3pice que en lco-s
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de las zonas superiores de la rafz (Figura 3).

La cuantificacion total de la actividad de cito
kinina en diferentes extractos, referida a una curva
standard de kinetina, ha dado en el caso de los &pices
un valor de 1,310 ugr por gramo de materia fresca, y en
la zona superior de 0,950 Mgr por gramo de materia fres
ca (Tabla Xx111). '

El gradiente de actividad encontrado coincide
con el sefialado por Short y Torrey (1972) y con la idea
general, apuntada en la introduccién, sobre la localiza
cién de los lugares de sintesis de citokininas en las
plantas superiores.

La presencia de citokininas en el 3pice de la
raiz se ve confirmada por la prueba de difusidén en agar.
Légicamente, la actividad encontrada por gramo de peso
fresco es mucho menor que en el caso de los extractos
(0.03 Mg de kinetina equivalente por gr. de materia fres
ca), lo que se explica por el hecho de que medimos sélo
las citokininas difundidas.

El hecho de haber encontrado actividad es una
confirmacién de la prueba anterior. Se puede pensar que
este método no es idéneo para el estudio de la difusién
de citokininas, ya que el AIA presente en el agar puede
inducir el transporte de sustancias que de suyo no se-
rfan difusibles; es cierto que el método debe ser mejora
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 3pice de la rafz, y el método,
por lo tanto, es valido para nuestro propdsito de confiL

mar la presencia de citokininas en dicho lugar,

Brotes.- Se ha estudiado el contenido en citokininas de
los brotes vegetativos y florales de Citrus sinensis cv.
Navelate.

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 (TE
bla XIV). El contenido en citokininas de los brotes vege
tativos es doble que el de los brotes florales. Teniendo
en cuenta el efecto atribufdo a la presencia de estas fi
tohormonas sobre la atraccidn preferencial de metaboli-
tos hacia los lugares donde se encuentran en mayor con-
centracidén (Seth y Wareing, 1967; Luckwill, 1977), se
puede suponer que las flores en formacidén se han de en-
contrar con un aporte deficiente de sustancias nutriti-
vas como consecuencia de la competencia ventajosa de las
hojas en formacidn.

E1l mayor contenido en citokininas de los brotes
vegetativos de esta variedad, puede ser una explicacién
de la baja proporcién de cuajado del fruto, ya que son
pocas las flores que podrdn ilegar al inicio de este fe

ndémeno con niveles adecuados de sustancias nutritivas.

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 cafda de pétalos.

La variedad Blanca Comuna presenta frutos con
semillas, mientras que las otras dos variedades presen-
tan frutos partenocarpicos, pues sus anteras son estéri
les y sus dvulos, no fecundados, abortan con el desarro
11lo del fruto.

En Blanca Comuna, el contenido endégeno en cito
kininas se quintuplica después de la caida de pétalos
(ovarios fecundados) (Tabla XV). En las variedades parte
nocarpicas no hay cambios importantes en los niveles de
estas hormonas con la cafda de pétalos, si bien, conside
rando el ovario en su totalidad, al aumento de tamafio co
rresponde un aumento en el contenido de citokininas en
el Grgano. Este comportamiento desigual se debe interpre
tar como resultado de la sintesis 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
aporte de estas hormonas que precisan las semillas para
su desarrollo (Burrows y Carr, 1970).

Antes de la caida de pétalos, los niveles de ci
tokininas de las variedades partenocarpicas son aprecia-
blemente mayores que en el caso de la variedad Blanca Co
muna. Crane y Van Overbeek (1965) describieron, en Ficus
cariaca, la induccidn de la partenocarpia como efecto
del tratamiento con kinetina. Los resultados aqui obser
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 cal
da de pétalos. Esto confirma el papel de las citokininas
en el desarrollo del fruto (Van Overbeek, 1962; Luckwill
1977) y esta de acuerdo con los resultados obtenidos por
Eeuwenes y Schwabe (1976) y por Davey y Van Staden (1977
y 1978) en Pisum sativum y Lupinus albus, respectivamen
te.

Al comparar entre si las dos variedades parteno
cédrpicas, se observa que, aungue las diferencias no sean
tan notables como en el caso de la comparacién con la va
riedad con semillas, existe un mayor contenido en citoki
ninas en los ovarios de Washington Navel antes de la cal
da de pétalos; después de la cafda de pétalos se igualan
los niveles de estas hormonas. Esta ligera ventaja a fa-
vor de la variedad Washington Navel, antes de la cafda
de pétalos, puede ser significativa si tenemos en cuenta
que esta variedad es mds productiva que Navelate. Estos
resultados estarfan en concordancia con el efecto de au
mento de cuajado del fruto por accién de las citokininas
descrito por Weaver et al. (1965) en Vitis vinifera, vy
expuesto por nosotros en Citrus en ruestro capftulo de

aplicaciones exbgenas de citokininas.
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Figura 1:

fFigura 2:

figura 3:
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- Grafica A.- Efecto de la aplicacidn de diferentes con
centraciones de kinetina sobre la flora-
cién de la variedad Navelate.

r Ll relacidn brotes florales/brotes vegetativos.
VB

- Grafica B.- Efecto de la época de aplicacidn de kine
tina sobre la floracién de la variedad Na
velate, en tratamientos con una concentra

cidén de 20 p.p.m.

Efecto de la aplicacién de benciladenina a la concentra
cion de 20 p.p.m., en el momento de la floracidn, sobre
el crecimiento del fruto, expresado en incremento del
difmetro, en la variedad Navelate.

- Grafica A.- Aplicaciones a frutos individuales.

- Grafica B.- Aplicaciones a arboles enteros.

Distribucidon de la actividad de citokininas en las frac
ciones separadas en una cromatograffa en columna de
Sephadex LH-20 de extractos de raiz de plantulas de ci
trange Troyer.

La actividad se mide mediante el bioensayo de
la médula de tabaco, y se refiere a los valores encon-
trados para una curva standard con soluciones de kineti
na expresados a la derecha de las gréaficas.

E1 3rea sombreada representa una actividad es
tadisticamente significativa a un nivel de probabilidad
del 95%.

ZR.- Zona de elucidn correspondiente a una solucién pa
trdon de ribosilzeatina.
2.- 2ona de elucién correspondiente a una solucidén pa-

tron de zeatina.
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