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RESUMEN

En los sistemas de produccion de citricos con destino a mercado en fresco, la plantacion de
cultivares de naranjos y mandarinos sin semillas es creciente. Entre los naranjos del grupo
‘Navel’ se destaca el cv. Navelate, por la excelente calidad de sus frutos, aunque la
superficie de su cultivo en varias regiones citricolas se encuentra en disminucién, debido a
que presenta problemas en el desarrollo reproductivo. El objetivo de este trabajo fue
investigar los cambios en los mecanismos fisiol6gicos y metabdlicos del cv. Navelate, en
respuesta a practicas culturales que favorecen el cuajado de frutos, de modo de comprender
mejor este ultimo proceso. La experiencia se realiz6 en una finca comercial ubicada en la
costa del rio Uruguay (Salto, Uruguay), sobre una plantaciéon de 5 afios, donde se
seleccionaron plantas por uniformidad de tamafio e intensidad de floracién (~70 flores.100
nudos™). Se utilizé un disefio experimental en bloques completos al azar generalizados con 3
repeticiones. Los tratamientos conformaron un arreglo factorial 2x2x2, siendo los factores
aplicados: a) fertilizaciéon inicial con urea, dosis: 800g (N1) y 1300g (N2), b) &cido
giberélico (AG3) a la caida de pétalos: 0 y 50 ppm, c) rayado de ramas a los 15 dias
posteriores a la aplicacion de ‘AGs;’: con rayado (+R) y sin rayado (—R). Durante el periodo
septiembre-diciembre se evaluaron los efectos de los tratamientos aplicados sobre el
metabolismo fotosintético, la dindmica de carbohidratos y del nitrégeno, la expresion de
metabolitos relacionados al estrés celular, el cuajado de frutos de los diferentes tipos de
brotes florales, y los niveles productivos alcanzados en nimero de frutos por planta (fr.pl™)
y en rendimiento (kg.pl™). El andlisis inicial del efecto de los factores sobre las variables se
realiz6 con el procedimiento ANAVA; posteriormente las variables metabdlicas y
fisiologicas se relacionaron con los pardmetros productivos a través de andlisis
multivariados de componentes principales, regresiones lineales y correlacion de Pearson. La
mayor dosis de nitrégeno resulté en un cuajado de frutos superior (N2: 1,66% vs. N1:
0,92%) y un rendimiento més elevado (N2: 24,7 kg.pl”' vs. N1: 18,8 kg.pl""). La mayor
retencion de frutos de N2 se expreso tanto en los brotes florales multiples con hojas (brotes
mixtos) como en los brotes multiflorales sin hojas (ramillete floral). El rayado de ramas

también incrementd el cuajado de frutos (+R: 1,57% vs —R: 1,02%), y el rendimiento (+R:
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24,7 kg.pl' vs. —R: 18,8 kg.pl™). La aplicacién de 50 ppm de AGs a la caida de pétalos, si
bien provocé un retraso en la abscision de estructuras reproductivas, no logré mejorar los
niveles productivos, salvo bajo condiciones de mayor disponibilidad de nitrégeno o bien
combinada con rayado. Con dosis de nitrégeno mds altas (N2) se observé un incremento del
rendimiento cudntico del fotosistema II (DFSII), como también de la asimilaciéon neta de
CO; (ACOy), la conductancia estomdtica (Gs) y la eficiencia del uso del agua (EUA) de las
hojas maduras, cuando fue combinada con AG3; o con rayado, con respecto al nivel N1.
Ademads, las hojas maduras tuvieron niveles superiores de sacarosa y almidon en las plantas
con N2. El rayado mejord el ®FSII de las hojas jovenes cuando fue combinado con N2, pero
no incrementd la ACO,; Ademds, aumentd el contenido de sacarosa foliar y no hubo
evidencias de danos o estrés celular por fotooxidacion. Los parametros ®FSII, ACO,, Gs y
EUA medidos en la primera quincena del mes de octubre en ambos tipos de hojas
presentaron correlaciones positivas con las variables N° de frutos.pl”’ y Kg.pl'. Por el
contrario, el DPV se relaciond de forma negativa con las variables productivas. Estas
relaciones demostraron que la mejora del metabolismo fotosintético y la acumulacion de
sacarosa en la copa de los arboles, durante la primera quincena de octubre, disminuyeron la
abscision de los frutos en este periodo; mientras que el estimulo del crecimiento inicial de
los frutos a través de la aplicacion de AGj; resulté ser una técnica dependiente de la
disponibilidad nutricional (N) para la mejora del cuajado. La fertilizacion nitrogenada inicial
y la aplicacidon del rayado de ramas posterior a la caida de pétalos, produjeron cambios
favorables en los mecanismos metabdlicos y fisioldgicos en el momento critico del cultivo,
lo cual resulté en una menor abscision de frutos y un aumento de la produccién del cv.

Navelate, en las condiciones agrocliméticas de la citricultura del Rio Uruguay.

Palabras clave: Citrus, fotosintesis, carbohidratos, metabolismo del nitrégeno, rayado de
ramas.



PHYSIOLOGICAL AND METABOLIC CHANGES IN RESPONSE TO AGRONOMIC
PRACTICES APPLIED FOR IMPROVEMENT FRUIT SET OF ‘NAVELATE’ ORANGE

ABSTRACT

In the Citrus production systems oriented to fresh market, the plantation of seedless orange
and mandarin cultivars is increasing. Among the oranges of the ‘Navel’ group, the
‘Navelate’ variety stands out, due to the excellent fruit quality, although its cultivation is
declining in several Citrus production regions, because of problems in the reproductive
development. The aim of this work was to investigate physiological and metabolic changes
of cv. Navelate, in response to agronomical practices to improve fruit set, and to better
understand the fruit set process. The experiment was conducted on a commercial orchard
located on the Uruguay River coast (Salto, Uruguay), with 5-year-old Citrus trees of
‘Navelate’. The trees were selected for its uniform size and its flowering intensity (~70
flowers.100 buds™). A generalized randomized complete block experimental design with 3
replications was used. The treatments formed a 2x2x2 factorial arrangement, the applied
factors were: a) initial fertilization with urea: 800g (N1) and 1300g.plant'1 (N2), b)
gibberellic acid (GAj3) spray application during petal drop: 0 and 50 ppm, c¢) branch girdling
at 15 days after GAs; spray application: with girdling (+R) and without girdling (-R).
During the September-December period the effect of the applied treatments on the
photosynthetic metabolism, carbohydrate and nitrogen levels, on the expression of
metabolites of cellular stress, on the fruit set of different types of flowers, and the fruit per
plant (fruits.pl™) and yield (kg.pI™") were recorded. The ANOVA was applied to analyze the
effect of the tree factors on the variables studied. Afterward, the metabolic and physiological
variables were associated to the productive parameters through multivariate principal
components analysis (PCA), linear regressions and Pearson's correlation. The highest dose
of N resulted in a higher fruit set (N2: 1.66% vs. N1: 0.92%) and higher fruit yield (N2: 24.7
kg.pl" vs. N1: 18.8 kg.pI'"). The highest fruit retention for N2 treatments was expressed in
multiple flower sprouts with leaves and without leaves. The girdling also increased fruit set

(+R: 1.57% vs —R: 1.02%) and fruit yield (+R: 24.7 kg.pl” vs. —R: 18.8 kg.pl™"). The spray
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application of GAj; during petal fall, although it caused a delay in the abscission of
reproductive structures, it did not improve the number of fruit per plant and fruit yield,
except under greater nitrogen or combined with girdling. N2 improved the quantum yield of
photosystem II (®FSI), as well as the net assimilation of CO, (ACO,), stomatal conductance
(Gs) and the water use efficiency (WUE) from mature leaves when it was combined with
GA; or girdling with respect to N1. Furthermore, N2 plants reached higher levels of sucrose
and starch in the developed leaves. Branch girdling improved the FSII of the young leaves
when it was combined with N2 but without increasing its carbon assimilation rate;
furthermore branch girdling increased leaves sucrose content without evidence of
fotooxidation damage or cellular stress. The parameters ®FSII, ACO,, Gs and WUE in both
types of leaves at the first half of October showed positive correlations with fruit yield
whereas VPD was negatively related with fruit yield. The initial nitrogen fertilization and
branch girdling after petal fall produced favorable changes in the metabolic and
physiological mechanisms during the first half of October which resulted in less fruit
abscission and higher fruit production of the cv. ‘Navelate’ under the agro-ecologycal

conditions of the Uruguay River region.

Key words: Citrus, photosynthesis, carbohydrates, nitrogen metabolism, girdling.



1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del Problema

La superficie implantada con cultivares de naranjas y mandarinas sin semillas es
creciente en sistemas de produccion de citricos con destino al mercado en fresco, ya que
éstas son de preferencia del consumidor (FUNDANEA, 2016). Las naranjas del grupo
‘Navel’, llamadas comunmente ‘de ombligo’, entre las cuales se encuentra el cultivar
Navelate, tienen un lugar de relevancia por la calidad de sus frutos (Agusti et al., 2003a).

Los cultivares de naranjos del grupo ‘Navel’ presentan un nivel productivo relativamente
bajo en comparacién con los cultivares de naranjas del grupo ‘Blancas’, lo cual fue
documentado en diferentes regiones de importancia citricola para el consumo en fresco,
como Espaiia (Agusti et al., 2003b; Iglesias et al., 2007), la costa del Rio Uruguay (Gravina
et al., 2004; Otero et al., 2015), o en zonas de produccién incipientes como en la regiéon
central de Santa Fe (Pilatti et al., 2009; Micheloud et al., 2018). Una de las principales
causas a la que se atribuye tal comportamiento es el desarrollo de una floracién primaveral
abundante seguida de una abscision masiva de las estructuras reproductivas, lo cual hace que
el cuajado de frutos llegue a valores muy bajos e incluso nulos (Guardiola et al., 1984;
Agusti et al., 2003a).

Existen investigaciones que confirman que es posible lograr producciones rentables
mediante la aplicacidon de técnicas especificas basadas en el conocimiento de este cultivar y
de su comportamiento agrondémico. Los principales estudios sobre el manejo del cultivo
abordaron aspectos fisioldgicos, nutricionales (Tadeo et al., 2003), hormonales, y la
aplicacion de técnicas culturales para la mejora del cuajado de sus frutos (Agusti et al.,
2003a). La aplicacion de giberelinas (AGs) a la caida de pétalos (Agusti et al., 1982a;
Mesejo et al., 2013, 2016), el rayado de ramas (Rivas et al., 2007, 2010), y la combinacion
de ambas técnicas (Koller et al., 2006) son actualmente las précticas culturales mas
eficientes para mejorar el cuajado de los frutos de diferentes cultivares citricos con bajo
indice de partenocarpia natural (El-Otmani ez al., 2000).

A través de este proyecto doctoral se busca comprender, con un mayor nivel de

aproximacion, los mecanismos fisiolégicos y metabdlicos involucrados durante el proceso
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de establecimiento y crecimiento inicial de los frutos, y los cambios en los mismos como
consecuencia de la aplicacion de técnicas agrondmicas para la mejora del comportamiento
reproductivo, especialmente en el cultivar Navelate. En la region citricola de la costa del rio
Uruguay, se abordaron experimentos en los que se estudié el proceso de cuajado y
crecimiento inicial de frutos del cultivar Navelate, a través de tratamientos de aplicacion de
AGs; a la caida de pétalos, rayado de ramas a los 15 dias posteriores, y la combinacion de
ambas técnicas. A su vez, cada uno de los tratamientos estuvo sometido a dos niveles de
fertilizacion nitrogenada. Las respuestas de las plantas fueron evaluadas en el metabolismo
fotosintético, la dindmica de carbohidratos y del nitrégeno, la expresion de metabolitos
relacionados al estrés celular, el cuajado de frutos, y los niveles productivos.

En Uruguay, el Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA) desarrolla el
programa nacional de investigacion en produccion citricola, con sede en la Estacion
experimental Salto Grande, desde un perfil proactivo de produccion integrada de citricos
orientado a la exportacion. El INIA Salto Grande presenta una amplia trayectoria en
investigaciones relacionadas a lograr la mdxima eficiencia de los sistemas productivos, a
través de un sélido conocimiento de base en la ecofisiologia del cultivo (Syvertsen et al.,
2003; Otero et al., 2015). El vinculo entre la UNL y el INIA, propiciado por este proyecto
de tesis doctoral, se consideré de importancia para el avance cientifico en la problemética

abordada.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Importancia mundial del cultivo de los citricos

A nivel mundial, los citricos son los frutales de mayor produccién y
comercializacion, con cerca de 124 millones de toneladas de fruta anuales. Las naranjas
representan el 54% de la produccidn, luego las mandarinas con el 27%, en tercer y cuarto
lugar limones (13%) y pomelos (6%), respectivamente (FAO, 2016). La produccion de
frutos citricos es liderada por China y le siguen en orden de importancia Brasil, Estados
Unidos, Espafia, Méjico, Italia, Egipto, Turquia, Sudafrica y Argentina (FEDERCITRUS,
2016).



Con respecto al mercado de exportacion de frutos frescos, Argentina y Uruguay
presentan la ventaja de producir en contra-estacion del hemisferio norte, donde se
encuentran los paises de mayor demanda, pero a su vez de mayor exigencia en calidad e
inocuidad alimentaria. Otros paises productores y exportadores del hemisferio sur son
Sudafrica, Australia, Chile y Perd (FEDERCITRUS, 2016).

La principal zona productiva de naranjas y mandarinas para consumo en fresco de
Argentina y Uruguay comprende la region litoral del rio Uruguay (INTA, 2012), abarcando
las localidades de Concordia, Federacion y Monte Caseros, en Argentina; y Salto y
Paysandi en Uruguay (FUNDANEA, 2016). La produccién citricola uruguaya alcanza
anualmente 300 mil t y se distribuye entre naranjas (51%), mandarinas (35%), limén (13%)
y pomelos (1%). El 84% de esta produccion se obtiene en la ‘zona litoral norte’, donde se
realizé la experiencia de este trabajo, y comprende los departamentos Salto, Paysandd y
Artigas. En la ‘zona sur’, que abarca San José, Canelones, Montevideo, Colonia, y
Maldonado, se cultiva especialmente el limén (MGAP-DIEA, 2014). El 40% de Ila
produccion uruguaya de citricos se exporta hacia los Paises Bajos, Reino Unido, Rusia,
Brasil, Espafia y Estados Unidos, el resto se destina al mercado interno y a la industria,

empleando 10.000 personas en todo el proceso productivo (FUNDANEA, 2016).

1.2.2. El cultivo de los citricos en Argentina

La producciéon de citricos en el pais es de 2,8 millones de tn (FAO, 2016) y
representan el 56% de la fruta fresca producida en el pais y su cultivo ocupa una superficie
aproximada de 130.000 ha, cuya localizacién estd distribuida en un 60% en la region
Noroeste y un 38% en la Noreste (INTA, 2012). La especie de mayor produccion es el limén
(1.500.000 t) localizado en su mayoria en la provincia de Tucumén. El segundo cultivo en el
pais es el de naranjas (934.000 t) y el tercero el de mandarinas (374.000 t); ambas especies
son de importancia en Entre Rios, ocupando cada uno de ellos una superficie cercana a las
20.000 ha. Por udltimo, el pomelo (132.000 t) es significativo en Salta y Formosa. Otras
provincias en que se encuentra representado el cultivo son Jujuy, Misiones, Corrientes,
Buenos Aires, Formosa, Chaco y Catamarca (FEDERCITRUS, 2016).

El sector citricola nacional genera un valor econdmico de aproximadamente 1400

millones de ddlares anuales, de los cuales el 50% corresponden a las exportaciones de frutas
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frescas, derivados y jugos concentrados. La estructura bésica de la actividad citricola estd
conformada por 5.300 productores primarios, 20 plantas industriales para jugos
concentrados y 440 plantas de seleccién y empaque. Esta estructura genera, una ocupacion
de mano de obra directa de aproximadamente 100.000 puestos de empleo (MECON, 2011).

Los destinos de la produccién citricola nacional son la industria (47%), el mercado
interno (32%) y la exportacion en fresco (21%). Luego de las peras, el limén es la principal
fruta de exportacion; por otro lado, luego de las manzanas se encuentran las mandarinas y
las naranjas. Los citricos producidos en Argentina se comercializan en mds de 80 mercados,
siendo la Unién Europea el mds importante, seguido por Rusia (SENASA, 2012;
FEDERCITRUS, 2016).

En cuanto a la region central del pais, la produccién se localiza en el sector limitrofe
entre las provincias de Buenos Aires y Santa Fe (San Pedro, San Nicolds, Ramallo y
Baradero). Si bien su importancia nacional es poco significativa, presenta ventajas
comparativas como la cercanfa a los grandes mercados consumidores (Buenos Aires,
Rosario, Santa Fe y Cordoba) y posee muy buena infraestructura comercial (rutas,
autopistas, galpones de empaque). Como desventaja, constituye un area de riesgo por
heladas que pueden comprometer la calidad de la fruta y la vida de la planta. En esta zona,
los naranjos ‘navel’ son los citricos predominantes (Palacios, 2005) donde la enfermedad
conocida como ‘cancrosis de los citricos’ esta presente de manera endémica y es un

impedimento para la produccion de algunos cultivares (Favaro et al., 2014).

1.2.3. El cultivo de los citricos en la provincia de Santa Fe

La superficie de citricos en la provincia de Santa Fe es menor al 1% del area
cultivada a nivel nacional, con 504 ha correspondientes a naranjos (78%) y mandarinos
(19%). Se distribuyen en los departamentos de Rosario (121 ha), San Jeronimo (69 ha) y
General Obligado (252 ha), con epicentro en el distrito Malabrigo (INDEC, 2008).

Entre los naranjos ‘Navel’ los cultivares de mayor difusiéon son ‘Newhall’ y
‘Lanelate’, aunque el 60% de las plantas son materiales genéticos no identificados. El 70%
de las naranjas ‘Blancas’ son del cultivar ‘Valencia’, también se registraron ‘Criollas’. Entre
las mandarinas predominan ‘Criolla’, ‘Ellendale’, ‘Nova’, ‘Murcott’ y ‘Satsuma-Okitsu’

(INDEC, 2008).



Entre los afios 2001 y 2007 hubo una reduccién de la cantidad de plantas frutales en
la provincia. En el caso de los citricos, pasaron de 89.000 plantas de naranjos y mandarinos,
a 15.000 plantas (IPEC, 2007). Esto se pudo deber, a la baja rentabilidad que caracteriz6 a la
produccion durante los udltimos afios (Bouzo et al., 2005; Gobierno de Santa Fe, 2008),
agravado por los bajos rendimientos consecuencia de la falta de informacién local sobre el
comportamiento fenolégico y reproductivo de los cultivares introducidos, sobre las practicas
de manejo mas adecuadas y su momento 6ptimo de aplicacion.

Para poder difundir el cultivo de los citricos en Santa Fe se debe tener en cuenta que
el cultivo de frutales posee un periodo improductivo inicial prolongado (Agusti, 2004), por
lo que resulta de importancia la seleccion del cultivar a implantar (Gariglio et al., 2012;
2014). La expresion de cada proceso fisiolégico depende de la constitucion genética de la
planta en integracion con el ambiente (Agusti, 2004; Syvertsen & Lloyd, 1994; Goldschmidt
& Koch, 1996). Lo mismo sucede con la respuesta a las pricticas culturales que se realizan
con la finalidad de mejorar el comportamiento reproductivo (Gravina, 1999; Agusti et al.,
2003b). De esta manera, s6lo con s6lidos fundamentos fisioldgicos se podran interpretar
situaciones de baja eficiencia productiva y/o alternancia de cosechas, para poder recomendar
un correcto manejo agricola a fin de lograr una adecuado nivel productivo con estabilidad en

el tiempo (Ribeiro & Machado, 2007; Martinez-Fuentes et al., 2013; Travadelo et al., 2017).



2. MARCO TEORICO

2.1. Origen, taxonomia y principales caracteristicas botdnicas de los Citrus

Las especies del género Citrus son originarias de las regiones tropicales vy
subtropicales del sudeste de Asia y del archipiélago Malayo, extendiéndose desde la India,
norte de China y Nueva Guinea hasta Australia (Goldschmidt & Koch, 1996). Su cultivo
comercial se ubica en las dreas tropicales y subtropicales del mundo, dentro de la banda
delimitada por la linea de 40° de latitud norte y sur. Las mayores limitaciones para su
distribucién geogréfica incluyen las heladas invernales, el agua salina para el uso de riego y
los suelos con pobre drenaje (Syvertsen & Lloyd, 1994).

Las especies de citricos de mayor interés comercial pertenecen al Orden Rutales,
familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideas. Dentro de esta subfamilia los géneros de interés
agronémico son Fortunella, Poncirus y Citrus. Este tltimo es el mds importante, y posee 16
especies, de las cuales las de mayor difusién son: lima mejicana [C. aurantifolia (Christm)
Swingle], lima tahiti (C. latifolia Tanaka), naranjo amargo (C. aurantium L.), pummelo [C.
grandis (L.) Osbeck], limén [C. limon (L.) Burm. F.], pomelo (C. paradisi Mact.),
mandarino comun (C. reticulata Blanco), mandarino ‘Satsuma’ (Citrus unshiu M.) y naranjo
dulce [C. sinensis (L.) Osbeck] (Agusti, 2003).

Todas las especies de la subfamilia Aurantioideas son arboles o arbustos latifoliados
de hojas simples y perennes, excepto el género Poncirus, cominmente usado como
portainjerto, que presenta hojas trifoliadas y caducas. El limén y la lima 4cida retienen la
naturaleza tropical y son mds sensibles al frio que los naranjos y mandarinos (Goldschmidt
& Koch, 1996).

Los Citrus son plantas longevas adaptadas a ambientes mesofitos, compatible con su
abundante follaje y su sistema radicular relativamente superficial. Las hojas maduras son
gruesas, de textura firme, coridceas, de color verde oscuro, con cera epicuticular, lo cual
indica una adaptacion xeromorfica (Syvertsen & Lloyd, 1994).

El fruto es de forma esférica a oval, rodeado por una corteza de color amarillo-
verdoso (limones, pomelos y limas) o naranja (naranjas y mandarinas) (Agusti, 2003). Se

clasifican como hesperidios, caracterizados por poseer dos regiones: el pericarpio que a su
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vez estd dividido en exocarpo (flavedo), es la parte externa con coloracion, y en mesocarpo
(albedo) que es la capa intermedia de color blanco y esponjoso; y el endocarpio que contiene

vesiculas de jugo dentro de segmentos (I6culos de los ovarios) (Iglesias et al., 2007).

2.2. Aspectos fisiologicos

2.2.1. Requerimientos del cultivo

El rango de temperaturas 6ptimas para el desarrollo del cultivo de los citricos esta
entre 23 y 34°C, el mdximo valor es 39°C y el minimo de 13°C (Goldschmidt & Koch, 1996;
Pimentel et al., 2007). Los requerimientos hidricos de estos frutales, estimados segtn sus

pérdidas por evapotranspiracion, rondan entre 750 y 1200 mm anuales (Agusti, 2003).

2.2.2. Brotacion y floracion
2.2.2.1. Brotacion

En regiones tropicales y subtropicales, los Citrus presentan varios ciclos de brotacion
y floraciéon durante el afio (Ribeiro & Machado, 2007). En climas templados, el descenso
térmico invernal induce a las plantas a un periodo de reposo vegetativo (Goldschmidt &
Koch, 1996). En estas condiciones, aunque normalmente presentan tres brotaciones al afio,
s6lo la primaveral es la que desarrolla la floracién (a excepcion del limén), y determina la
produccion anual (Agusti, 2003).

Las yemas de los Citrus no requieren acumulacién de frio invernal para salir del
estado de dormicién, sino que brotan cuando la temperatura del suelo supera los 12°C
(Davenport, 1990). Las condiciones de dia largo acortan el periodo entre brotaciones
(Scholberg et al., 2002). La brotacion se origina principalmente sobre ramas desarrolladas el
afio anterior. La madera de otofio brota de manera precoz, en mayor intensidad y longitud, le
sigue la madera de verano y por ultimo la de primavera, ademds cada yema es multiple, por
lo que tiene la capacidad para producir mas de un brote (Agusti, 1980). Las yemas son
mixtas, pudiendo desarrollar brotes vegetativos, flores solitarias, brotes campaneros
(vegetativos con una flor terminal), ramillete floral (inflorescencias sin hojas), y brotes
mixtos, donde las flores se encuentran en las axilas de las nuevas hojas (Agusti et al.,

2003b).
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La proporcion de los tipos de brotes determina la intensidad de floraciéon y las
posibilidades de cuajado (Lovatt & Krueger, 2015), y es afectada por la genética, el
ambiente y las practicas de manejo (Gravina et al., 2004; Martinez-Fuentes et al., 2013).
Este aspecto, estd siendo estudiado a través su expresion génica (Mufioz-Fambuena et al.,

2011; 2012).

2.2.2.2. Induccion floral

Los factores exdgenos que afectan la induccion a floracién corresponden a las bajas
temperaturas y el estrés hidrico (Nishikawa et al., 2007; Chica & Albrigo, 2013), mientras
que el factor end6geno mds significativo que influye en el proceso es el nivel de giberelinas
(Muifioz-Fambuena et al., 2011; 2012).

Las giberelinas presentes en la copa del arbol son inhibidores de la induccién floral
(Davenport, 1990; De Souza Prado et al., 2007). Esta hipétesis fue corroborada a través del
efecto de la carga de frutos sobre este proceso, debido al elevado contenido de giberelinas de
los frutos, principalmente en aquellos con semillas (Garcia-Luis et al., 1986; Gravina et al.,
2004; Martinez-Fuentes et al., 2013). Ademads, las aplicaciones exdgenas de acido giberélico
(AG;3) provocan un efecto inhibitorio sobre la floracion (Mufoz-Fambuena et al., 2012).

En climas subtropicales y templados, la actividad radicular de los arboles citricos
disminuye durante el reposo invernal, y consecuentemente se reduce la sintesis y el
transporte hacia la copa de sustancias absorbidas o producidas por las raices (Davenport,
1990; Agusti, 2004), como las hormonas y los componentes nitrogenados, explicando el
efecto de las bajas temperaturas como factor primario de la induccién a la floracion
(Southwick & Davenport, 1986; Nishikawa et al., 2007). Un proceso similar sucede en un
periodo de estrés hidrico (Vasconcelos-Ribeiro et al., 2006; Chica & Albrigo, 2013). La
respuesta en la intensidad de floracion es proporcional a la severidad del déficit hidrico
(Ribeiro & Machado, 2007; Orduz-Rodriguez et al., 2010). Ademads, la concentracion del
contenido foliar de amonio aumenta durante condiciones de estrés (Lovatt et al., 1988) y
tendria una intervencion en la sintesis de poliaminas involucradas en la diferenciacion de la
yema floral (Arias et al., 2005).

El rol de los carbohidratos en el proceso de induccion floral aparentemente es sélo

cuantitativo, debido a la energia aportada para la diferenciacion de yemas florales
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(Goldschmidt & Golomb, 1982). Esto se ha demostrado con pruebas de anillado del tronco

en la época inductiva (Yamanishi et al., 1993).

2.2.2.3. Floracion

Desde el punto de vista histoldgico las flores de los citricos estdn disefiadas para
facilitar la reproducciéon sexual ya que son hermafroditas, por tanto poseen gineceo,
compuesto por estigma, estilo y ovario, y androceo, compuesto por 20-40 estambres unidos
(Agusti et al., 2003b; Tadeo et al., 2003). El ovario es stpero (hip6gino) formado por 3 a 6
carpelos soldados en el género Fortunella y de 8 a 10 carpelos si se trata del género Citrus
(Davenport, 1990). Poseen 5 sépalos verdes, 5 pétalos blancos que protegen el aparato
sexual hasta el momento en que debe producirse la fecundacion (Tadeo et al., 2003).

Luego del periodo inductivo, al elevarse la temperatura en primavera y/o reiniciarse
las lluvias tras un periodo de sequia, tiene lugar la floracion (Agusti, 2003; Orduz-Rodriguez
et al., 2010). La duracién del periodo de floraciéon es dependiente del cultivar (Talon et al.,
1990; Gravina, 1999) y de la temperatura. Las altas temperaturas aceleran la antesis y
acortan el periodo de floracién, pudiendo afectar indirectamente las posibilidades de
polinizacién y cuajado. Por otro lado, el desarrollo del tubo polinico tiene un umbral térmico
de 13°C. También este factor influye en la actividad de las abejas y otros insectos

polinizadores de los citricos (Davenport, 1990).

2.2.3. Cuajado y crecimiento inicial de frutos
2.2.3.1. Fecundacion y partenocarpia

El proceso de fecundacion del ovario de las flores implica el transporte del grano de
polen, su recepcion y germinacion en el estigma, el desarrollo y conduccion del tubo
polinico a través del estilo, hasta el ovario. Estos aspectos, como asi también el control que
ejerce el ovario y el 6vulo sobre el desarrollo del tubo polinico han sido recientemente
estudiados (Distéfano et al., 2011; Mesejo et al., 2013; 2016), e indican la importancia del
estado nutricional, hidrico y hormonal de la flor para su éxito (Tadeo et al., 2003; Otero et
al., 2015).

Una vez producida la fecundacion, el ovario se convierte en fruto. El cuajado o

establecimiento de frutos implica un crecimiento rapido de los tejidos del ovario debido a la
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multiplicacion celular (Agusti et al., 2003b; Talon et al., 1999). Mediante la sintesis
hormonal, el fruto en crecimiento puede demandar energia en forma de carbohidratos. Si el
crecimiento no se inicia, o es interrumpido, se produce la abscision (Iglesias et al., 2007).

En citricos es frecuente el desarrollo de los ovarios sin previa fecundacién
(partenocarpia) (Distéfano et al., 2011). La partenocarpia se puede desencadenar por
factores ambientales o por la esterilidad de origen genético, gamético, homogenético o
citolégico (Kimball, 1999). La esterilidad gamética es la incapacidad de producir 6vulos o
polen fértil, como muchos cultivares de naranjos ‘Navel’, que presentan esterilidad
gamética, por ejemplo el cv. Navelate que es androestéril (Talén, 1997; Kimball, 1999).

El desarrollo de los frutos sin semillas es regulado hormonalmente, y la polinizacion,
la germinacion del grano de polen, y la elongacion inicial del tubo polinico son fuentes de
hormonas que actian como estimulos para que se inicie el desarrollo del ovario. Este
proceso ha sido sugerido para genotipos autoincompatibles de varias especies, como el
manzano (Malus pumila Mill.) (Saito et al., 2007), vid (Vitis vinifera L.) (Bonanda, 2011), y
para lineas transgénicas de tomate (Solanum lycopersicum L.) (Schijlen et al., 2007). Si no
hay polinizacién cruzada, es la sintesis hormonal auténoma del ovario la que produce la
partenocarpia, como en muchos cultivares de naranjos ‘Navel’ y mandarinos Clementinos
(Citrus clementina Hort. ex Tan.) (Mesejo et al., 2013; 2016).

El aumento en la concentraciéon de 4cido giberélico (AG) como AG; en el ovario
durante la antesis es el estimulo responsable de la partenocarpia en Citrus,
independientemente de la especie. Ello se debe a que el AG desencadena y mantiene la
division celular en las paredes del ovario, por lo tanto, la tasa de crecimiento del ovario
necesaria para el establecimiento de los frutos. Ademads, se ha observado una relaciéon entre
la acumulacion de AG; y la mejora actividad mitética, debido a que el gen CYCAI que
controla la fase G2/M del ciclo celular, estd bajo la regulacion de AG. Por otro lado, el
crecimiento partenocdrpico en el ovario se incrementa por la inactivacion de las enzimas
AGax, que catabolizan AG; y AGy (Mesejo et al., 2016).

Los cultivares partenocdrpicos presentan respuesta en el aumento del cuajado de
frutos con aplicaciones exdgenas de giberelinas, que es la hormona de mayor influencia
sobre el cuajado y crecimiento inicial de los frutos citricos (Talon et al., 1999; El-Otmani et

al., 2000). Asi, el desarrollo del ovario puede manipularse mediante la aplicacidon exdgena
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de AGs. El tratamiento con AG3 (una préctica horticola mundialmente utilizada) aumenta el
cuajado de frutos en especies partenocarpicas y aumenta la expresion del gen CYCAI, junto
con el contenido de AG;. En particular, las aplicaciones de AG3; modifican la via de 13-
hidroxilacién, aumentando AGy y la concentracién de AGj, la principal giberelina activa en
citricos, y disminuyendo los precursores AGss y AGjy, mientras que no se encontraron

cambios significativos en la via de no hidroxilacién (Mesejo et al., 2016).

2.2.3.2. Factores endogenos

En los citricos, el nimero de flores formadas excede ampliamente al de frutos que
alcanzan la madurez, a excepciéon de los afios ‘off’ de los cultivares que presentan
alternancia de produccion. Esta proporciéon puede alcanzar valores de 0,1% del total de
flores formadas (Garcia-Luis et al., 1986). Se considera que intensidades de floracion de 700
a 3000 flores por arbol no comprometen el cuajado de frutos (Davenport, 1990). Asimismo,
bajas intensidades de floracién permiten un porcentaje de cuajado elevado, pero cosechas
bajas por el déficit de flores (Agusti et al., 2003b). La caida de frutos comienza en la
primera etapa de su desarrollo y el final coincide con la transiciéon de la fase de division
celular a elongacién celular, que ocurre en diciembre en nuestro hemisferio y en junio en el
hemisferio norte (de alli la denominacion de ‘june drop’).

La abscision de frutos es un fendmeno complejo que depende de factores genéticos,
metabdlicos, ambientales y de manejo (El-Otmani et al., 2000; Iglesias et al., 2007; Rivas et
al., 2010). En condiciones de elevadas intensidades de floracion, se establece una
competencia por recursos entre los diferentes 6rganos en desarrollo (Goldschmidt &
Golomb, 1982; Guardiola et al., 1984; Guardiola & Garcia-Luis, 2000). Ademas, el tamafo
de las flores en el momento de la antesis es menor y la abscision de estructuras reproductivas
comienza en estados mds tempranos (de botones florales, flores y frutos pequefios)
(Guardiola et al., 1993; Gravina, 1999; De Souza Prado et al., 2007).

Los brotes mixtos y campaneros estan relacionados con un alto cuajado de frutos, y
por el contrario, los brotes sin hojas, como los de flor solitaria y de ramillete floral, poseen
muy baja probabilidad de establecimiento de los frutos (Mufioz-Fambuena et al., 2012;
Lovatt & Krueger, 2015). Durante un mes aproximadamente después de la antesis, las hojas

se comportan como 6rganos competidores de los frutos, ya que mientras crecen actiian como
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demandantes de fotoasimilados, y solo en su transicion a hojas maduras alcanzan
paralelamente su rol de fuente de carbohidratos (Mehouachi et al., 1995). La influencia de
las hojas sobre el cuajado estd asociada con un incremento de la tasa de asimilacién neta de
CO,, y por lo tanto un mayor suministro de fotoasimilados a los frutos en crecimiento
(Syvertsen & Lloyd, 1994). Ademads, se ha comprobado que los brotes con hojas tienen

mayor nivel hormonal (Iglesias et al., 2007).

2.2.3.3. Factores ambientales y de manejo

La distribucién e intensidad de la abscisidon de estructuras reproductivas también esta
relacionada con factores externos, principalmente la temperatura (Champlin & Westwood,
1980), la disponibilidad de agua y nutrientes (Calabretta et al., 2004; Otero et al., 2015),
ademds del manejo (Talén et al., 1999; Agusti et al., 2003b). Descensos bruscos de la
humedad relativa ambiente, el bajo contenido hidrico del suelo y las heladas tardias durante
la primera fase del desarrollo del fruto, promueven su abscision (Gariglio et al., 2007;
Iglesias et al., 2007). Se ha reportado que los cultivares ‘Navel’ son menos eficientes en la
conductividad hidréulica, y por lo tanto en la eficiencia de la utilizacion del agua (Romero et
al., 2012). Ademds, las temperaturas superiores a 35°C provocan un aumento de la
fotorrespiracion y en la respiracion celular, que disminuyen las ganancias fotosintéticas y el
cuajado de los frutos (Pimentel et al., 2007). En experiencias en la region Litoral del Rio
Uruguay con naranjas ‘Navel’ se encontréo que la disponibilidad de nitrégeno fue mas
importante que el suministro de agua, mediante el riego, para el cuajado de los frutos (Otero

et al., 2015).

2.2.4. Relaciones fuente-destino

La brotacion primaveral de los frutales caducifolios se realiza a expensas de las
reservas presentes en las partes lefiosas del arbol, mientras que en los frutales de hojas
perennes la presencia de follaje fotosintéticamente activo, y las propias reservas de energia
en el tejido foliar, podrian aliviar la dependencia de los carbohidratos de reserva
(Goldschmidt & Koch, 1996). Por otro lado, el desarrollo del fruto, que en frutales caducos

es completado en pocos meses, en ciertos cultivares de citricos es considerablemente largo,
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como en el naranjo ‘Valencia late’, que necesita mas de un afio para completar la

maduracion de sus frutos bajo condiciones subtropicales (De Souza Prado et al., 2007).

2.2.4.1. Actividad fotosintética

El metabolismo fotosintético de los Citrus es del tipo Cs, y presentan una baja tasa
fotosintética (4-8 pmol CO,.m™.s™) y un bajo punto de saturacién de luz, incluso en las
mejores condiciones de cultivo. Entre las caracteristicas de las hojas que limitan la actividad
fotosintética se encuentran su espesor, la escasa proporcion de espacios intercelulares en el
mesoéfilo y la presencia de estomas en una sola de las caras, con ubicacidn abaxial. Estas
caracteristicas hacen que la resistencia al ingreso y traslado del di6xido de carbono sea muy
elevada (Syvertsen & Lloyd, 1994). La alta resistencia estomatica y del meséfilo hace que la
tasa de transpiracion también sea notablemente baja, razén por la cual los arboles pueden
sobrevivir ante condiciones hidricas desfavorables (Oliveira et al., 2017). Ademas, como
consecuencia de su baja tasa transpiratoria, la temperatura de la hoja normalmente esté entre
8 a 10°C superior a la temperatura del aire. Por otro lado, los citricos presentan un cierre
ritmico de los estomas en condiciones de baja humedad relativa ambiente, que hace que la
tasa fotosintética sea una de las mds bajas entre los frutales en estas condiciones, incluso
cuando se le suministra suficiente agua por riego (Agusti, 2004).

Las hojas de los Citrus son adaptadas a ambientes de sombra, por su alto contenido
de clorofila y condiciones anatémicas adicionales, lo que posiblemente se deba al elevado
indice de area foliar (IAF) de la mayoria de los cultivares (Goldschmidt & Koch, 1996). Asi,
en ‘Valencia’ se cuantificaron valores de IAF entre 8 y 15, mientras que para otros
cultivares, este valor fluctda entre 4,5 y 11,8; que representan valores muy superiores en
comparacion con los arboles frutales deciduos y/o los cultivos herbdaceos mas tradicionales
(Agusti, 2004; Ribeiro et al., 2009).

La fotosintesis es un proceso fisiologico clave relacionado con el crecimiento y el
desarrollo de la planta (Bondada & Syvertsen, 2005). Por ello, su comprension en
condiciones de campo es esencial para la mejora de las practicas de manejo del cultivo de
los citricos. Para estudiar los procesos basicos de la fotosintesis, como el rendimiento

fotosintético, o describir los cambios en la fotosintesis, son muy utilizadas las mediciones de
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la fluorescencia de la clorofila, la asimilacién de CO, (ACQO,), la tasa de transpiracion y la
conductancia estomatica (Maxwell & Johnson, 2000).

La capacidad fotosintética durante el desarrollo inicial de los frutos ha sido
previamente evaluada a través del andlisis de la fluorescencia de la clorofila a (Syvertsen et
al., 2003). La fluorescencia de la clorofila puede ser facilmente estudiada en condiciones de
cultivo a campo, utilizando dispositivos llamados fluorémetros. Electrénicamente, el equipo
puede discriminar la sefial de fluorescencia modulada, distinguiéndola por su frecuencia de
la luz incidente a la cual estd sometida la hoja. Por otra parte, la disipaciéon fotoquimica y
no-fotoquimica puede ser discriminada mediante la técnica del pulso de luz saturante
(Fernandez & Gyenge, 2010). Esta técnica permite una estimacién rdpida de la eficiencia
cudntica del transporte de electrones a través del fotosistema II (PSII) en hojas, que luego
pueden estar relacionadas con la ACO;. En condiciones de campo, las plantas pueden recibir
mayor cantidad de luz solar de lo que realmente logran utilizar para la fotosintesis. En
consecuencia, la fotosintesis produce mas NADPH y ATP de lo necesario. Esta acumulacion
de energia conduce a la inactivacidon del PSII, llamada foto-inhibiciéon (Jifon & Syvertsen,
2003). La severidad de la fotoinhibicién no solo est4d determinada por la intensidad de la luz
sino también por otro tipo de estrés ambiental, como altas temperaturas, disponibilidad de
agua (Oliveira et al., 2017). La fluorescencia de la clorofila se puede utilizar como una
herramienta de diagndstico del PSII, por tanto, como un indicador de estrés que puede
influir sobre el rendimiento de la planta. Entre los indicadores mds utilizados para evaluar el
dafio del PSII se encuentran el rendimiento quéntico (test Yield) y la eficiencia quéntica
maxima (relaciéon Fv/Fm) (Maxwell & Johnson, 2000).

La técnica de medicion mds generalizada de intercambio de gases en plantas es a
través de los sistemas IRGA (Infra Red Gas Analizer). Estos analizadores permiten medir
simultdneamente con alta presion los flujos de CO, y de vapor de H»O; por lo tanto, en hojas
permiten cuantificar la asimilacion neta de CO», esto es, el balance entre el CO, fijado y el
emitido. Si una hoja fotosintéticamente activa y sin limitaciones hidricas se dispone en una
camara cerrada bajo condiciones de irradiancia, la concentracién de CO, en la cdmara se
reducird, mientras que el contenido de vapor de H,O en el aire se incrementara. La tasa de
agotamiento del CO, se corresponde a la actividad fotosintética, mientras que la adicion de

vapor de H>O en la cdmara, a la tasa de transpiracion. Los analizadores de gases portdtiles
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permiten asi realizar mediciones de intercambio gaseoso en hojas de plantas en su ambiente
natural o en laboratorio. De esta forma se puede estudiar el comportamiento fotosintético en
estudios agrondmicos, y los pardmetros obtenidos pueden ser utilizados para relacionarlos

con la productividad (Fernandez & Gyenge, 2010).

2.2.4.1.1. Factores que afectan la actividad fotosintética

La actividad fotosintética de Citrus es Optima a temperaturas entre 25 y 30°C,
mientras que las superiores a 35°C la reducen (Pimentel et al., 2007; Ribeiro & Machado,
2007). En condiciones de clima tropical la actividad fotosintética es ininterrumpida durante
el afio, pero en climas subtropicales y templados las ganancias fotosintéticas durante el
invierno pueden ser insignificantes (Goldschmidt & Koch, 1996; Santos et al., 2011).

La actividad fotosintética se satura a bajas intensidades de luz (400 umol.m'z.s'l)
alrededor del 30% de la luz solar mdxima (Syvertsen & Lloyd, 1994). En condiciones de
cultivo, esta situacion s6lo ocurre durante pocas horas y en la parte externa de la canopia. En
cambio, en el interior de la misma, es comiin que la intensidad de luz sea menor al 1% en
relacién a la luz solar incidente, debido al elevado IAF. Estas caracteristicas hacen que, a
pesar de que las hojas sean tolerantes al sombreado, las cosechas mas elevadas se producen
en condiciones de alta intensidad luminica. A medida que aumenta el sombreado de las
hojas, éstas presentan mayor contenido de clorofilas y de superficie foliar, con lo que
compensan en parte el déficit luminico (Calabretta et al., 2004).

La disponibilidad hidrica, junto con la humedad relativa (déficit de presion de vapor,
DPV), determinan la apertura estomdtica que influye en el intercambio de CO, (Syvertsen &
Lloyd, 1994; Syvertsen et al., 2003; Oliveira et al., 2017). Una importante depresion de la
transpiracion y de la fotosintesis ocurre al mediodia durante los dias cédlidos de verano,
aunque la disponibilidad de agua en el suelo sea adecuada. Esto podria estar asociado con un
aumento en el DPV (Pimentel et al., 2007; Ribeiro et al., 2009). Bajo condiciones de
prolongado estrés hidrico los estomas se abren en la mafiana por un corto tiempo y después

se cierran por el resto del dia (Agusti, 2004; Ribeiro & Machado, 2007).
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La fotosintesis se incrementa como resultado de la demanda del desarrollo temprano
del fruto (Mehouachi et al., 1995), por el contrario, se reduce considerablemente después de

la remocidn de los frutos (Syvertsen et al., 2003) o del rayado de ramas (Rivas et al., 2008).

2.2.4.2. El rol de los carbohidratos en las plantas de Citrus

A diferencia de los cultivos herbiceos, que acumulan fotosintatos en las hojas
durante el periodo diurno y transportan el remanente durante la noche, en los citricos el
almidén y los azicares solubles muestran alguna variaciéon diaria, quedando un resto de
carbohidratos en la hoja (Ribeiro et al., 2009). De este modo, las hojas de los citricos actian
como Organo de almacenamiento (Ribeiro & Machado, 2007), lo cual puede interferir con la
capacidad fotosintética como ‘producto inhibicidon’, o efecto feed-back (Agusti, 2004).

El almidén es el mayor carbohidrato de reserva en todos los 6rganos de los citricos.
Los grénulos de almidén se observaron en los pedicelos de los frutos, en la médula y la
corteza de las ramas, aunque la mds alta concentracion se encontré en las raices (Syvertsen
& Lloyd, 1994). Las cantidades totales de reservas fueron evaluadas en la mandarina
‘Wilking’ durante un afio ‘off’ (Goldschmidt & Golomb, 1982), donde se cuantific6 un total
de 13,26 kg de almidén y 10,66 kg de azicares solubles por planta. EI almacenamiento fue
mayor en raices, menor en el tronco e intermedio en hojas y ramas. Fueron determinadas
concentraciones de almidén de 180 y 123 mg.g” de materia seca en raices menores y hojas,
respectivamente. A su vez, se estimé que la mayoria de estas reservas se movilizarian
durante el comienzo del afio ‘on’. Por otro lado, se observd que el pool de azicares solubles
fue menos dependiente de la carga frutal y no se agoté durante la floracién, en la misma
medida que lo observado para el almiddn.

Las hojas en sus etapas iniciales del desarrollo se comportan como destinos de
asimilados, ya que carecen de capacidad fotosintética que les permita su autoabastecimiento
(Iglesias et al., 2007). Esto es consecuencia de la inmadurez de sus estomas y de su bajo
contenido en nitrégeno (Agusti, 2004; Ribeiro et al., 2009). Esta situacion es superada con
el avance de las fases fenoldgicas, transformdndose en fuentes de fotoasimilados
(Mehouachi et al., 1995; Rivas et al., 2007), cuando estidn completamente expandidas, lo

cual sucede alrededor de dos meses desde el inicio de su desarrollo (Syvertsen & Lloyd,
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1994). Otros procesos asociados con el desarrollo de la hoja son la acumulacion de sacarosa,
materia seca, proteinas y minerales (Goldschmidt & Koch, 1996).

Los cambios anuales en los niveles de carbohidratos varfan segin la demanda
ejercida por el desarrollo vegetativo y reproductivo (Goldschmidt & Golomb, 1982;
Syvertsen et al., 2003; Dovis et al., 2014). Los carbohidratos ejercen control de la expresion
génica relacionada con los mecanismos involucrados en su produccién y distribucién en
tejidos y 6rganos (Goldschmidth & Koch, 1996; Li et al., 2003; 2007). La disminucién del
nivel de carbohidratos activa genes que favorecen el aumento de la fotosintesis, la
movilizacion y la exportacién de azicares, mientras que decrecen los mRNAs relacionados
con el almacenamiento y la utilizacién de los mismos. A la inversa, la abundancia de
carbohidratos ejerce un efecto opuesto por medio de la expresion de genes de represion e
induccién (Li er al., 2003; 2007). La dependencia de carbohidratos es considerable en las
fases de brotacion primaveral, floracién y crecimiento inicial del fruto (Mehouachi et al.,
1995), debido a los érganos en activo crecimiento y a las altas tasas respiratorias. Durante
esta etapa, la persistencia del follaje del afio previo es importante en la provision de
fotosintatos y de carbohidratos de reserva (Agusti et al., 2003b).

La disponibilidad de reservas carbonadas en el periodo de floracién y cuajado de
frutos estd influenciada por la intensidad de floracion (Syvertsen et al., 2003; Ribeiro et al.,
2009). La competencia por fotosintatos ocurre entre diferentes drganos (brotes-flores-frutos)
como también entre unidades individuales del mismo tipo de 6rgano. La elongacién del
brote y su expansion sucede antes de la antesis y el cuajado de frutos, por lo que la
competencia directa entre el crecimiento vegetativo y el reproductivo es prevenida o evitada.
Las inflorescencias con hojas revelan tasas de cuajado de frutos mds altas en relacion a
aquellas sin hojas (Rivas et al., 2010), indicando que las hojas soportan los Organos
reproductivos no solo por la provision de fotosintatos, sino también por la de hormonas, o
por algin otro mecanismo (Mehouachi et al., 1995).

En hojas expandidas, el almidon y los aziicares solubles disminuyen durante el
verano y otofio como consecuencia de la demanda que implica el desarrollo de los frutos
(Dovis et al., 2014). La progresiva reduccion en el nimero de frutos durante el desarrollo
temprano tiene relacion con el nivel de carbohidratos (Mehouachi et al., 1995). La

competencia entre frutos en Citrus es como en los otros drboles frutales, existiendo una
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relacién inversa entre el nimero de frutos y el tamafio. Durante la fase de maduracidn, las
reservas de carbohidratos son movilizadas desde todos los 6rganos. Por ello, en situaciones
de altas cargas de frutos las reservas se pueden agotar. Por otro lado, en esta condicidn, la
brotacion vegetativa de verano es pobre o ausente (Syvertsen et al., 2003).

El retardo en el inicio del crecimiento de las raices durante el periodo de brotaciéon
fue interpretado como consecuencia de la competencia entre 6rganos en desarrollo y la
menor fuerza de destino de las raices con relacion a las flores y/o frutos. El almidén se
acumula en las raices durante el otofio e invierno y es altamente dependiente de la demanda
de los frutos en desarrollo, tal como fue observado en otras especies (Agusti, 2004). Durante
el invierno, parte del almidén almacenado en las hojas es utilizado y convertido en azicares,
lo cual aparentemente se debe a un proceso activo de ajuste osmdtico en respuesta a un

proceso fisiologico de aclimatacién al frio (Garcia-Luis et al., 1995).

2.2.4.3. Relacion entre el metabolismo del nitrégeno y el de los carbohidratos

El metabolismo de los azicares estd relacionado con el del nitrégeno (Syvertsen et
al., 2003), ya que la asimilacién del nitrégeno en aminodcidos solamente ocurre ante la
disponibilidad de esqueletos carbonados, como los cetodcidos originados por la respiracion
de los azucares (Peer et al., 2015). De esta forma, la disminucién de la actividad
fotosintética lleva a una significativa disminucién del metabolismo del nitrégeno (Calabretta
et al., 2004), y consecuentemente de sustancias del metabolismo secundario (Matt et al.,
2002). A la inversa, cantidades adecuadas de nitrégeno (N) son necesarias para lograr tasas
mdximas de fotosintesis, y rendimientos aceptables de fruta (Davies & Albrigo, 1994).

En los citricos, la mejora del rendimiento por la fertilizacién nitrogenada se debe
principalmente a un aumento en el nimero de frutos, en lugar del tamafio de la fruta, y se
lleva a cabo por el aumento de la producciéon de hidratos de carbono desde la fotosintesis
(Davies & Albrigo, 1994). Por otro lado, una severa reduccion en la ACO; y del contenido
de clorofila se observa con frecuencia en las hojas con bajos niveles de N. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales tal fendmeno se produce en los citricos no estidn esclarecidos
(Bondada & Syvertsen, 2005; Raveh, 2013).

Es posible estimar a campo el estado nutricional de las plantas respecto a la

concentracion de N foliar, a través de un método colorimétrico digital, no destructivo. Para
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ello se suelen utilizar colorimetros portables. La lectura del colorimetro, que se traduce en
un indice de verdor, presenta una alta correlacion con el contenido de N y el nivel de
clorofila (Chl) foliar, como fue verificado en varias especies (Le Bail et al., 2005), y siendo
también demostrado en citricos (Calabretta et al., 2004; Jifon et al., 2005). Las relaciones
son generalmente mds lineales y fuertes a bajas concentraciones de Chl (Jifon et al., 2005).
Las Chl son los principales pigmentos involucrados en la captura de luz para la fotosintesis y
otras reacciones fotoquimicas y no fotoquimicas; por lo tanto, la cantidad de luz absorbida
por una hoja esta relacionada con el contenido de Chl (Marenco et al., 2009). El colorimetro
SPAD-502 mide la absorbancia de una hoja en regiones rojo e infrarrojo cercano, y ambas
variables son afectadas por el espesor de la hoja. Esto se debe a que la longitud de
trayectoria del haz de luz a través del la hoja aumenta con el grosor de la misma, dando
como resultado un mayor valor SPAD. Ademds, el contenido de agua de la hoja puede
interferir con la precision del indice de verdor. Por lo tanto, el indicador puede diferir segin
el ambiente de crecimiento y entre cultivares dentro de la misma especie, como se observo
en Citrus sp. (Jifon et al., 2005).

El nitrégeno es el principal elemento nutritivo que con mayor frecuencia limita el
crecimiento y la productividad de las plantas no leguminosas. La concentraciéon de N en la
hoja puede variar entre el 2% y el 6% del peso seco y suele estar correlacionada con la
capacidad y el rendimiento fotosintético (Jifon et al., 2005; Raveh, 2013). El nitr6geno es un
elemento esencial para las plantas, ya que forman parte de compuestos orgdnicos, como
aminodcidos, proteinas, dcidos nucleicos, clorofila (Peer et al., 2015). Las plantas con un
suministro de N adecuado presentan hojas de color verde oscuro, alta actividad fotosintética
y crecimiento vegetativo vigoroso. Por el contrario, el suministro inadecuado de N puede
provocar clorosis y retraso en el crecimiento (Bondada & Syvertsen, 2005). El manejo
eficiente del fertilizante N para lograr una productividad 6ptima y al mismo tiempo

preservar la calidad del medio ambiente es un objetivo importante en los sistemas agricolas.

2.2.4.4. Técnicas para la manipulacion de la relacion fuente-destino
2.2.4.4.1. Rayado de ramas
La manipulacién de la relacion fuente-destino tiene por objetivo mejorar procesos

fisioldgicos especificos que tiendan a incrementar la produccidon agronémica y/o la calidad
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de la misma. Por ejemplo, en los citricos el rayado de ramas en otofio mejora la floracion,
mientras que si se efectia en plena floracion aumenta el cuajado de frutos, y realizado
durante el verano incrementa el tamafio de los frutos (Goren et al., 2003).

El rayado interrumpe el flujo de savia del floema en sentido descendente, y por lo
tanto causa acumulacion de carbohidratos, particularmente de almidén, en los 6rganos por
encima del rayado. Esto favorece el proceso fisiol6gico que estd ocurriendo en ese momento
en la copa, por lo que realizado luego de la floracion demora la abscision de estructuras
reproductivas (Wallerstein et al., 1974; Rivas et al., 2010) hasta los 65 dias post-antesis, sin
excluir la posible influencia de esta técnica sobre el contenido hormonal y nutricional
(Goren et al., 2003; Rivas et al., 2010). Se ha demostrado que la mejora del cuajado de los
frutos se produce en respuesta al estimulo fotosintético de las hojas jovenes en los brotes
fructiferos con hojas mientras que el efecto es nulo en los brotes florales sin hojas (Rivas et
al., 2007).

Sin embargo, la aplicacion inadecuada de esta técnica puede disminuir el crecimiento
de los arboles (Wallerstein et al., 1974; Rivas et al., 2008). Esto se debe a que en ausencia
de fruta (u otro destino activo) las hojas de los arboles rayados desarrollan sintomas de
clorosis atribuidos a que los cloroplastos se colman de granulos de almidén. Algunos
trabajos de investigacion (Li et al., 2003; 2007; Rivas et al., 2008) demostraron que los
genes que codifican las enzimas involucradas en la sintesis de almidén se expresaron en
arboles de citricos rayados s6lo cuando las frutas estaban ausentes. En consecuencia, el
sistema de tilacoides es dafnado, la clorofila es degradada, y la tasa fotosintética disminuye
(Goren & Monselise, 1971; Iglesias et al., 2007; Rivas et al., 2011).

El deterioro del aparato fotoquimico y la foto-inhibicién induciria el dafio foto-
oxidativo (Rivas et al., 2008) debido a que una fraccidn significativa de la energia de la luz
absorbida no puede ser desviada a la cadena de transporte de electrones, por lo que éstos son
captados por otras sustancias que originan especies reactivas del oxigeno (ROS). Para evitar
el colapso del sistema fotosintético por foto-oxidacion, los compuestos de tipo ROS deben
ser rapidamente metabolizados (Foyer & Noctor, 2005). Un indicador utilizado para analizar
la foto-peroxidacion lipidica de la membrana de los cloroplastos en material biolégico es la
concentracion de malondialdehido (MDA), la cual aumentaria en condiciones de estrés

(Heath & Packer, 1968). Por otro lado, se ha demostrado que el aminodcido prolina también
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contribuye en la proteccién de las estructuras celulares contra el dafio oxidativo por radicales
libres (Correa-Molinari et al., 2004). Sin embargo, la prolina cumple otras funciones
importantes, ya que como soluto orgdnico de bajo peso molecular ejerce funciones
osmdticas, y sirve como reserva de carbono y nitrégeno para el crecimiento después de la
exposicién a tensiones ambientales (Abebe et al., 2003), tales como déficit de agua,
salinidad, altas temperaturas, dafios por congelacion, radiacion UV, y metales pesados
(Shinde et al., 2016). En las plantas, la prolina se sintetiza a partir del glutamato y ornitina
(Adams & Frank, 1980). La via de glutamato es predominante en las plantas bajo estrés

osmdtico y/o con falta de nitrégeno (Shinde et al., 2016).

2.2.4.4.2. Aplicacion de giblerelina (AG3) a la caida de pétalos

El bajo cuajado de frutos en cultivares partenocarpicos es un problema agronémico
que se traduce en una baja productividad y estd asociado, entre otras causas, a un menor
contenido hormonal de estos frutos debido a la ausencia de semillas, lo cual los transforma
en destinos mas débiles. La aplicacion exdgena de dcido giberélico (AGs) a la caida de
pétalos constituye una prictica que permite aumentar el cuajado de frutos a causa de
incrementar su capacidad de sumidero (Talén, 1997; Mesejo et al., 2016) a través de un
estimulo en el transporte de elementos minerales y fotoasimilados hacia ellos (Garcia-Luis et
al., 1995; El-Otmani et al., 2000). Se ha demostrado que su aplicacion es beneficiosa hasta
los 30 dias posteriores a la caida de pétalos (Iglesias et al., 2007).

Las dosis utilizadas de este regulador de crecimiento es variable; asi, en las
condiciones de cultivo de Espafa se reportaron entre 5 y 20 ppm para el estimulo del
cuajado de cultivares como el naranjo dulce ‘Navelate’ (Agusti et al., 1982b) o en el
mandarino Clementino (Talon et al., 1999). Por otro lado, en regiones productivas como las
del sur de Brasil (Rio Grande do Sul), se utilizaron dosis de entre 5 y 50 ppm de AG; en el
naranjo Navel ‘Monte Parnaso’. Este cultivar es el mds difundido en esa regién por el
tamafo y calidad de frutos, los cuales son muy valorados en el mercado, aunque sus niveles
productivos son bajos (Koller ez al., 2006). Del mismo modo, para la mejora de la
productividad del mandarino ‘Afourer’ (Citrus reticulata Bl.) en Uruguay se aplicaron dosis
de 50 ppm de AGs3, aunque en este caso el tratamiento se realiz6 en plena floracion (Gravina

et al., 2016).
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La respuesta a la aplicacion de AG3; no es independiente de la disponibilidad de
carbohidratos (Agusti et al., 1982a). Es por ello que el rayado constituye una técnica
alternativa o complementaria para estimular el cuajado de los frutos (Agusti et al., 2003b).
Sin embargo, la eficacia de estas técnicas es muy baja cuando las intensidades de floracion
son muy elevadas, por lo que en esta situacion se requiere del control previo de la floracion,
para lo cual la técnica mds ampliamente utilizada es la aplicacion de AG; previa a la
brotacién, momento en que ocurre la induccién floral de los citricos bajo condiciones de
clima templado. De este modo, ademds de reducir la floracién se modifica el patrén de
brotacion, aumentando los brotes con hojas que poseen una mayor posibilidad de cuajado de

sus frutos (Guardiola ef al., 1993; Mufioz-Fambuena et al., 2012).

2.3. El cultivar Navelate

El cultivar de naranjo dulce ‘Navelate’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] surgié en 1948
por una mutacion espontdnea de un arbol del cultivar ‘Washington’ (Gil Fibla & Veyrat,
1971). El interés agronémico radica en la excelente calidad de su fruto, que posee coloracion
rojiza, corteza fina, forma alargada o redondeada, pulpa fina, jugo de sabor muy agradable,
con 6ptimo contenido en dcidos. Es de maduracién tardia y puede mantenerse en el arbol
durante tres meses sin pérdida de calidad (Agusti et al., 2003a).

Sin embargo, la superficie actual de su cultivo en distintas zonas citricolas se
encuentra en disminucion, debido a problemas productivos relacionados a su tendencia a
florecer abundantemente y ademds posee un bajo indice de partenocarpia natural (Taldn,
1997). Cuando por alguna causa se produce un afio improductivo, el siguiente ciclo resulta
en una muy elevada intensidad de floracién, con mayor proporciéon de brotes florales sin
hojas que poseen escasa capacidad de cuajado, lo que se traduce en el comienzo de ciclos
improductivos consecutivos. Esta situacion debe ser superada con un correcto manejo
agronomico, pero su escasa difusion y las dificultades receptivas de los agricultores han
condicionado su conocimiento (Agusti ef al., 2003a).

Por otro lado, existen numerosas investigaciones que confirman que es posible lograr
producciones rentables mediante la aplicacion de técnicas especificas basadas en el
conocimiento de este cultivar y de su comportamiento agronémico. Los principales estudios

sobre este cultivar abordaron aspectos fisiologicos nutricionales (Guardiola & Garcia-Lufs,
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2000; Scholberg et al., 2002), hormonales (Agusti et al., 2003a) y de la aplicacién de
técnicas cultuales para la mejora del cuajado de sus frutos (ElI-Otmani et al., 2000; Iglesias
et al., 2007).

En las condiciones de cultivo de Espaiia se ha logrado mejorar el nivel de cuajado de
frutos con aplicaciones foliares de 5 ppm de AGs. Resultados similares se han logrado con
otras sustancias de origen hormonal como las citoquininas, pero dado su mayor costo su uso
agricola se ha prescindido. En todos los casos la mayor respuesta en la mejora del cuajado
de frutos se obtuvo cuando la aplicacién se realiz6 en el momento de caida de pétalos
(Agusti et al., 2003a). Otra técnica utilizada donde se observé el mismo comportamiento fue
a través del rayado de ramas y la combinacion de esta técnica con la de aplicacion de AG3
(Gravina, 1999). Por otro lado, la respuesta encontrada en todos los casos estuvo
condicionada a un nivel inicial de floracién bajo o medio, mientras que cuando las
intensidades de floracion fueron altas se debid recurrir a técnicas para su disminucidon
(Agusti et al., 1982a; 1982b; El-Otmani et al., 2000).

En cuanto a la nutricién mineral, comparativamente con el cultivar ‘Washington’ de
la que precede, se ha observado que el cultivar Navelate tiene una menor reutilizaciéon de las
reservas acumuladas en las hojas adultas. Por lo tanto, la disponibilidad de nutrientes para
cubrir las necesidades de floracidn, cuajado y desarrollo inicial de los frutos son menores,
incrementdndose los problemas de la competencia entre 6rganos en desarrollo (Agusti et al.,
2003a).

Los cultivares de citricos que crecen en diferentes climas y/o sistemas productivos
presentan ciclos estacionales de crecimiento vegetativo y reproductivo distintos, por lo que
sus estudios tienen valores préicticos y cientificos mayores si son efectuados localmente
(Goni & Otero, 2011; Otero et al., 2015; Micheloud et al., 2017; 2018).

Es asi, que con las investigaciones propuestas en esta tesis se pretende comprender, con
un mayor nivel de aproximacion, los mecanismos fisiologicos y metabdlicos involucrados
durante el proceso de establecimiento y crecimiento inicial de los frutos en el naranjo dulce
‘Navelate’ cultivado en la region citricola del Rio Uruguay, a través del estudio del
metabolismo en plantas con y sin tratamientos para la mejora del comportamiento

reproductivo.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipétesis general

La fertilizacién con nitrégeno, la aplicacion de AG; y el rayado de ramas, mejoran el
cuajado de los frutos, y en consecuencia la produccion del naranjo cv. Navelate. Esto se
atribuye a sus efectos favorables en el metabolismo fotosintético, nutricional y la
disminucidn del estrés abidtico durante el periodo de crecimiento inicial de los frutos.
Prediccion: el cuajado de frutos, el rendimiento por planta, la actividad fotosintética y el
estado nutricional, serdn mayores en las plantas en las que se apliquen los tratamientos de
AGs;, rayado de ramas y fertilizacion nitrogenada con dosis elevada. Lo contrario serd

observado en las variables que definen estrés en las plantas.

3.2. Hipdtesis relacionada al nivel de fertilizacion nitrogenada

Un mayor nivel de fertilizacién con nitrégeno al inicio de la brotacién primaveral,
afecta favorablemente a las variables relacionadas con la economia del Carbono en la planta.
Este efecto subyace en mejoras del porcentaje de frutos cuajados, y por lo tanto, de la
produccioén por planta del naranjo ‘“Navelate’.
Predicciones:

e La mayor dosis de fertilizacién nitrogenada al inicio de la brotacién primaveral
tendrd como consecuencia un alto porcentaje de frutos cuajados, y por lo tanto, alta
produccioén por planta.

e La fertilizacién nitrogenada al inicio de la brotacion primaveral resultard en mayores
indices de clorofila o de verdor (SPAD) y del contenido foliar de nitr6geno, tanto en
las hojas jovenes de la brotacion primaveral como en las hojas adultas de la
brotaciones anteriores.

e Ademds, aumentard la eficiencia del proceso fotosintético, siendo mayor la
asimilacion neta de CO, (ACOy), la conductancia estomatica (Gs) y la eficiencia del
fotosistema II (PSII).

e A su vez, las hojas tendrdn mayores niveles de carbohidratos solubles y almidén.
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Por otro lado, serdn menores los niveles de los indicadores de estrés en plantas, tales
como prolina y malondialdehido (MDA).
Altos niveles de fertilizacidon nitrogenada al inicio de la brotacion primaveral

favoreceran también el crecimiento inicial de los frutos en desarrollo.

3.3. Hipétesis relacionada a las técnicas de aplicacion de AG; y rayado de ramas

La aplicacion foliar de 4cido giberélico (AGs3) y el rayado de ramas, en forma

independiente o combinados, favorecen la retencion de frutos y el rendimiento por planta en

‘Navelate’, debido a que la aplicacién de AGj; favorece la division celular de los 6rganos en

desarrollo, y el rayado de ramas la mayor disponibilidad de carbohidratos para el

crecimiento inicial de los mismos. La aplicacién de ambas en forma combinada tendria un

efecto aditivo en la mejora del cuajado de frutos.

Predicciones:

La aplicaciéon foliar de AG; a la caida de pétalos estimulard el crecimiento
exponencial de los 6rganos en desarrollo y la demanda en la asimilacién de COa, y
por lo tanto habrd una mayor eficiencia fotosintética y del uso del carbono.

Ademads, serdn menores los niveles de los indicadores de estrés en plantas, tales
como la fluorescencia de la clorofila, los niveles de prolina y MDA.

El rayado de ramas genera niveles mas elevados de carbohidratos, expresados como
concentracién de almidén en hojas adultas y de azidcares solubles en hojas nuevas y
frutos, estimulando de esta manera un mayor cuajado de frutos.

El efecto del rayado de ramas resultard en menores niveles de ACO, y mayores

valores en los indicadores de estrés celular (prolina y MDA) y dafio del PSII.

3.4. Objetivos

Objetivo general

Investigar los cambios en los mecanismos fisiologicos y metabdlicos del naranjo

‘Navelate’, en respuesta a las aplicaciones de précticas culturales que mejoran el cuajado de
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los frutos, tales como el nivel de nitrégeno inicial, la aplicacién de AGs3 a la caida de pétalos

y el rayado de ramas.

Objetivos especificos

- Cuantificar el efecto de la aplicacion de pricticas de mejora del cuajado de frutos
sobre los componentes del rendimiento.

- Evaluar el efecto del nivel de nitrégeno inicial, la aplicaciéon de AGs y el rayado de
ramas sobre variables fisiologicas asociadas al metabolismo de fijacion de CO,,
durante la fase de cuajado de frutos.

- Evaluar el efecto de la aplicacion de précticas culturales como la fertilizacién
nitrogenada, la aplicaciéon de AGsy el rayado de ramas, sobre indicadores de estrés.

- Estudiar las relaciones entre las variables productivas y las fisiol6gicas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Ubicacion y caracteristicas del experimento

El experimento fue abordado en la zona citricola litoral Oeste de Uruguay, en la
localidad de Salto (Fig. 1 a). El lugar de realizacién corresponde a la quinta 29 (Fig. 1 b)
perteneciente a la firma ‘Citricola Saltefia S.A.” (31°24°35.74” S; 57°55°05.56° O; 65
m.s.n.m.), cuya produccion es destinada principalmente a la exportacion de fruta fresca, al
mercado interno y a la industrializacién de jugos, jugos concentrados y aceites esenciales

(www.caputto.com.uy).

A
a S l INIA Salto Gr

Col 18 de Julio

Salto S—-

Concordia

Termas del
Dayman

Figura 1: a): ubicacién geografica del lugar de realizacién de la experiencia; b): fotografia aérea
donde se observa el cuadro con la plantacién del cv. Navelate (fuente: Google maps).

El clima en la zona corresponde al tipo Cfa (templado hiimedo sin estacion seca con
veranos muy calurosos), segun la clasificacion de Koppen (1948). Las condiciones
ambientales durante el periodo comprendido en la experiencia se presentan en la Tabla 1.
Ademds, la evolucién semanal de la temperatura media, mixima y minima, de la
precipitacion acumulada y el balance hidrico durante la estacidon primaveral, se encuentran
en el Anexo 1.

Las condiciones ambientales se desarrollaron normalmente en relacion al clima
templado de la regién, con un aumento progresivo de los registros térmicos desde
septiembre a diciembre, las heladas tardias estuvieron ausentes. Como evento a destacar, se

observé un fuerte aumento de la temperatura durante la ultima semana del mes de octubre,
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que alcanzé los 36,4°C el dia 28/10, lo cual estuvo acompanado por un aumento en el DPV
(Tabla 1). Las precipitaciones se distribuyeron durante todas las semanas del periodo
comprendido en la experiencia lo que, junto al aporte del riego, permitié que el balance
hidrico del suelo se mantenga en valores relativamente cercanos a capacidad de campo, sin

evidenciarse problemas de déficit hidrico (Tabla 1, Anexo 1).

Tabla 1. Valores mensuales de los principales parametros meteorologicos obtenidos durante
el periodo septiembre-diciembre en la zona de Salto (Uruguay).

Septiembre Octubre Noviembre Diciembre

RS acum (Mj.m™) 297 364 388 501
T MED (°C) 16,8 20,9 22,1 23,4
T MAX abs (°C) 29,8 36,4 35,0 33,8
T MIN abs (°C) 5,0 10,0 9,7 10,3
Dias con T<a0°C 0 0 0 0

Dias con T< a 13 °C 24 8 4 2

Dias con T> a 35 °C 0 1 1 0

°C dias acum 117 252 271 321
PP acum (mm) 78 173 179 228
HR (%) 78,7 75,8 71,4 75,3
DPV 4,08 6,32 7,89 7,24

RS acum: radiacién solar acumulada; PP acum: precipitaciones acumuladas; HR: humedad relativa
media mensual; T MED: temperatura media mensual; T MAX abs y T MIN abs: temperaturas
maximas y minimas absolutas mensuales; °C dias acum: grados dias acumulados mensuales (3_T
MED diaria - 13°C).

El suelo donde se realiz6 la experiencia corresponde a la clasificacion Argisol
subéutrico tipico (MGAP, 1979). Los Argisoles son suelos saturados lixiviados que cuentan
con un horizonte superficial argilivico muy bien expresado (primeros 20 cm), ademads se
caracterizan por presentar un horizonte albico discontinuo y textura franco arenosa.

Los datos resultantes del andlisis de suelo correspondiente a la finca 29, donde se
dispuso el ensayo del cultivo de ‘Navelate’ se presenta a en la Tabla 2. El nivel de pH se
encontré dentro del rango adecuado para citricos (entre 5,5 y 6,5), el valor de MO se ubico

dentro de los niveles medios segtin las caracteristicas de la region, el contenido de P fue alto,
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mientras que los valores de K, Ca, Mg y Na fueron bajos. Las relaciones Ca/Mg y Mg/K se

encontraron en los niveles normales (Morén et al., 1999; Anderson et al., 2012).

Tabla 2. Datos del andlisis de suelo, correspondiente al cuadro de ‘Navelate’ donde se
realizé la experiencia, provistos por la empresa ‘Citricola Saltefia S.A.’.

pH MO P K Ca Mg Na

a/Mg Mg/K
(H,0) (%) (ppm (meqg/100)  (meq/100) (meg/100)  (meq/100)

5.8 2,3 39,8 0,15 2,8 0,8 0,11 3,50 6,67

Para la realizacion de los tratamientos se seleccionaron 72 plantas de 5 afos desde la
plantacién del cv. Navelate [Citrus sinensis (L.) Osbeck], injertadas sobre portainjerto
trifolio [Poncirus trifoliata (L.) Raf.], dispuestas en un marco de plantacién de 7 x 3,5 m, las
cuales fueron expuestas al manejo del productor en cuanto a los controles fitosanitarios y el
riego por goteo (Fig. 2).

La unidad observacional la constituy0 cada planta, las cuales fueron pre-
seleccionadas por su uniformidad de tamafio de copa e intensidad de floracion. Para ello, se
utilizaron cartillas de clasificacion de las categorias de floracion, desarrolladas por INIA
para productores de naranja y mandarina (Otero, 2003), seleccionando plantas

correspondientes al nivel III o medio (entre 50 y 100 flores.100 nudos™).

Figura 2: Plantas de naranjo ‘Navelate’ seleccionadas para la realizacion de los tratamientos.
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Los niveles nutricionales foliares con los que contaron las plantas de ‘Navelate’
durante el ciclo productivo anterior a la realizacion de la experiencia fueron provistos por la
empresa ‘Citricola Saltefia S.A.” (Tabla 3). Para el andlisis foliar, la empresa realiza el
muestreo de hojas de 4 a 10 meses de edad ubicadas en brotes fructiferos, siguiendo el
criterio propuesto por Chapman (1976). Los niveles de N, P, Ca y Mn se ubicaron dentro del
rango 6ptimo, Mg entre Optimo y alto, el valor de K es bajo y el de Zn fue deficiente
(Chapman, 1976), por lo que se realizaron correcciones en base a fertilizacion foliar con este

ultimo elemento (Tabla 3).

Tabla 3. Datos del andlisis foliar del cv. ‘Navelate’ correspondiente al ciclo productivo
anterior a la realizacién de la experiencia, provistos por la empresa ‘Citricola Saltefia S.A.’.

N (%) P (%) K (%) Mg (%)  Ca(%) Zn(ppm) Mn (ppm)

2,32 0,13 0,44 0,65 6,01 11,1 31,8

4.2. Disenio experimental y tratamientos

Se utilizé un disefio experimental en bloques completos al azar generalizados,
teniendo como factor de bloqueo las curvas de nivel.
Los factores aplicados fueron:
Dosis de nitrégeno: 800g (N1) y 1300g (N2) de urea (fecha de aplicacion: 29/09).
Acido giberélico (AG3) a la caida de pétalos: 0 y 50 ppm (fecha de aplicacién: 01/10).
Rayado de ramas a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos: con rayado (+R) y sin
rayado (control), (fecha de aplicacién: 15/10).
Los tratamientos conformaron un arreglo factorial 2x2x2 (dos niveles de dosis de
nitrogeno, con y sin aplicacion de AGs; y con, o sin, aplicacion de rayado de ramas). Los
tratamientos, resultantes de la combinacion de factores, a los cuales estuvieron sometidas las

plantas fueron:

v NI
v N2
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N1 + AG3
N2 + AG3
N1 +R

N2 +R

N1 + AG3+ R
N2 + AG3+ R

LSRN N NN

El ensayo conté con 3 plantas de cada tratamiento dentro del bloque, siendo 8
tratamientos por bloque; que teniendo en cuenta los 3 bloques, se utilizé una cantidad final

de 72 plantas o unidades experimentales (n= 72).

Para el desarrollo de los tratamientos, las plantas se fertilizaron al inicio de la
brotacion. El fertilizante se aplic6 en cobertura bajo la copa de los drboles con 800 (N1) o
1300 (N2) gramos de urea (46-0-0) granulada por planta. La aplicacion del fertilizante se
realizé el dia 29/9 bajo condiciones favorables de temperatura media (19,8 °C) y una
precipitacion efectiva registrada el dia anterior de 3,2 mm, por lo que el suelo contaba con
buena disponibilidad hidrica, teniendo en cuenta ademds el balance hidrico del mismo
(Anexo 1).

La aplicacion de AGs se realizé en el estado fenolégico de caida de pétalos y se
utilizaron aproximadamente 3 litros de solucidén por planta, o hasta punto de goteo, a una
dosis de AGj de 50 ppm, usando un producto comercial de formulacion liquida ‘Giberelan
36> (24,6% de i.a.). Previamente, se ajusté el pH de la solucién a 5, adicionando el
coadyuvante ‘CLE’ (Fig. 3 a).

El anillado del tronco, se realiz6 en a los 15 dias posteriores de la aplicacion del
AGs, a una altura de 30 cm por encima del injerto, utilizando tijeras especialmente adaptadas

para esta técnica (Fig. 3 b).
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Figura 3. Realizacion de la aplicacién de dcido giberélico (a) y confeccién de la técnica de rayado (b)
en las plantas del naranjo ‘Navelate’.

4.3. Parametros evaluados
4.3.1. Intensidad de floracion, brotacion, tasa relativa de caida de frutos y rendimiento

En cada una de las plantas en evaluacion, se seleccionaron cuatro ramas, las cuales
fueron marcadas y numeradas, tuvieron una longitud aproximada de 50 cm y en conjunto
representaron entre 600 a 800 nudos observados por planta. La medicién inicial de
intensidad de floracidn se realizé sobre los arboles preseleccionados por su uniformidad de
tamafio de copa y sirvid para definir las 72 plantas que formaron parte del ensayo. Ademas,
se comprobd por ANAVA que los arboles seleccionados no presentaran diferencias en este
pardmetro, para la posterior aplicaciéon de los tratamientos y mediciéon de las variables en
evaluacion. Los resultados estadisticos se encuentran en el Anexo 2.

Para la obtencion de los registros se utilizaron planillas disefiadas especificamente, se
cuantifico el total de nudos por rama marcada, se registr6 el tipo y la cantidad de brotes, y la
cantidad de flores segun los brotes reproductivos sin hojas (flores solitarias y ramilletes
florales), y brotes reproductivos con hojas (brotes campaneros y mixtos). De esta manera la
intensidad de floracién se expresé como flores cada 100 nudos, y también se calculd la
proporcion de los diferentes tipos de brotes emitidos durante la brotacion de primavera
(Lovatt & Krueger, 2015).

Semanalmente, se siguid la evolucion del nimero de flores y/o frutos por cada tipo
de brote desarrollado en las ramas, segin la metodologia de Agusti et al. (1992). Las

mediciones se iniciaron en plena floracion (dltima semana de septiembre) y continuaron
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hasta el final de la caida fisioldgica de frutos (iltima semana de diciembre). Posteriormente,
para cada periodo comprendido entre fechas de observaciones, se calculd la tasa relativa de
caida de frutos (TRCF) segin Hunt (1990), TRCF= Ln (F1) - Ln (F2) / (Tiempo 2 - Tiempo

1), siendo F1 y F2 el N° de frutos por rama observados en el tiempo 1 y 2, respectivamente.

Una vez finalizada la abscision natural de frutos, se cuantificé la carga de fruta
presente en cada una de las ramas identificadas por 4rbol, en todos los tratamientos. El
porcentaje de cuajado de frutos se expresé como la relacion existente entre el n° de frutos
finales y el n° maximo de flores que presentd la rama en cuestion. A la cosecha, se
determiné el n° de frutos por planta, y utilizando una balanza se obtuvo el peso del total de
frutos, y el peso medio de los frutos, obtenidos en cada planta, con el fin de conocer el

.. -1 . sz
rendimiento, en kg planta™, de cada tratamiento en evaluacidn.

4.3.2. Determinacion del indice de verdor o SPAD

La estimacion a campo del indice de verdor de las plantas, se realizé a través de un
equipo colorimétrico digital portable, no destructivo tipo Minolta® SPAD-502 (Calabretta et
al., 2004), cuya lectura se traduce en un indice de color verde, que tiene una alta correlacion
con la concentracién de nitrégeno en la hoja y con la clorofila foliar, como fue verificado en
varias especies (Le Bail et al., 2005) y en los citricos (Calabretta et al., 2004; Jifon et al.,
2005). Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja
es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda detectora
del SPAD-502, donde es convertida en una sefial eléctrica. La absorbancia cuantificada se
expresa en valores adimensionales que van desde 0 a 199, por lo que las unidades SPAD
seran siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Calabretta et al., 2004).
Las lecturas se realizaron durante el desarrollo de la floracién y el cuajado de los frutos, con
una frecuencia quincenal, y en todas las plantas correspondientes a los distintos tratamientos.
Se midieron, en cada una de las plantas, tres hojas jovenes correspondientes a brotes
campaneros y mixtos, de la brotacion de primavera, y tres hojas maduras de afios anteriores,
que actian como fuente de los frutos desarrollados a partir de brotes sin hojas.

Adicionalmente, se determiné el contenido de nitrégeno foliar a través del método

Kjeldahl (Bradstreet, 1965), en ambos tipos de hojas correspondientes a todos los
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tratamientos y fechas, en el laboratorio de Quimica analitica de la Facultad de Ciencias

Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral.

4.3.3. Medidas de fluorescencia de la clorofila y del intercambio gaseoso del metabolismo
fotosintético

La actividad del fotosistema II se evalué mediante la emisién de fluorescencia de la
clorofila, usando un fluorémetro de pulso modulado (modelo OS5-FL, OptiScience, USA)
(Fig. 5 a), operando con los modos ‘Yield’ y ‘Fv/Fm’ (Fig. 4 b, ¢) (Van Kooten & Snell,
1990). El resultado del test ‘Yield’ indica el rendimiento cuantico del FSII (®FSII) y el
parametro ‘Fv/Fm’ corresponde a la eficiencia maxima del FSII. Para la obtencién de este
ultimo indicador, previamente a la medicion las hojas fueron aclimatadas a la oscuridad por
un tiempo minimo de 20 minutos, cubriéndose durante ese periodo con pinzas especiales
para tal fin (FLDC, Opti-Ciencias; Fig. 4 c¢) (Jifon & Syvertsen 2003, Maxwell & Johnson
2000).

Figura 4. Medicién de la actividad del fotosistema II: (a) utilizacién de fluorémetro de pulso
modulado operando en el modo ‘Yield’, (b) medicién en modo Fv/Fm, (c) para éste ultimo,
previamente las hojas se aclimataron a la oscuridad utilizando pinzas especiales.
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Los pardmetros resultantes del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético,
tales como la asimilacién neta de CO, (ACO,) (fotosintesis neta), la conductancia estomatica
(Gs), la concentracion interna de CO; (Ci) y la transpiracion (E) fueron obtenidos por medio
de un equipo portable de analizador infrarrojo de gases (CIRAS-1, PP Systems, Haverhill,
EE.UU.) (Fig. 5). Las mediciones se realizaron por la mafana, para evitar las altas
temperaturas del mediodia y la baja humedad de la tarde, durante el periodo de floracion,

cuajado y crecimiento inicial de frutos (septiembre-diciembre).
_,;'.' \ i _ "4 .

Figura 5. Medicién del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético en las hojas
correspondientes al naranjo ‘Navelate’, utilizando un sistema portable de analizador infrarrojo de
gases (CIRAS-1).

Ambos tipos de mediciones fueron obtenidas a partir de hojas correspondientes a la
nueva brotacién de primavera y en las hojas adultas, midiendo tres hojas de cada tipo, por

planta.

4.4. Andlisis de tejidos vegetales
4.4.1. Obtencion y acondicionamiento de las muestras

Las muestras de tejidos vegetales se tomaron durante el periodo de cuajado y
crecimiento inicial de frutos o etapa I de su desarrollo (octubre - diciembre). En cada fecha,
se recolectaron tres muestras por tratamiento, de diferentes plantas.

Las hojas a muestrear correspondieron a los brotes campaneros y mixtos de la
brotacion nueva, y a las hojas maduras de brotaciones anteriores que actian como fuente de

los frutos desarrollados a partir de brotes sin hojas; para lo cual se extrajeron 15 brotes/hojas
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de cada tipo por planta, segin lo propuesto por Mehouachi et al. (1995). Luego, se
colocaron por separado en sobres de papel aluminio rotulados y se almacenaron, durante el
momento del muestreo en el campo, en una conservadora con hielo, a la que se le agregé N
liquido. Las muestras se llevaron inmediatamente al laboratorio para almacenarlas en freezer
a -40°C. Posteriormente, se secaron utilizando un liofilizador TAITEC VD-400F. Cada
muestra de hojas permanecié en el mismo durante una semana aproximadamente, hasta

obtener un secado completo. Luego se procedi6 a su trituracién con molinillo.

4.4.2. Andlisis de carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosay almidon)

Los carbohidratos se determinaron por el método adaptado a tejidos de citricos por
Mehouachi et al. (1995), por cromatografia liquida de alta eficiencia o sistema HPLC (High
Performance Liquid Cromatography). Para la extraccién de los azicares se pesaron 100 mg
de muestra de hojas secas y se le afiadieron 100 pl de solucién de fucosa (30 mg.ml™) como
estandar interno. Se le agregd ademds 3 ml de etanol al 80% y se homogeneizé. Se llevé a
bafio maria a 85°C durante 15 minutos. Luego se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm y
se utiliz6 el extracto sobrenadante.

Para la purificacion se utilizaron columnas de intercambio catiénico y aniénico para
cada muestra (Fig. 6 a), consistiendo en lo siguiente:

I. Catiénico: Dowex 50x8-100 equilibrado con HCI 2M, con 1 ml aproximadamente, y luego
se las lavé con agua purificada, hasta que el agua del lavado estuvo a pH 4,5-5,0.

I. Anidnico: Dowex 1x4-400 y Na,COs 1M, de la misma forma que las anteriores, pero se
lavaron hasta que el pH sea de 7,5-8,0.

Para obtener la muestra purificada se realizé la aplicacion de la muestra en la resina
catiOnica, luego se la hizo pasar en la columna anidnica, enjuagando en cada caso con agua
purificada MilliQ para recoger la totalidad de la muestra (Fig. 6 b). Seguidamente se le
acopld a la muestra un filtro de nylon de 0,45 micras y un filtro C;s (sep-pack). Luego se
evaporo el liquido al vacio con un equipo speed-vac a sequedad (Fig. 6 c), y posteriormente
se prepararon los viales. Preparacion de viales: se disolvié el azucar obtenido en una
solucion de acetonitrilo-agua 100 ml (60:40) y se pasé por un filtro de 0,22 micras para

llenar el insertor.
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Medicién en HPLC: se utilizé un flujo del HPLC a 1,7 mL.min"' con una proporcién de

17% agua 'y 83% acetonitrilo.

Figura 6. Procedimiento para la medicién de carbohidratos por sistema HPLC: (a) las muestras
fueron purificadas utilizdndose resinas catidnicas y anidnicas, (b) luego se prepararon columnas a las
que se le ajust6 el pH con el lavado con agua purificada, (c) finalmente el secado se realiz6 al vacio
con un equipo speed-vac.

Los aztcares, fructosa, glucosa y sacarosa, se identificaron por su tiempo de retencion, y
se cuantificaron por las dreas de sus picos en relacién a una curva de calibracidon elaborada
con concentraciones conocidas de cada azdcar. Se utilizé un factor de correccion,
dependiente de la recuperacion de fucosa, y los resultados se expresaron en mg de azidcar
por g de materia seca. La fucosa es un compuesto hidrocarbonado que no existe en los
tejidos vegetales, por tanto sirve como estdndar interno para corregir las posibles pérdidas de
azucares durante el proceso de extraccion y purificacion.

Determinacién de almidén: se tom6 el precipitado del remanente de las muestras a las
que se les realiz6 la extraccién de azicares y se disolvié con agua purificada. Luego se

llevaron a autoclave a 135°C por 1 hora.
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Para este procedimiento, se aforé a 2 ml con agua purificada y luego se afiadieron 0,5 ml
de tampdén acetato 2 M a pH 4,5. Se agregaron 1 ml de la enzima glucoamilasa a
concentracién 120 mg.ml™" de agua y se incub6 por 3 horas a 55°C en bafio agitando de vez
en cuando el fondo del tubo, poniendo el agitador del bafio. Se llevé a la centrifuga por 10-
15 minutos a 3000 rpm. Luego se recogié el sobrenadante y se le afiadi6 fucosa (Sigma
Quimica) antes de filtrarlo a una concentracién de 30 mg.ml”, se disolvié con 4 ml de agua.
Posteriormente, se filtré con filtro de 0,4 um y un C;3. Luego se evapord a sequedad y se
prepararon viales con 80 ml de acetonitrilo:agua (40:60). Para ser determinado por HPLC se

sometié a flujo 1,7 ml.min™" con acetonitrilo:agua (80:20) y 30 ml del viale.

4.4.3. Determinacion de prolina y Malondialdehido (MDA )

El contenido de prolina en las hojas se determiné por el método de Bates et al.
(1973). Se tom6 una muestra de tejido de hoja liofilizado (0,05 g), se extrajo en 5 ml de
acido sulfosalicilico al 3% (Biopack, Argentina) utilizando un homogeneizador (Cat x 120,
Alemania) a velocidad maxima. Después de una centrifugacion a 4000 x g durante 35 min a
4°C, se anadi6 1 ml del sobrenadante a 2 ml de una mezcla de 4cido acético glacial y
reactivo de ninhidrina (Sigma-Aldrich, EE.UU.) en una relacién 1:1 (v:v). La mezcla de
reaccion se incub6 en un bafo de agua a 100°C durante 1 h y después se repartié con 2 ml
de tolueno. Se registrd, con espectrofotometro, la absorbancia en la fase organica a 520 nm.
Una curva estdndar se realiz6 con prolina (Sigma-Aldrich, EE.UU.).

El malondialdehido (MDA) se midi6 en el tejido foliar siguiendo el procedimiento
descrito por Heath & Packer (1968). Se tomé una muestra de tejido de hoja liofilizado y
molido de 0,15 g, se homogeneiz6 en una solucién mezcla de 1,5 ml de dcido tiobarbittrico
(TBA) 20% y 0,5 ml de écido tricloroacético al 0,1% (TCA). Los extractos se incubaron a
95°C durante 45 min y después se centrifugaron a 4000 x g durante 35 min a 4°C. El
sobrenadante se diluyd en una relacion 1:1 (v:v) relacion con el agua, y la absorbancia se
midié en espectrofotometro en longitudes de onda a 532 y 600 nm. Para el cdlculo del
contenido de MDA, el valor de la absorbancia a 600 nm se rest6 a partir de la absorbancia a
532 nm. La concentracion de MDA se calculé mediante el uso de su coeficiente de extincion

molar a 532 nm (155 mM cm'l).
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4.5. Anadlisis estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el software InfoStat, con el
vinculo activado al programa ‘R’ (Di Rienzo et al., 2017). Para observar el efecto de los
tratamientos aplicados sobre las diferentes variables se realizé el Andlisis de la Varianza
(ANAVA) y previamente se verificaron los supuestos del mismo, en el caso de corresponder
se efectud el ajuste del modelo.

Para responder al objetivo 1, en cuanto a la observacion del efecto de los factores
aplicados sobre el porcentaje de cuajado de frutos, el andlisis ANAVA se realizé utilizando
Modelos Lineales Generalizados y Mixtos. La variable se analiz6 como funcién Binomial
con el vinculo logit. Para la realizacion del ANAVA, se definieron como efectos fijos los
diferentes factores evaluados (nivel de nitrégeno, aplicacion de AGs y tratamiento de
rayado), con sus interacciones. Por otro lado, los efectos aleatorios que se utilizaron fueron
el bloque, la planta y rama observada (Balzarini et al., 2017). El modelo analizado fue el

siguiente:

% Cuajado fr.pl’ = u + N + AG; + R + N*¥ AG;3 + N*R + AG3*R + N* AG3*R + B + P +
P>R+E
Siendo: u, la media poblacional
N: efecto fijo de la aplicaciéon de N
AGs;: efecto fijo de la aplicaciéon de AG3
R: efecto fijo de la aplicacién del rayado
N* AGs: efecto fijo de la interaccién de los factores N y AG3
N*R: efecto fijo de la interaccion de los factores N y R
AGs3*R: efecto fijo de la interaccion de los factores AG; y R
N* AG3*R: efecto fijo de la interaccion de los factores N, AGs y R
B: efecto aleatorio debido al bloque
P: efecto aleatorio debido a la planta observada
P>R: efecto aleatorio debido a la rama observada, anidada a P

E: efecto del error

43



Para evaluar el efecto de los factores aplicados sobre el N° de frutos por planta, el
ANAVA se realiz6 utilizando Modelos Lineales Generalizados y Mixtos. La variable se

analizé como funcién Poisson con el enlace log. El modelo analizado fue el siguiente:

N° frutos.pl'1 =u + N+ AGs + R+ N* AG; + N*R + AG3*R + N* AG3*R + B+ P+ E

Para evaluar el efecto de los factores sobre los Kg de frutos por planta, el ANAVA se
realiz6 utilizando Modelos Lineales Mixtos. Se comprobaron los supuestos del ANAVA y la
estructura de varianzas se ajusté con el modelo varExp, féormula fitted (parametro estimado:

exp 0,02). El modelo analizado fue el siguiente:

Kg fr.pl'1 =u + N+ AG3; + R + N*AG3 + N*R + AG3*R + N*AG3*R + B+ P+ E

En todos los andlisis estadisticos, cuando el valor p resultante del ANAVA fue
<0,05, las medias de los tratamientos fueron separadas por el test LSD, pero cuando la

comparacion supero6 los 3 valores medios se utilizo el test DGC.

Las variables obtenidas para responder a los objetivos 2 y 3 fueron: indice SPAD,
contenido foliar de N, fluorescencia de la clorofila (®FSII y Fv/Fm), parametros del
intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético (asimilacién neta de CO,, conductancia
estomadtica, la concentracion interna de CO,, tasa de transpiracion, déficit de presion de
vapor, eficiencia del uso del agua), carbohidratos no estructurales (glucosa, fructosa,
sacarosa y almidén), prolina y MDA. Estas variables, cuya evolucién se midi6 a través del
tiempo (medidas repetidas en el tiempo), se analizaron como datos longitudinales, utilizando
Modelos Lineales Mixtos. Para elegir el modelo del ANAVA se seleccion6 la funcion de
correlacion de los errores (errores independientes/autorregresivo), con el criterio del menor
valor de los indicadores AIC y BIC (Balzarini et al., 2017). El modelo estadistico se realizé
de manera particionada para cada 6rgano observado (hojas desarrolladas, hojas jovenes y/o

frutos en crecimiento), y fue definido de la siguiente manera:
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Y =pu + N+ AGs + R + N*AG3 + N*R + AG3*R + N*AG3*R + F + F*N + F*AG3; + F*R
+B+P+E
Siendo: Y: variable respuesta
u, la media poblacional
N: efecto fijo de la dosis de N
AGs;: efecto fijo de la aplicacion de AG3
R: efecto fijo de la aplicacion del rayado
N*AGs: efecto fijo de la interaccion de los factores N y AG3
N*R: efecto fijo de la interaccion de los factores Ny R
AG3;*R: efecto fijo de la interaccion de los factores AG; y R
N*AG3*R: efecto fijo de la interaccion de los factores N, AGs y R
F: efecto fijo de la fecha
F*N: efecto fijo de la interaccion fecha * N
F*AGs: efecto fijo de la interaccion fecha * AG;

F*R: efecto fijo de la interaccion fecha * R

B: efecto aleatorio debido al bloque
P: efecto aleatorio debido a la planta observada
E: efecto del error

Por ultimo, las pruebas ‘a posteriori’, para las comparaciones multiples de medias se
utilizaron la prueba LSD Fisher, y en el caso de superar la comparacién entre 3 medias se

utiliz6 el test DGC, ambos con un nivel de significancia p<0,05 (Balzarini et al., 2017).

Para responder al objetivo 4, en cuanto a las relaciones entre las diferentes variables
observadas con el cuajado de frutos y la productividad, se realizaron los andlisis estadisticos
clasicos de Correlacion (Coeficientes de Pearson) y de Regresion lineal. Estos andlisis se
utilizaron para conocer las relaciones entre dos variables. Ademds, para una mejor
visualizacion de las relaciones entre el conjunto de variables fisiolégicas medidas con las de
produccion, se realizaron Andlisis Multivariados con el Biplot de Componentes Principales

(Balzarini et al., 2017).
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5. RESULTADOS

5.1. Cuantificacion del porcentaje de frutos cuajados y la productividad por
planta, ante la aplicacion de las prdcticas culturales

5.1.1. Composicion de la brotacion primaveral del cv. ‘Navelate’

La intensidad de floracién media del cv. ‘Navelate’ desarrollada durante la brotacion
primaveral fue de 72,4 flores.100 nudos™ (Anexo 2). La misma estuvo conformada por 49%
de flores en brotes con hojas (4% brotes campaneros y 45% brotes mixtos) y un 51% de
flores en brotes sin hojas (7% flores solitarias y 44% ramilletes florales) (Fig. 7). La
intensidad de brotacion fue de 80,6%, observandose un 8,2% de brotes vegetativos.

FS
7%

BC
4%

Figura 7. Proporciéon (%) de los diferentes brotes generativos de la floracién primaveral de
‘Navelate’ (11/09). FS: flor solitaria, RF: ramillete floral, BC: brote campanero, BM: brote mixto.

Las plantas seleccionadas para la posterior aplicacion de los tratamientos no
presentaron diferencias significativas en cuanto a la intensidad de floracién inicial, como

tampoco entre las ramas seleccionadas (Anexo 2).

5.1.2. Evolucion de la tasa relativa de abscision de estructuras reproductivas

Durante el periodo de establecimiento y crecimiento exponencial de frutos,
comprendido entre fines de septiembre y diciembre, la tasa relativa promedio de abscision o
caida de estructuras reproductivas (TRCF: frutos cal’dos.dl’a'l) tuvo una influencia

significativa de la fecha de evaluacion (Tabla 4). La variable presenté dos momentos de

46



mdaximo valor, el primero de ellos se observd a mediados del mes de octubre (30 dias
posteriores a plena floracion), y el siguiente fue a los 60 dias siguientes a la plena floraciéon
(13/11) (Fig. 8 a).

Esta variable tuvo diferencias significativas segtn el tipo de brote (p<0,0001) (Fig. 8
b, Anexo 3), y por lo tanto su andlisis estadistico se realiz6 de forma particionada por cada
uno de ellos (Tabla 4). Durante el inicio del periodo de registros (29/09) las mayores tasas
de abscision de frutos las presentaron los brotes tipo ramillete floral (RF) y les siguieron en
importancia las flores solitarias (FS), ambos sin hojas. En la segunda fecha de observacion
(13/10), las FS tuvieron una tasa de abscision muy elevada en comparacion a los otros tipos
de brotes y el segundo lugar lo tuvieron los frutos de los RF. En la cuarta fecha de
evaluacién (10/11), los RF fueron los brotes con mayor caida de frutos, y los brotes mixtos
(BM) tuvieron sus maximos valores de abscision de frutos en comparacion con las demads
fechas de observacion. En la fecha siguiente (24/11) no se observaron diferencias entre los
RF, BM y brotes campaneros (BC). Estos dltimos tuvieron su mayor tasa de abscisién en
esta fecha. Finalmente, el 17/12 se observaron las menores tasas sin diferenciarse las medias
de los distintos tipos de brotes (Fig. 8 b). Ademas, la evolucién del porcentaje de retencidon

de frutos segun tipos de brotes, durante la primavera, en el naranjo ‘Navelate’ se presenta en

el Anexo 4.
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Figura 8. Evolucion de la tasa relativa de abscisién de frutos [TRCF= Ln (F1) - Ln (F2) / (T2 - T1)],
durante el periodo 29/09 al 17/12: (a) valores medios y (b) segun el tipo de brote del cv. ‘Navelate’.
BC: brote campanero, FS: flor solitaria, RF: ramillete floral, BM: brote mixto. Las lineas verticales
representan el error estdndar. F1 y F2: N° de frutos en el tiempo 1 (T1) y en el tiempo 2 (T2),
respectivamente.
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5.1.2.1. Efectos de los factores evaluados sobre la evolucion de la tasa relativa de
abscision de frutos

La ‘Tasa Relativa de Caida de Frutos (TRCF)’ total por planta del cv. Navelate fue
afectada por los factores ‘nivel de nitrégeno de la fertilizacion inicial’ y ‘aplicacion de
giberelina’, mientras que el rayado no tuvo influencia significativa (Tabla 4). La fecha de
observacion fue significativa y presenté interaccion con el tratamiento de aplicacion de AG3
y con el rayado de ramas (Tabla 4). Los factores aplicados no resultaron en interacciones

significativas entre ellos (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de los factores dosis de nitrégeno en la fertilizacion inicial, aplicacién de giberelina a
la caida de pétalos, y rayado de ramas sobre la ‘Tasa relativa de abscisién de frutos (futos.dia™)’,
total y segun el tipo de brote, del cv. ‘Navelate’, y valor ‘p’ del ANAVA.

Tasa relativa de abscision de frutos (futos.dia"),
total y segtin el tipo de brote

Total F}or ' Brote Ramillete Brpte

Solitaria campanero floral Mixto

Nitrégeno N1 0,04 a 0,04 a 0,03 ns 0,06 ns 0,05 ns

N2 0,03 b 0,03b 0,03 0,05 0,05
AG; 0 ppm 0,04 a 0,03 ns 0,03 ns 0,05 ns 0,05 ns
50 ppm 0,03b 0,03 0,03 0,05 0,05
Rayado -R 0,04 ns 0,04 ns 0,03 ns 0,05 ns 0,05 a
+R 0,04 0,03 0,03 0,05 0,04 b
Valor ‘p’

Nitrégeno 0,0043 0,0352 0,3380 0,3221 0,4914
AG3; 0,0300 0,8200 0,7407 0,6592 0,2299
Rayado 0,8767 0,0785 0,8251 0,6702 0,0356
Fecha <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Nitrégeno x fecha 0,1678 0,0004 0,2276 0,0463 0,0210
AG; x fecha 0,0023 0,1219 0,3408 0,8503 0,0022
Rayado x fecha <0,0001 0,0194 0,0089 0,8275 0,2861
Nitrégeno x AGs 0,8811 0,3884 0,4105 0,7902 0,0558
Nitrégeno x Rayado 0,5425 0,1736 0,3417 0,6539 0,4070
AG;3; x Rayado 0,5404 0,9973 0,9934 0,1936 0,6499
N x AG3;x R 0,3228 0,6248 0,5273 0,4757 0,9417

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, aplicacién de 50 ppm de AG;: 01/10. —Rayado= control; +Rayado:
arboles con rayado de ramas (15/10). Sin diferencias significativas (ns) y con diferencias
significativas (a, b) entre medias de cada columna en funcién del factor aplicado, LSD, p<0.05.
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La fertilizacién inicial con la mayor dosis (N2) disminuy6 la tasa media total de
abscision de frutos (TRCF) y la correspondiente a los brotes de Flor solitaria (Tabla 4).
Ademads, se observé un efecto de la fecha de muestreo sobre la TRCF total y para los tipos
de brotes FS, RF y BM (Tabla 4). Su evolucién se muestra en la figura 9.

La aplicacion de AG; redujo la TRCF total, sin diferencias entre tipo de brote.
También se observé una interaccion significativa con las fechas de muestreo (Tabla 4). Las
plantas que no tuvieron aplicacién de AGs en la fecha 10/11 presentaron una tasa media de
abscision de frutos casi un 30% superior respecto a los drboles a los que se les aplicaron 50
ppm de AGs (Tabla 4, Fig. 10 a). Esto se debi6 a la tasa de caida de frutos de los BM (Tabla
4, Fig. 10 b), mientras que el 24/11 se observé el efecto contrario (Fig. 10 a y b) a causa de
la abscision de los frutos de los mismos tipos de brotes (BM) (Fig. 10 b).

El Rayado no afecté la TRCF total, solamente disminuy6 la TRCF en BM. Al igual
que en los factores anteriores, existid una interaccion significativa con la fecha (Tabla 4). En
cuanto al efecto del rayado y la interaccidon con la fecha, las plantas que no lo tuvieron
presentaron mayores tasas de abscision total de frutos en comparaciéon a las plantas con
rayado, a los trece dias después de la aplicacion de la técnica, el 28/10 (Fig. 11 a). Al mismo
tiempo fue observado un nivel superior de abscision de frutos en los tipos de brotes de FS y
los BM, principalmente (Fig. 11 b y c¢). Posteriormente, las plantas con rayado presentaron

una mayor caida de frutos de los BC en la fecha 24/11 (Fig. 11 d).
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Figura 9. Efecto de la dosis de nitrégeno de la fertilizacién inicial sobre la tasa relativa de abscision
de frutos (frutos.dia™), durante la primavera, en: (a) brotes de flor solitaria (FS), (b) ramilletes
florales (RF) y (c) brotes mixtos (BM), del naranjo ‘Navelate’. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre medias, segin test LSD, p< 0,05 y las barras el error estandar.
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Figura 10. Efecto de la aplicacion de giberelina a la caida de pétalos (50 ppm AG3;, 01/10) sobre la
evolucién de la tasa relativa de abscision de frutos durante la primavera, de: (a) Total y (b) brotes
mixtos (BM), en ‘Navelate’. Las lineas verticales representan el error estindar y los asteriscos (*)
indican diferencias significativas entre medias, test LSD, p<0,05.
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Figura 11. Efecto del rayado de ramas a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos, sobre la
evolucién de la tasa relativa de abscisién de frutos (frutos.dia™) en: (a) Total, (b) brotes de flor
solitaria (FS), (c) brotes mixtos (BM) y (d) brotes campaneros (BC), del cv. Navelate, durante la
estacion primaveral. —Rayado: control; +Rayado: arboles con rayado de ramas (aplicacién 15/10).
Las lineas verticales representan el error estadndar y el asterisco (*) indica diferencias significativas
entre medias, test LSD, p<0,05.

5.1.3. Efectos de los factores evaluados sobre el porcentaje de cuajado final de frutos
por planta

El porcentaje de cuajado final de frutos por planta fue superior con la mayor dosis de
nitrégeno (N2: 1,66% vs. N1: 0,92%), del mismo modo que con el tratamiento de rayado de
ramas (+R: 1,57% vs. —R: 1,02%). Por otro lado, la aplicacion de 50 ppm de AGs, aunque
fue numéricamente mayor al control, no logré estadisticamente aumentar el resultado de esta
variable (50 ppm: 1,40% vs. 0 ppm: 1,24%) (Tabla 5). Los factores analizados no tuvieron

interacciones significativas entre ellos para esta variable (Tabla 5).
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En cuanto al efecto de los factores evaluados sobre el cuajado final de los frutos en
los diferentes tipos de brotes, se observé que ante la mayor dosis de nitrégeno (N2), los
brotes florales miltiples sin hojas (RF) y con hojas (BM) aumentaron significativamente el
cuajado final de los frutos (RF, N2: 0,67% vs. N1: 0,18%; BM, N2: 2,23% vs. N1: 1,56%)
(Tabla 5). Ademads, estos ultimos, desarrollaron un mayor cuajado de frutos por el efecto de
la aplicacién del rayado (BM: +R: 2,56% vs. —R: 1,17%) (Tabla 5), aunque esta dltima

respuesta fue dependiente de la aplicaciéon de AG3 (Anexo 5).

Tabla 5. Efecto de los factores dosis de nitrégeno en la fertilizacion inicial, aplicacion de
giberelina a la caida de pétalos, y rayado de ramas, sobre el cuajado de frutos (%) total por
planta, y discriminado por tipo de brote, y valor ‘p’ del ANAVA, del cv. ‘Navelate’.

Cuajado final de frutos segin tipo de brote (%)

Factor Nivel Cuajado de ;
frutos (%) Flor Brote Ramillete Brote
solitaria ~ campanero floral mixto
L N1 0,92 B 0,20 ns 5,74 ns 0,18 b 1,56 b
Nitrogeno () 1,66 A 0,17 8,10 0,67 a 223a
AG: 0 ppm 1,24 ns 0,28 ns 5,85 ns 0,60 ns 1,81 +£0,28
50 ppm 1,40 0,07 8,32 0,26 2,03 +£0,49
Rayado -R 1,02 B 0,16 ns 6,31 ns 0,36 ns 1,17 +0,50
+R 1,57 A 0,21 7,60 0,52 2,56 0,28
Valor ‘p’
Nitrégeno 0,0007 0,6935 0,0970 0,0046 0,0028
AG; 0,7512 0,6965 0,3338 0,0756 0,8686
Rayado 0,0015 0,6395 0,4615 0,2727 0,0001
Nitrégeno x AG; 0,4110 0,7778 0,7780 0,1141 0,2378
Nitrégeno x Rayado 0,1813 0,4812 0,5093 0,6621 0,1311
AG; x Rayado 0,0785 0,4816 0,5471 0,7809 0,0382
N x AG;x R 0,1316 0,9992 0,4403 0,9989 0,5407

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, aplicacién de 50 ppm de AGs: 01/10. —Rayado= control; +Rayado:
arboles con rayado de ramas (aplicacién 15/10). Sin diferencias significativas (ns) y con diferencias
significativas (a, b) entre medias de cada columna (tipo de brote) y segtin el factor aplicado, test
LSD, p< 0,05.
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5.1.4. Efectos de los factores evaluados sobre la productividad por planta
Con respecto a la variable N° de frutos por planta, el ANAVA arrojé una interaccion

significativa entre los tres factores evaluados (nitrégeno x giberelina x rayado), los
resultados se detallan en la Tabla 6.

Cuando las plantas no tuvieron aplicaciéon de AGj; ni rayado de ramas, aumentaron la
carga de frutos en un 37% al pasar del nivel N1 al N2 de fertilizacién. Del mismo modo,
cuando no recibieron el tratamiento de AGs pero se les aplicé rayado, el aumento en el
nimero de frutos.pl” fue del 17% con el nivel N2 de fertilizacién. Cuando se afiadié AGs al
nivel N1, el nimero de frutos resulté ser inferior. Un incremento importante en la carga de
frutos por planta (107%) se observé cuando se aument6 el nivel de nitrégeno en plantas sin
rayado pero con aplicacion de 50 ppm de AGs. Por tltimo, no se observaron diferencias en
esta variable entre los dos niveles de fertilizacidon nitrogenada cuando se combinaron los

tratamientos de 50 ppm de AGs; y aplicacidon de rayado de ramas (Tabla 6).

Tabla 6. Niumero de frutos por planta, en funcién de la interaccidn entre los factores nivel de
nitrégeno en la fertilizacion inicial, aplicacidon de giberelina a la caida de pétalos y rayado de
ramas, en ‘Navelate’.

Factores N° Frutos.pl™
N1 60,78 d
N2 83,22 c
N1 + AG3 52,74 e
N2 + AG3 109,22 a
N1+R 94,56 b
N2 +R 110,56 a
N1 +AG;3+R 77,67 c
N2 +AG3+R 75,00 c
Valor ‘p’
Nitrégeno <0,0001
AG; 0,2111
Rayado <0,0001
Nitrégeno x AG3 0,3999
Nitrégeno x Rayado <0,0001
AG;3; x Rayado 0,2541
Nitrégeno x AGs x Rayado <0,0001

N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién: 11/09. Con o Sin AGs;, aplicacién de 50 ppm a
la caida de pétalos: 01/10. —R: sin rayado, +R: con rayado, aplicacién: 15/10. Letras distintas indican
diferencias significativas entre medias, test DGC, p< 0,05.
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En cuanto a la produccién obtenida en Kg.pl™, el tratamiento de mayor dosis inicial

de nitrégeno (N2) resulté superior con respecto a la menor dosis de nitrégeno (Tabla 7). El

mismo resultado fue observado con la aplicaciéon de la técnica de rayado, en relacion al

control sin rayado (Tabla 7). Por otro lado, la aplicacién de 50 ppm de AG3 no se diferencié

estadisticamente del tratamiento control sin la aplicacién hormonal (Tabla 7). Los factores

aplicados no presentaron interacciones significativas, en esta variable (Tabla 7).

Tabla 7. Efectos del nivel de nitrégeno en la fertilizacidn inicial, la aplicaciéon de giberelina

a la caida de pétalos y el rayado de ramas, sobre la productividad (Kg.pl") de ‘Navelate’.

Factor Nivel Rendlmlinto
Kg .pl
Nitrogeno N1 18,77 b
N2 24,74 a
0 ppm 24,49 ns
AGs 50 ppm 19,02
Sin rayado 18,82 b
Rayado Con rayado 24,70 a
Valor ‘p’
Nitr6geno 0,0394
AG; 0,0582
Rayado 0,0423
Nitrégeno x AG3 0,3754
Nitr6geno x Rayado 0,0951
AG;3; x Rayado 0,5953
Nitrégeno x AGs x Rayado 0,3102

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, aplicacién de 50 ppm de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10.
Letras distintas indican diferencias significativas entre medias de cada columna, segiin niveles de

cada factor, test LSD, p<0,05.
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5.2. Efecto del nivel de nitrogeno inicial, la aplicacion de giberelina y el
rayado de ramas sobre variables relacionadas con la economia de carbono
en la planta, durante el periodo de establecimiento y crecimiento inicial de

frutos

5.2.1. Evolucion del indice de verdor (SPAD) en las hojas de la brotacion de primavera
y hojas maduras

Durante el desarrollo de la brotacidon primaveral, desde el mes de septiembre hasta
diciembre, los valores del indice de verdor se incrementaron a través del tiempo, aunque de
manera diferente segin el grado de madurez de las hojas (p<0,0001) (Fig. 12). En valores
medios, las hojas jovenes de la brotacion de la primavera tuvieron un menor indice SPAD
que las hojas maduras (62,03 vs. 75,34). Las diferencias entre los dos tipos de hojas fueron
observadas en la mayoria de las fechas, siendo muy amplias en el inicio de los registros
(02/10), y luego fueron disminuyendo hasta la tdltima fecha (17/12), donde los valores
fueron semejantes en ambos tipos de hojas (Fig. 12). El indice de verdor de las hojas
maduras oscil6 levemente, entre valores de 71,90 y 78,86 durante el periodo analizado. En
cambio, en las hojas jovenes de la nueva brotacion los valores se duplicaron en el mismo
periodo; a principios del mes de octubre mostraron indices SPAD de 35,64, alcanzando

valores de 79,67 al final de su desarrollo (Fig. 12).
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Figura 12. Evolucién del indice SPAD en hojas jovenes de la brotacién de primavera y en hojas
maduras de ‘Navelate’. Las barras verticales representan el error estandar y el doble asterisco (**)
indica diferencias significativas (p<0,01) entre medias, test LSD.
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5.2.1.1. Efectos de los factores evaluados sobre el indice de verdor (SPAD)

Segin lo descripto en el punto 5.2.1., la evolucion del indice de verdor estuvo
influida por el grado de madurez de la hoja en que se realiz6 la medicion (Fig. 12), por esta
razon el efecto de los tratamientos se analiz6 de forma separada para cada tipo de hoja
(Tabla 8). Por otro lado, se evidencié un efecto significativo de la fecha de medicién sobre
esta variable, en ambos tipos de hojas (Tabla 8). Por lo tanto, a los fines de simplificar el
andlisis del efecto de los factores estudiados (nitrégeno, giberelina, y rayado) sobre el indice
SPAD, los resultados de la evolucion en el tiempo de las medias de los factores principales

se detallan en el Anexo 6.

Tabla 8. Efectos del nivel de nitrégeno, la aplicacién de giberelina a la caida de pétalos y el
rayado de ramas, sobre el indice SPAD, y valor ‘p’ del ANAVA, en hojas maduras y
jovenes de ‘Navelate’.

indice SPAD
Factor Nivel Hojas maduras Hojas jovenes
Nitrégeno N1 75,45 £5,81 62,69 +5,54
N2 75,22 597 61,37 5,57
AG, 0 ppm 75,78 a 62,05 +£5,65
50 ppm 74,89 b 62,01 +£5,68
Rayado Sin rayado 75,85 £5,66 62,85 5,70
Conrayado 74,82 +£9,61 61,21 5,53
Valor ‘p’
Nitrégeno 0,5694 0,0002
AG; 0,0258 0,8873
Rayado 0,0122 <0,0001
Fecha <0,0001 <0,0001
Fecha x Nitrégeno 0,2333 <0,0001
Fecha x AG3 0,0422 0,0003
Fecha x Rayado 0,0576 0,0316
Nitrogeno x AG3 0,9511 0,6908
Nitrogeno x Rayado 0,0062 0,0798
AG;3; x Rayado 0,1068 0,0173
Nitrogeno x AGsz x Rayado 0,0681 <0,0001

Letras distintas indican diferencias significativas entre medias de cada columna y niveles de cada
factor, ns: sin diferencias significativas, test LSD, p<0.05.
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La aplicaciéon de AGs; afect6 el indice de verdor en las hojas maduras, las cuales
disminuyeron el valor medio de indice SPAD con la aplicaciéon de 50 ppm de AG; (Tabla 8).
La interaccion entre la fecha y la aplicacion de AG3; se debe a que s6lo se observaron
diferencias significativas en los registros obtenidos a los 7 dias posteriores a la aplicacion de
este tratamiento, a favor de las plantas control para ambos tipos de hojas (Anexo 6).

En las hojas maduras, el efecto del nivel de nitrégeno fue dependiente del rayado
aplicado a las plantas, por lo cual la interaccion entre estos factores resultd significativa
(Tabla 8). Este resultado se debe a que cuando las plantas tuvieron el aporte de la menor
dosis de N (N1) y sin aplicacién de rayado presentaron mayores valores de indice SPAD en

comparacion a las medias de las demds combinaciones entre estos factores (Tabla 9).

Tabla 9: Interaccion de los factores nivel de nitrégeno en la fertilizacién inicial y aplicacion
de rayado de ramas, sobre el Indice SPAD, de las hojas maduras del cv. Navelate.

hojas maduras Indice SPAD
Nivel de N N1 N2
-R 76,52 a 75,18 b

Aplicacion de rayado
+R  7439Db 75,27 b

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta. —R sin rayado y +R con
rayado de ramas a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos: 15/10. Medias con una letra comin
no son significativamente diferentes, segtin test LSD, p<0,05.

En las hojas jovenes, se observo interaccion entre los tres factores evaluados (Tabla
8). El valor SPAD fue superior cuando se combind la menor dosis de nitrogeno y sin las
aplicaciones de AG; y de rayado de ramas, en comparacion a las medias de las demds

combinaciones de estos factores (Tabla 10).
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Tabla 10: Indice SPAD en funcién de la interaccién de los factores: la dosis de nitrégeno en
la fertilizacion inicial, aplicacion de giberelina (AG3) a la caida de pétalos y rayado de ramas
a los 15 dias posteriores, en las hojas jovenes del cv. Navelate.

Indice SPAD

hojas jovenes  Nivel de N N1 N2
Dosisde AGs Oppm 50ppm Oppm 50 ppm
Aplicacion de -R 65,15a 6247b 61,43¢c 62,35b
rayado +R 60,42c 62,73b 61,25¢ 60,51 ¢

Fertilizacion nitrogenada: 11/09 N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta. Aplicacién de 50 ppm de
AGgs; a la caida de pétalos: 01/10. —R sin rayado y +R con rayado de ramas a los 15 dias posteriores a
la caida de pétalos: 15/10. Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes, segiin
test DGC, p<0,05.

5.2.2. Efecto de los factores evaluados sobre el contenido de nitrégeno foliar (% MS)

El contenido de nitrégeno foliar (%MS) estuvo influido por el tipo de hoja
(p<0,0001), siendo los valores medios superiores en las hojas jévenes en comparacion a las
maduras (2,51 vs. 2,27 %, respectivamente), y por ello esta variable se analizé de forma
particionada segtin el estado de madurez de las hojas (Tabla 11). Ademads, los niveles
foliares de nitrégeno (%MS) de ambos tipos de hojas fueron significativamente afectados
segin la fecha de andlisis (Tabla 11). Por lo tanto, a los fines de simplificar el andlisis del
efecto de los factores estudiados (nitrogeno, giberelina, y rayado) sobre esta variable, los
resultados de la evolucion en el tiempo de las medias de los factores principales se detallan

en el Anexo 7.
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Tabla 11: Efectos del nivel inicial de nitrégeno, la aplicacion de giberelina a la caida de
pétalos y el rayado de ramas, sobre el contenido de nitrogeno foliar (%MS) del cv. Navelate,
y valor ‘p’ del ANAVA.

Contenido de Nitréogeno (% MS)

Factor Nivel Hojas maduras Hojas jovenes
Nitré N1 2,28 ns 2,48 +0,32
itrogen
08Eno N2 2,25 2552 +0,39
2 +0,1 2 +
AG; 0 ppm ,33 0,17 ,56 0,36

50 ppm 220 +0,17 245 034

Sin rayado 2,25 0,20 2,50 0,31

Rayado Con rayado 228 +0,16 2,51 0,39
Valor ‘p’
Nitr6geno 0,2010 0,4145
AG; <0,0001 0,0044
Rayado 0,2039 0,6792
Fecha <0,0001 <0,0001
Fecha x Nitrogeno 0,0123 0,0483
Fecha x AG3 <0,0001 0,0191
Fecha x Rayado 0,0001 0,0204
Nitrogeno x AG3 0,1915 0,3758
Nitr6geno x Rayado 0,1347 0,8810
AGs; x Rayado 0,0004 0,0002
Nitr6geno x AG3 x Rayado 00,5945 0,0174

Fertilizacién nitrogenada: 11/09 N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacion de AGs: 01/10
y rayado de ramas: 15/10. ns: sin diferencias significativas entre medias, test LSD, p< 0,05.

En las hojas maduras, el efecto de la aplicacion de AG3 a la caida de pétalos sobre el
contenido de nitrogeno foliar (%MS) fue dependiente del rayado a los 15 dias posteriores
(Tabla 11) debido a que las plantas controles (sin AG3 y sin rayado) presentaron los mayores
valores de nitr6geno foliar, mientras que los menores niveles correspondieron al tratamiento
50 ppm de AG; y sin rayado. En los casos combinados con aplicacion del rayado se

observaron valores intermedios (Tabla 12).
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Tabla 12: Efecto de la interaccion de la aplicacién de giberelina (AG3) a la caida de pétalos
y el rayado de ramas sobre el contenido de nitrégeno foliar (%MS) de las hojas maduras de
‘Navelate’.

hojas maduras Nitrégeno foliar (% MS)
Dosis de AG3 0 ppm AG3 50 ppm AG3
-R 2,36 a 2,15¢

Aplicacién de rayado
+R 2,30 b 2,26 b

Aplicacion de 50 ppm de AGs; a la caida de pétalos: 01/10. —R: sin rayado; +R: con rayado de ramas
a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos: 15/10. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes, segin test DGC, p< 0,05.

En las hojas jovenes, fue significativa la interaccion entre los tres factores evaluados
(Tabla 11) sobre el contenido de nitrégeno foliar, el cual fue superior cuando se combiné la
mayor dosis de fertilizacion inicial (N2), sin las aplicaciones de AGj, y sin rayado de ramas.
Por otro lado, cuando las plantas contaron con el nivel N2, con la aplicacién de AGs3, y sin

rayado presentaron los menores contenidos de N foliar (Tabla 13).

Tabla 13: Contenido de nitrégeno foliar (%MS) en funcién de la interaccion de los factores:
dosis de nitrégeno en la fertilizacion inicial, aplicacién de gibrelina (AGs) a la caida de
pétalos y rayado de ramas a los 15 dias posteriores, en las hojas jovenes del cv. Navelate.

Nitrégeno foliar (%MS)

hojas jovenes  Nivel de N N1 N2
Dosisde AGs Oppm 50ppm Oppm 50 ppm
Aplicacion de -R 255b 242b 2770a 233c
rayado +R 250b 2,49b 248b 2,58b

Fertilizacion nitrogenada: 11/09 N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta. Aplicacién de 50 ppm de
AG; a la caida de pétalos: 01/10. —R: sin rayado; +R: con rayado de ramas a los 15 dias posteriores a
la caida de pétalos: 15/10. Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes, segin
test DGC, p<0,05.
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5.2.3. Evolucion de los parametros de fluorescencia de la clorofila, en hojas maduras y

hojas jovenes del cv. Navelate

En general, las hojas maduras expresaron un valor medio de rendimiento cudntico del
FSII (®FSII) significativamente superior (p<0,0001) al de las hojas jovenes (0,67 vs. 0,63,
respectivamente). Analizando la evolucion de este indicador en el tiempo se observo que
estas diferencias fueron significativas (p<0,0001) en las dos primeras semanas de octubre
(01/10 y 14/10) y en la fecha del 11/11 (p=0,0295). Posteriormente, no se encontraron
diferencias en el rendimiento cuantico entre ambos tipos de hojas (Fig. 13 a). El rendimiento
cudntico del FSII de las hojas de la brotacién de primavera fue aumentando de una manera
lineal desde el inicio de la estacion de crecimiento, logrando su valor mdximo a fines de
octubre, y luego se redujo levemente a principios del mes de noviembre (11/11), para
estabilizarse hacia fines del mismo mes. Las hojas maduras mostraron valores relativamente
mds estables en el periodo considerado, aunque se observo un leve aumento sostenido en el
tiempo con un maximo durante fines de octubre (Fig. 13 a).

En cuanto a la evolucién de la eficiencia maxima del FSII, las hojas maduras
tuvieron valores promedios de Fv/Fm significativamente superiores (p<0,0001) en relacion a
las hojas de la brotacién nueva (0,81 vs. 0,79). Estas diferencias fueron obtenidas
principalmente en la primera fecha de medicion (Fig. 13 b). En las demas fechas no se
encontraron diferencias significativas, e incluso en la ultima semana de octubre los

resultados fueron contrarios a los observados previamente (Fig. 13 b).
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Figura 13. Evolucién de los parametros de fluorescencia de la clorofila: (a) rendimiento cudntico del
FSII, (b) eficiencia mdxima del FSII (Fv/Fm), de las hojas de la nueva brotacién y las hojas maduras
del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estandar y los asteriscos simples o dobles (*;
*%) expresan diferencias significativas (p< 0,05 y <0,01, respectivamente) entre medias, test LSD.
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5.2.3.1. Efectos de los factores evaluados sobre los parametros de fluorescencia de la

clorofila

En cuanto al efecto de los factores analizados (dosis de nitrégeno en la fertilizacién
inicial, aplicacién de giberelina a caida de pétalos y el rayado de ramas) sobre los
parametros correspondientes a la fluorescencia de la clorofila (®gsy y Fv/Fm), se presentan
los resultados obtenidos de los distintos tipos hojas de manera particionada (Tabla 14)
debido a la influencia del grado de desarrollo sobre estos pardmetros, como fue explicado
anteriormente (Fig. 13). Ademas, los pardmetros de fluorescencia de la clorofila, de ambos

tipos de hojas, fueron significativamente afectados segin la fecha de andlisis (Tabla 14).

En las hojas maduras, una interaccion significativa entre la dosis de nitrégeno de la
fertilizacién inicial y la fecha de medicién fue encontrada sobre el rendimiento cudntico del
FSII (Tabla 14), a favor de las plantas con la dosis N2 el 01/10 y el 18/12 (Fig. 14 a).

En las hojas jovenes, el efecto de la aplicaciéon de 50 ppm AGs; tuvo una interaccidon
significativa con la fecha de observacion sobre la eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm),
(Tabla 14), debido a que a los 14 dias de la realizacion del tratamiento hormonal se registrd

una disminucién de este parametro (Fig. 14 b).
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Tabla 14. Efectos del nivel de nitrégeno de la fertilizacion inicial, aplicacion de giberelina a
la caida de pétalos y el rayado de ramas, sobre el rendimiento cuantico (@) del fotosistema II
(FSII), la eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm), y valor ‘p’ del ANAVA, de las hojas
maduras y jovenes del cv. Navelate.

Hojas maduras Hojas jovenes

Factor Nivel (I)FSII Fv/Fm (I)FSII Fv/Fm
e N1 0,66 ns 0,81 £0,07 0,62 £ 0,14 0,80 ns

Nitrogeno N2 0,67 0,81£0,07 063013 0,80
AG; 0 ppm 0,67 ns 0,81 £0,07 0,62 £0,14 0,80 ns

50 ppm 0,67 0,81 +0,07 0,63 +0,13 0,80
-R 0,66 ns 0,82 £ 0,06 0,61 £0,14 0,80 ns

Rayado +R 0,67 0,81 £0,07 0,6320,12 0,80

Valor ‘p’

Nitr6geno (N) 0,2024 0,4460 0,0918 0,2990
AGs; 0,9885 0,3860 0,1232 0,5957
Rayado (R) 0,2854 0,0236 0,0097 0,4047
Fecha <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
N x fecha 0,0112 0,3020 0,2406 0,7893
AG; x fecha 0,9441 0,2209 0,4163 0,0166
R x fecha 0,1156 0,9342 0,3488 0,4794
N x AG3; 0,7165 0,0435 0,0615 0,2520
N xR 0,0602 0,9562 0,0292 0,3041
AG; xR 0,9137 0,1600 0,6700 0,7715
N x AG3x R 0,0645 0,0209 0,0003 0,2008

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta. Aplicacién de 50 ppm de
AGs; a la caida de pétalos: 01/10. —R sin rayado y +R con rayado de ramas a los 15 dias posteriores a
la caida de pétalos: 15/10. ns: sin diferencias significativas entre medias, test LSD, p< 0,05.
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Figura 14. Efecto de la dosis de nitrégeno de la fertilizacién inicial sobre la evolucién de: (a) el
rendimiento cudntico del fotosistema II (FSII), en hojas desarrolladas, y (b) efecto de la aplicacion de
aplicacion de giberelina sobre la eficiencia mdxima del FSII (Fv/Fm), de las hojas jovenes de la
nueva brotacioén, del cv. Navelate. Las lineas verticales representan el error estandar y el asterisco (*)
indica diferencias significativas entre medias, test LSD, p< 0,05y <0,01. N1: 800g y N2: 1300g de
urea por planta, aplicacién: 11/09. 50 ppm de AGs; a la caida de pétalos: 01/10.

En las hojas maduras se observé una interaccion significativa entre los efectos de los
tres factores evaluados sobre la eficiencia maxima del fotosistema II (Fv/Fm) (Tabla 14).
Cuando a las plantas del naranjo ‘Navelate’ se las fertilizo al inicio de la brotacion
primaveral con la dosis de nivel N1 y no se les aplic6 AGs, las hojas maduras disminuyeron
su relacion Fv/Fm, cuando fueron tratadas con el rayado de ramas. Por otro lado, con la
dosis correspondiente a N2, a la caida de pétalos se les aplico 50 ppm de AG;3 y luego
tuvieron la aplicacidon de rayado, presentaron un menor nivel de Fv/Fm de las hojas maduras

en comparacion a las demds combinaciones entre estos tratamientos (Tabla 15).
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Tabla 15: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrogeno en la fertilizacion inicial, la
aplicacion de giberelina (AGs) a la caida de pétalos y la aplicacion de rayado a los 15 dias
posteriores, sobre la eficiencia maxima del fotosistema I1 (Fv/Fm) de las hojas maduras, de
‘Navelate’.

Hojas maduras Fv/Fm
Nivel de N N1 N2
Aplicacién de rayado -R +R -R +R

Oppm AG; 0,81 a 0,79 b 0,82 a 0,81 a
50 ppm AGs 0,81 a 0,82 a 0,82 a 0,80 b

Dosis de AGs3

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicaciéon de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes, segin test de DGC, p< 0,05.

En las hojas jovenes, todos los factores aplicados resultaron en una interaccion
significativa sobre el rendimiento cuantico del FSII (®Dggy) (Tabla 14). Cuando a las plantas
del naranjo ‘Navelate’ se las fertilizo al inicio de la brotacion primaveral con la dosis
correspondiente a N1 y no tuvieron aplicacion de AGs, disminuyeron el rendimiento
cudntico del fotosistema II de las hojas jovenes ante la aplicacién de rayado. Sin embargo,
cuando tuvieron la aplicacién de AGs, se observé el efecto contrario al aplicar el rayado
(Tabla 16). Por otro lado, cuando a las plantas se les suministré la dosis N2, y a la caida de
pétalos no se les aplicé 50 ppm de AGs; y sin la aplicacion de rayado, presentaron un menor
nivel de ®ggyy de las hojas jovenes en comparacion a las demds combinaciones entre estos

tratamientos (Tabla 16).
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Tabla 16: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacion de dcido giberélico (AGs3) a la caida de pétalos y la aplicacion de rayado
(R) a los 15 dias posteriores, sobre el rendimiento cudntico del fotosistema II (@gsy) de las
hojas jovenes, de ‘Navelate’.

Hojas jovenes Drsit
Nivel de N N1 N2
Aplicacién de rayado -R +R -R +R
Oppm AG; 0,64 a 0,61 b 0,5 b 0,65 a
50 ppm AGs 0,60 b 0,64 a 0,64 a 0,65 a

Dosis de AGs3

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicaciéon de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes, segun test de DGC, p< 0,05.

5.2.4. Evolucion de las variables del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético

en las hojas maduras y hojas de la brotacion de primavera del cv. Navelate

En general, las hojas jovenes resultaron en mayores valores de asimilacion neta del
CO, (ACO,, pmol.m'z.s'l) en comparacion a las hojas maduras (p<0,0001), siendo esta
diferencia superior al 40% (8,31 pmol.m™.s™ vs. 5,89 pmol.m™.s™). Las diferencias fueron
observadas en todas las fechas a excepcion de la primera (Fig. 15 a). En promedio, ambos
tipos de hojas expresaron los mayores niveles de ACO; (p<0,0001) a mediados de
noviembre (Fig. 15 a).

Ademds, las hojas jovenes presentaron una conductancia estomdtica (Gs) media
superior (p<0,0001) a la de las hojas maduras (135,89 mmol.m?.s” vs. 95,78 mmol.m'z.s'l).
Esta diferencia se mantuvo en todas las fechas de medicion, a excepcion de la primera (Fig.
15 b).

En Ila relacién CO, interno/CO, del aire (Ci/Ca) fueron observadas diferencias
significativas (p<0,0001) entre las fechas de evaluacion. Los mayores valores se alcanzaron
entre fines de octubre y mediados de noviembre (Fig. 15 c). Las hojas jovenes tuvieron

valores superiores en su relacion Ci/Ca en comparacion a las hojas viejas en la primera fecha
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de medicién (02/10), mientras que en la dltima fecha (27/11) ocurrié lo contrario. Ambos
tipos de hojas no se diferenciaron en las fechas intermedias (Fig. 15 c).

La tasa de transpiracién (E: mol.m™.s™) de las hojas fue incrementindose durante la
estacion de crecimiento. En cuanto a la comparacion entre tipos de hojas, en promedio la
tasa de transpiracion fue superior (p<0,0001) en las hojas jévenes (0,0032 vs. 0,0025 mol.m
2.s'1) en todas las fechas evaluadas (Fig. 15 d).

La eficiencia del uso del agua (EUA, pmol CO,/mol H,O) mostré oscilaciones
marcadas durante la estacion de crecimiento. Al inicio del desarrollo de la brotacion las
hojas maduras mostraron una eficiencia en el uso del agua superior (p<0,0001), aunque a
partir de fines de octubre las hojas jovenes fueron las mds eficientes (p<0,0001) (Fig. 15 e).

El déficit de presion de vapor (DPV, mb) de las hojas de ‘Navelate’ presentd un
valor superior (p<0,0001) en la fecha de medicion del 28/10 en comparacién a las demads
fechas (Fig. 15 f). Las hojas maduras mostraron un DPV superior (p<0,0001) en
comparacion a las hojas de la brotaciéon nueva (28,50 vs. 26,43 mb), y este comportamiento

fue observado en todas las fechas de medicion a excepcion de la primera (Fig. 15 f).
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Figura 15. Evolucién de: (a) asimilacién neta del CO, (ACO,, umol.m™”.s™), (b) conductancia
estomdtica (Gs, mmol.m”.s™), (c) relacién CO, interno/CO, del aire (Ci/Ca), (d) tasa de
transpiracién (E: mol.m'z.s'l), (e) eficiencia del uso del agua (EUA, pmol CO,/mol H,0) y (f)
déficit de presion de vapor (DPV, mb), de hojas maduras y hojas de la brotacién de primavera de
‘Navelate’. Las lineas verticales indican el error estindar y los asteriscos (*; **) indican
diferencias significativas entre medias (p< 0,05 y p<0,01, respectivamente) entre medias segtn el
test LSD.
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5.2.4.1. Efectos de los factores evaluados sobre las variables del intercambio gaseoso

del metabolismo fotosintético

Segtin lo descripto en el punto 5.2.4, la evolucion de los pardmetros del metabolismo
fotosintético estuvieron influenciados por el grado de madurez de la hoja en que se realiz6 la
medicion (Fig. 15), por esta razén el efecto de los tratamientos se analizé de forma separada
para cada tipo de hoja (Tablas 17 y 18). Por otro lado, se evidenci6 un efecto significativo de
la fecha de medicion sobre esta variable, en ambos tipos de hojas (Tablas 17 y 18). Por lo
tanto, a los fines de simplificar el andlisis del efecto de los factores estudiados (nitrégeno,
giberelina, y rayado) sobre las variables del metabolismo fotosintético, los resultados de la
evolucion en el tiempo de las medias de los factores principales se detallan en los Anexos 8,
9,10y 11.

Los factores aplicados resultaron en interacciones significativas sobre los pardmetros

del metabolismo fotosintético de ambos tipos de hojas (Tablas 17 y 18).
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Tabla 17. Efectos del nivel de nitrogeno de la fertilizacion inicial (N), la aplicaciéon de
giberelina a la caida de pétalos (AGs) y el rayado de ramas, sobre la asimilacién neta del
CO, (ACO», pmol.m'z.s‘l), la conductancia estomatica (Gs, mmol.m'z.s'l), la relacién CO,
interno/CO; del aire (Ci/Ca), la tasa de transpiracion (E: mmol.m?.s™), la eficiencia del uso
del agua (EUA, umol CO»/mol H>O) y el déficit de presion de vapor (DPV, mb), en hojas
maduras del cv. Navelate y valor ‘p’ del ANAVA.

Factor Nivel ACO; Gs Ci/Ca E EUA DPV
N1 552202 9132434 054+002 24ns 2479.4+108 28.91 %06
N N2  645+03 10237+38 051+001 25 26883 £98 27,87 +0.,6
AG, 0PPm 617202 10080436 0494002 254008 265804111 2823407
50 ppm 579403 9289+3.6 0,55+001 2,4+0,07 2509,6+95 28,5506
R 631+03 97.45+38 051+ 0,01 2.4+0,08 2771,8 %110 27.89 % 0,6
Rayado 566+02 9624+34 053002 25+007 23959+94 2889 +0.6
Valor ‘p’
N 0,0008 0,009 00531 0,555 00231 0,0028
AG; 01682  0,0627 0,0003  0,1603  0,1057 03725
R 0,0195  0,7745 04257 04878  0,0001 0,0041
Fecha <0,0000  <0.0001  <0,0001  <0.,0001  <0,0001  <0.0001
N x fecha 0,0043 00744  <0,0001 04205  0,0059 <0,0001
AG; x fecha <0,0001  0,0911 0,0007 03198  0,0004 0,0201
R x fecha 02272 0,0684 0,9907 00141  0,7009 0,2019
N x AG; 0,0434  0,1471 0,1344 09803 0,000 <0,0001
N xR 09362 07129 0,0002 05847 00756 <0,0001
AG; xR 05223 0,0275 03955  0,0095  0,0456 0,7743
N x AG;x R <0,0001  0,0018  <0,0001 03778  <0,0001  <0,0001

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién de AG;: 01/10
y rayado de ramas: 15/10. ns: sin diferencias significativas entre medias, test LSD, p<0,05.

70



Tabla 18. Efectos del nivel de nitrégeno en la fertilizacion inicial (N), la aplicaciéon de
giberelina a la caida de pétalos (AGs) y el rayado de ramas, sobre la asimilacion neta del
CO;, (ACO,, pmol.m'z.s‘l), la conductancia estomatica (Gs, mmol.m'z.s'l), la relaciéon CO,
interno/CO; del aire (Ci/Ca), la tasa de transpiracion (E: mmol.m‘z.s‘l), la eficiencia del uso
del agua (EUA, pmol CO»/mol H,0) y el déficit de presion de vapor (DPV, mb), en hojas
jovenes de la brotacion de primavera de ‘Navelate’ y valor ‘p’ del ANAVA.

Factor Nivel ACO; Gs Ci/Ca E EUA DPV

N1 852+0,3 146,51+6,1 0,53+0,02 33a 2671,9+91 263706

N N2  820£03 130.63+47 0502002 3.0b 27674+86 263706

AG, UPPm 86904 14918360 050002 33ms 2718099 2601%07

50 ppm 8.09+03 12796+48 053+001 3,1 2721380 26,63+0,5

R 873203 14318ns 0524002 32 ns 28649499 25.80+05

Rayado p  So4203 13397 0514002 32 25743476 26.85+06

Valor ‘p’

N 0,1904 0.0096 00173  0,0038  0,2400 0.7959
AG; 0,0383 0,0006 0.1093 01301 09682 0.0922
R 0,0180 0.1318 0.6617 03743 0,0004 0.0042
Fecha <0000 <0,0001  <0,0001  <0.0001  <0.0001 <0,0001
N x fecha 0,0006 0.0072 00001 00317 0,000l 0.0001
AG; x fecha 0,0006 0.0076 0.0146 01539  0,0656 0.0037
R x fecha <0.0001  <0,0001 0.0088  <0.0001 00040 <0,0001
N x AG; 0,0077 0,0402 00117 04486  <0.0001 <0,0001
N xR 0,0057 0.0543 <0.0001 00505  0,0286 <0,0001
AGs xR 0.0064 0.7566 04873 07220  0,0002 0.0127
N x AG; x R <0,0001  0,0703 <0,0001 0,539  <0,0001 <0,0001

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién de AGs: 01/10
y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias de niveles
de cada factor, ns: sin diferencias significativas entre medias, test LSD, p< 0,05.

A continuacién se describen los efectos de las interacciones entre los tres factores
aplicados sobre la asimilacion neta del CO, (ACO,) y el déficit de presion de vapor (DPV),
mientras que las interacciones correspondientes a las demds variables del metabolismo

fotosintético se presentan en el Anexo 12.
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Con respecto a la variable ACO,, los mayores valores para las hojas maduras se
observaron cuando las plantas se fertilizaron con el nivel N1 sin aplicacién de AGj; ni
rayado; mientras que cuando se sometieron a las dosis N2 los mayores niveles de ACO, se
observaron combinados con 50 ppm, o bien con Rayado de ramas, en comparacién a los
demads tratamientos (Tabla 19). Por otro lado, en las hojas jovenes los valores promedios de
este parametro fotosintético fueron mas elevados con el nivel de fertilizaciéon N1, en la

situacién control (Tabla 19).

Tabla 19: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacién de giberelina (AG3) a la caida de pétalos y de rayado de ramas a los 15
dias posteriores (R), sobre la asimilacién neta del CO, (ACO,, pmol.m'z.s']) de las hojas
maduras y de las hojas jovenes, del cv. ‘Navelate’.

Asimilacion neta del CO, (ACO,, pmol.m'z.s'l)

Hojas maduras Hojas jovenes

Nivel de N N1 N2 N1 N2
Rayado -R +R -R +R -R +R -R +R

OppmAG; | 6,85 a 481 b 519 b 6,775 a | 11,12a 7,24b 692b 849D
S0ppm AGs 481 b 529 b 7,60 a 547 b 7,49b 826b 855b 8,02b

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacion nitrogenada:
11/09, aplicaciéon de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comtin no son
significativamente diferentes (particionado por tipo de hoja), segtn test de DGC, p< 0,05.

Con respecto al Déficit de presion de vapor (DPV) de las hojas maduras, resultd que
los valores medios de los tratamientos con el nivel N1 de fertilizacion y 50 ppm de AGs;,
independientemente del Rayado, tuvieron los menores valores; mientras que cuando las
plantas tuvieron el nivel N2 de fertilizacion los menores DPV correspondieron a las
combinaciones N2 y AGsz o bien N2 y Rayado (Tabla 20). En las hojas jovenes se
observaron los menores valores de DPV con las combinaciones N1 control, N1 con AG3; y

con Rayado, N2 y AG3 y en la combinaciéon N2 con Rayado (Tabla 20).
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Tabla 20: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacion de giberelina (AG3) a la caida de pétalos y de rayado a los 15 dias
posteriores (R), sobre el Déficit de presion de vapor (DPV, mb) de las hojas maduras y de
las hojas jovenes, del cv. Navelate.

Déficit de presion de vapor (DPV, mb)
Hojas maduras Hojas jovenes
" Nivelde N | N1 N2 N1 N2
Rayado -R +R -R +R -R +R -R +R

0ppm AG; 30,98a 3098a 3098a 2640b 24,52b 28,70a 28,70a 24,52b
50 ppm AGs 26,40b 26,40b 26,40b 30,98a|28,70a 24,52b 24,52b 28,70 a

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacion nitrogenada:
11/09, aplicacién de AG;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes (particionado por tipo de hoja), segun test de DGC, p< 0,05.

5.2.5. Evolucion del contenido de carbohidratos no estructurales en hojas

maduras, hojas de la brotacion de primavera y frutos en fase I

Durante el desarrollo de la brotacion, desde el mes de octubre hasta diciembre, el
contenido de glucosa presentd una interaccion significativa (p<0,0001) entre el tipo de
organo analizado y la fecha. En promedio, las hojas de la nueva brotacion tuvieron mayores
valores medios de glucosa que las hojas maduras (+70%; 24,4 vs. 14,4 mg.g MS™). Las
diferencias entre los dos tipos de hojas fueron observadas en todas las fechas, siendo mas
amplias al inicio de las mediciones (~600%; 15/10), y luego fueron disminuyendo hasta la
ultima fecha (27/11) (Fig. 16 a). El contenido de glucosa de las hojas maduras oscil6
levemente, entre valores de 13,29 y 8,29 mg.g MS™ durante el periodo analizado. En
cambio, en las hojas j6venes varié de niveles de 60,29 mg.g” MS a 13,13 mg.g” MS (Fig.
16 a). El contenido de glucosa (mg.g MS™) en los frutos se mantuvo relativamente estable
desde el inicio de su desarrollo hasta principios de noviembre, a partir de alli tuvo un

incremento de aproximadamente cuatro veces su valor inicial (Fig. 16 a).
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En cuanto a los niveles de fructosa existié una interaccion significativa entre los
distintos 6rganos evaluados y la fecha de medicién (p<0,0001). Al inicio de las mediciones
(15/10) las hojas maduras tuvieron la mayor concentracion de este azucar, a partir de alli su
contenido fue en disminucién. Las hojas jovenes contenian el menor valor en la primera
fecha, luego alcanzaron un valor miximo el 30/10 y a partir de alli disminuyeron
nuevamente su concentracion (Fig. 16 b). En los frutos, el contenido de fructosa se fue
incrementando gradualmente durante el periodo de su desarrollo (+75 %), logrando valores
superiores a ambos tipos de hojas, durante el mes de noviembre (Fig. 16 b).

De la misma manera, el contenido de sacarosa mostrd a una interaccion significativa
entre el 6rgano en cuestion y la fecha de medicion (p<0,0001). El contenido de sacarosa fue
superior en las hojas maduras (30,0 mg.g MS™) en relacién a las hojas jévenes (16,2 mg.g
MS™) y a los frutos (6,1 mg.g MS™), y esto fue observado en todas las fechas (Fig. 16 c). El
contenido de sacarosa en las hojas maduras no varié significativamente a través del tiempo
(p=0,4567). Las hojas de la brotacién nueva presentaron valores bajos durante octubre y
luego triplicaron su valor durante su desarrollo, logrando niveles similares a las hojas
maduras recién en la dltima fecha de observacion (Fig. 16 c¢). Los niveles de sacarosa en los
frutos fueron los menores en comparacion a los demds carbohidratos, con valores casi nulos
hacia el final del periodo analizado (Fig. 16 c).

En cuanto al contenido de almidon, también se observaron interacciones entre los
diferentes 6rganos y la fecha de observaciéon (p<0,0001). En general, las mediciones
realizadas durante el mes de octubre arrojaron mayores valores que las del mes de
noviembre (p<0,0001) mostrando una tendencia decreciente durante el desarrollo de la
brotacion primaveral (Fig. 16 d). En promedio, las hojas maduras tuvieron un mayor
contenido de almidén (p<0,0001) en comparacion a las hojas jovenes y los frutos en etapa I
de desarrollo (83,37; 74,09 y 40,49 mg glucosa.g MS™, respectivamente), diferencidndose
principalmente en la primera fecha evaluada (15/10) (Fig. 16 d). Los valores medios de
almidén en los frutos fueron los mayores en comparacion con los demds carbohidratos,

variando entre 38 y 42 mg.g MS™ de glucosa durante su desarrollo inicial (Fig. 16 d).
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Figura 16. Evoluciéon del contenido de: (a) glucosa (mg.g MS™), (b) fructosa (mg.g MS™), (¢)
sacarosa (mg.g MS™) y (d) almidén (mg glucosa.g MS™), en hojas maduras, hojas jévenes y frutos
en la etapa I de desarrollo, del cv. Navelate. Las lineas verticales representan el error estindar y
letras diferentes indican diferencias significativas entre medias para cada fecha, test LSD (p< 0,05).

5.2.5.1. Efectos de los factores evaluados sobre el contenido de carbohidratos no

estructurales en hojas maduras, hojas jovenes y frutos en crecimiento

Debido a que la evolucion de los diferentes carbohidratos no estructurales fue
significativamente diferente en los 6rganos analizados (Fig. 16), se presenta el efecto de los
factores de manera independiente para cada uno de ellos, comenzando con las hojas maduras
(Tabla 21), luego las hojas jovenes de la brotacion de primavera (Tabla 22) y por ultimo en

los frutos en etapa I de desarrollo (Tabla 26).

5.2.5.1.1. Hojas maduras

Las hojas maduras del naranjo ‘Navelate’ presentaron un contenido de fructosa
superior con el nivel N1. Por el contrario, los contenidos de sacarosa y de almidén fueron

mayores con el nivel N2 (Tabla 21).
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La interaccion AGs x fecha para el caso del almidon resultd significativa ya que las

plantas con la aplicacion de AG3; disminuyeron su nivel de almidén en la fecha 12/11; sin

embargo en la ultima fecha de noviembre fue observado lo contrario (Fig. 17).

El efecto del rayado sobre los contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa fue

dependiente de la fecha de medicion, por lo que hubo interaccion significativa entre estos

factores (Tabla 21). Las plantas con rayado tuvieron a fines de octubre menores contenidos

de glucosa (Fig. 18 a) y de fructosa (Fig. 18 b), pero mayores niveles de sacarosa (Fig. 18 ¢),

en comparacién con las plantas sin rayado.

Tabla 21. Efectos del nivel de nitrégeno de la fertilizacion inicial, la aplicacion de giberelina
a la caida de pétalos y el rayado de ramas, sobre el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa
y almidén en hojas maduras del cv. Navelate y valor ‘p’ del ANAVA.

Factor Nivel Glucosa_1 Fructosg1 Sacarosz_l1 Almidéon ;
(mg.gMS") (mg.gMS) (mggMS') (mggluc.g MS")
Nitréeeno N1 10,52 ns 6,92 a 20,33 b 80,69 b
1ros N2 10,44 475 b 2323 a 86,06 a
AG; 0 ppm 11,19 ns 6,71 ns 20,92 ns 83,81 ns
50 ppm 9,77 4,96 23,23 82,94
Rayado -R 10,19 ns 6,02 ns 21,58 ns 82,67 ns
+R 10,77 5,65 21,98 84,08
Valor ‘p’
Nitr6geno (N) 0,9139 0,0233 0,0294 0,0383
AG; 0,0693 0,0654 0,1889 0,7324
Rayado (R) 0,4573 0,6898 0,7623 0,5800
Fecha 0,0001 <0,0001 0,4567 <0,0001
N x fecha 0,2082 0,6171 0,3077 0,4685
AGs; x fecha 0,7432 0,8434 0,5514 0,0038
R x fecha 0,0018 0,0118 0,0269 0,5851
N x AG3 0,9569 0,5350 0,3024 0,3629
NxR 0,3714 0,6898 0,8861 0,7080
AG; xR 0,3862 0,4003 0,3489 0,4071
N x AG3;x R 0,2042 0,2331 0,4744 0,2841

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, 50 ppm AGs; a la caida de
pétalos: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias significativas entre
medias de niveles de cada factor, test LSD, p<0,05.
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Figura 18. Efecto del rayado de ramas (aplicacién 15/10) sobre el contenido de: (a) glucosa (mg.g
MS™); (b) fructosa (mg.g MS™ y (c) sacarosa (mg.g MS™) en hojas maduras del cv. Navelate. Las
lineas verticales indican el error estandar y las medias seguidas de asterisco simple (¥) o doble (¥*)
indican diferencias significativas (p< 0,05 y <0,01, respectivamente), test LSD.
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5.2.5.1.2. Hojas jovenes

El contenido de glucosa de las hojas jovenes se incrementd en respuesta a la
aplicacion de 50 ppm de AGs, que se evidencié a los 15 dias posteriores a la realizacion del
tratamiento (Tabla 22). Para las variables fructosa y almidén hubo interacciones
significativas entre los tres factores evaluados, mientras que para el caso de la sacarosa la
interaccion fue entre el nitrégeno y el rayado de ramas (Tabla 22).

El efecto de la fecha de muestreo fue significativo en todos los carbohidratos
analizados (Tabla 22). A los fines de simplificar el andlisis, los resultados de las

interacciones entre fecha y factores principales se detallan en el Anexo 13.

Tabla 22. Efectos del nivel de nitrégeno de la fertilizacion inicial, aplicacidon de giberelina a
la caida de pétalos y rayado de ramas, sobre el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa y
almidon en hojas jovenes del cv. Navelate y valor ‘p’ del ANAVA.

Factor Nivel Glucosa_ 1 Fructosz?1 Sacarosz_l1 Almidén ;
(mg.gMS") (mggMS') (mggMS') (mggluic.gMS")

Nitrézeno N1 26,21 ns 6,27 +0,9 15,08 £ 1,6 74,90 £ 2.7

1Hros N2 28725 6,81+08  1033+1.2 73,27 £3,5

AG; 0 ppm 25,54 b 6,50 +£0,9 12,54 ns 77,17 £3,5

50 ppm 2892 a 6,58 +0,9 12,88 71,00 £ 2,6

Rayado -R 27,21 ns 7,08 £0,9 10,92 £ 1,1 73,23 £3,6

+R 27,25 6,00 £ 0,9 14,50 £ 1,7 74,94 £ 2.6

Valor ‘p’

Nitr6geno (N) 0,2259 0,5726 0,0014 0,5624
AG; 0,0472 0,9307 0,8164 0,0303
Rayado (R) 0,9810 0,2606 0,0144 0,5423
fecha <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
N x fecha 0,0490 0,8036 0,2487 0,1557
AGs; x fecha 0,0001 0,1665 0,3452 <0,0001
R x fecha 0,0525 0,3280 0,3211 0,0002
N x AG3 0,0729 0,7611 0,1070 0,9407
N xR 0,7932 0,0009 0,0144 0,2364
AG;3; xR 0,2646 0,3860 0,6426 0,0003
N x AG3x R 0,1132 0,0439 0,3543 0,0042

Fertilizacion nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, 50 ppm AGs; a la caida de
pétalos: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias significativas entre
medias de niveles de cada factor, test LSD, p<0,05.
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En el contenido foliar de fructosa, los tres factores aplicados presentaron interaccion
significativa (Tabla 23). Las plantas que recibieron el nivel N1 y rayado pero no se les
aplic6 AGs, tuvieron menores contenidos foliares de fructosa con respecto a las demds

combinaciones de tratamientos (Tabla 23).

Tabla 23: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicaciéon de giberelina (AGs3) a la caida de pétalos y de rayado a los 15 dias
posteriores (R), sobre el contenido de fructosa (mg.g'MS) de las hojas jévenes, del cv.
Navelate.

Hojas jovenes Fructosa (mg.g ' MS)
Nivel de N N1 N2
Aplicacién de rayado -R +R -R +R

Oppm AG; 9,67 a 250 b 525 a 8,58 a
50 ppm AGs 7,25 a 5,67 a 6,17 a 7,25 a

Dosis de AGs3

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicacién de AG;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes, segin test de DGC, p< 0,05.

Con respecto al contenido foliar de sacarosa, el efecto de los factores nivel de N en la
fertilizacién inicial y rayado de ramas, presentaron interaccidn significativa (Tabla 24).
Cuando a las plantas de ‘Navelate’ se les suministré la dosis N1, aumentaron su
concentracion foliar de sacarosa al aplicarle rayado de ramas (Tabla 24). Mientras que, las
plantas fertilizadas con la dosis N2, no se diferenciaron en el contenido de sacarosa, ante el

suministro del rayado (Tabla 24).
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Tabla 24: Contenido de sacarosa (mg.g'MS) de las hojas jovenes, en funcién de la
combinacion del efecto de la dosis de nitrogeno (N) en la fertilizacion inicial y la aplicacion
de rayado de ramas (R), en ‘Navelate’.

Hojas jévenes Sacarosa (mg gMS'l)
Aplicacion de rayado -R +R
N1 11,50 b 18,67 a
N2 10,33b 10,33 b

Nivel de N

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes,
segtn test de DGC, p< 0,05.

Los tres factores aplicados resultaron en una interaccidn significativa sobre el
contenido foliar de almidén (Tabla 25). Cuando se aplic6 el nivel N2, 50 ppm de AG3 y sin
rayado, presentaron menor nivel de almidén de las hojas jovenes en comparaciéon a las

demas combinaciones de los factores analizados (Tabla 25).

Tabla 25: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacion de giberelina (AGs3) a la caida de pétalos y de rayado a los 15 dias
posteriores (R), sobre el contenido de almidén (mg glucosa.g'MS) de las hojas jévenes, del
cv. Navelate.

Hojas jovenes Almidén (mg glucosa gMS™)
Nivel de N N1 N2
Aplicacion de rayado -R +R -R +R

Oppm AGs 79,83 a 7592 a 83,33 a 69,58 a
50 ppm AGs 71,58 a 72,25 a 58,17 b 82,00 a

Dosis de AG;

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacion nitrogenada:
11/09, aplicaciéon de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes, segun test de DGC, p< 0,05.
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5.2.5.1.3. Frutos en fase I

En cuanto al efecto de los factores aplicados, el rayado de ramas s6lo modificé el

contenido medio de almidén de los frutos en etapa I, disminuyendo su valor en un 10%

promedio (Tabla 26). Ademds, en las variables glucosa, sacarosa y almidén hubo

interacciones significativas entre los factores evaluados (Tabla 26).

El efecto de la fecha de muestreo fue significativo (Tabla 26). A los fines de

simplificar el andlisis, los resultados significativos de las interacciones entre fecha y factores

principales se detallan en el Anexo 13.

Tabla 26. Efectos del nivel de nitrégeno de la fertilizacidn inicial, la aplicacién de giberelina
a la caida de pétalos y el rayado de ramas, sobre el contenido de glucosa, fructosa, sacarosa
y almidon en frutos en desarrollo (etapa I), de “Navelate’, y valor ‘p’ de las interacciones.

Factor Nivel Glu_closa Fruc}osa Saca_ll'osa Almid(_’)ln
(mg.g” MS) (mg.g” MS) (mg.g MS) (mg gluc.g” MS)
. N1 37,19 ns 11,60 ns 3,96 +0,7 40,33 £ 5,1
Nitrogeno N2 35,44 12,21 32504 40,65 = 10,6
AG; 0 ppm 33,85 +3,3 11,47 ns 3,25+04 42,38 £9,69
50 ppm 38,77 £4,6 12,34 3,96 +0,6 38,60 £ 6,1
Rayado -R 37,41 +£3,9 12,23 ns 3,44 + 0,4 42,63 a
+R 35,21 £4,1 12,58 3,77 £ 0,6 38,35 b
Valor ‘p’
Nitr6geno (N) 0,4911 0,6627 0,2071 0,8162
AG; 0,0292 0,5291 0,2052 0,0062
Rayado (R) 0,3852 0,3308 0,5485 0,0021
fecha <0,0001 0,0038 <0,0001 0,1918
N x fecha 0,8088 0,3871 0,0005 0,0006
AGs; x fecha 0,0015 0,0004 0,3435 0,0104
R x fecha 0,7918 0,0667 0,2541 0,0369
N x AG3 0,8931 0,4184 0,5992 0,0364
NxR 0,8777 0,2904 0,4539 0,0638
AG;3; xR 0,0444 0,5261 0,0024 0,2731
N x AG3x R 0,9071 0,1130 0,0009 0,1134

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicaciéon de 50 ppm
AG; a la caida de pétalos: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias
significativas entre medias de niveles de cada factor, ns: no significativo, test LSD, p<0,05.
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El contenido de glucosa de los frutos en etapa I de desarrollo fue afectado por la
interaccion de los factores AGs y Rayado (Tabla 27). Cuando no se aplic6 AGs,

disminuyeron la concentracion de glucosa con la aplicacién posterior del rayado (Tabla 27).

Tabla 27: Variacién del contenido de glucosa (mg g'MS) de los frutos en etapa I de
desarrollo, en funcién de la combinacion del efecto de la dosis de giberelina (AG3) a la caida
de pétalos y la aplicacion de rayado de ramas (R), en ‘Navelate’.

Frutos en Fase [ Glucosa (mg.g'lMS)
Aplicacion de rayado -R +R
Oppm 37,54 a 30,17 b
50 ppm 37,29 a 40,25 a

Dosis de AGs

—R: sin rayado, +R: con rayado. Aplicacién de 50 ppm de AG;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10.
Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes, segin test de DGC, p< 0,05.

Los mayores niveles de sacarosa en los frutos en desarrollo se observaron con la

combinacién del nivel N1, aplicacién de AGs y rayado de ramas (Tabla 28).

Tabla 28: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacion de giberelina (AGs3) a la caida de pétalos y el de rayado de ramas a los
15 dias posteriores (R), sobre el contenido de sacarosa (mg.g'lMS) de los frutos en etapa I de
desarrollo, del cv. Navelate.

Frutos en Fase | Sacarosa (mg.g'MS)
Nivel de N NI N2
Aplicacion de rayado -R +R -R +R

Oppm AGs; 498 b 2,00c 3,00 ¢ 3,08 ¢
50 ppm AGs 2,25 ¢ 6,67a 3,58 ¢ 3,33 ¢

Dosis de AG;

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacion nitrogenada:
11/09, aplicacion de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes, segun test de DGC, p< 0,05.

82



Se observo una interaccion entre los tratamientos nivel de nitrégeno y aplicacion de
AG; que afectd el nivel de almidon de los frutos en fase I (Tabla 29), presentando los
mayores contenidos de almidén con el nivel N2, pero s6lo cuando no se le aplicé 50 ppm de

AGs; (Tabla 29).

Tabla 29: Contenido de almidén (mg glucosa.g'MS) de frutos en etapa I de desarrollo, en
funcién de la combinacién del efecto de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion inicial y
la aplicacion de giberelina (AGs3) a la caida de pétalos, en ‘Navelate’.

Frutos en Fase [ Almidén (mg glucosa.g'MS)
Nivel de N N1 N2
0 ppm AG3 40,79 b 43,96 a
Dosis de AG3
50 ppm AGs; 39,88 b 37,33 b

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol Aplicacién de 50 ppm de AG;: 01/10. Fertilizacién
nitrogenada: 11/09. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes, segin test de
DGC, p=0,05.

5.3. Evaluacion del contenido de prolina y malondialdehido, ante la
aplicacion de prdcticas culturales como la fertilizacion nitrogenada, la

aplicacion de dcido giberélico y el rayado de ramas

5.3.1. Evolucion del contenido de prolina en hojas maduras, hojas de la brotacion de

primavera y frutos en desarrollo

El contenido de prolina fue variable entre los diferentes Organos analizados
(p<0,0001) y entre las fechas evaluadas (p<0,0001). Las hojas jovenes de la brotacién
primaveral y las hojas maduras no se diferenciaron en el contenido de prolina en sus valores
medios (87,17 y 85,61 umol.g” MS, respectivamente). Sin embargo, hubo una interaccién
significativa entre el tipo de hoja y la fecha de evaluacion (»p<0,0001). En el inicio de la
brotacion (15/10), las hojas maduras presentaron un nivel de prolina significativamente

superior (+29 %) al de las hojas de la nueva brotacion (Fig. 19). Con el desarrollo de las
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hojas jovenes, el contenido de prolina fue en aumento, superando al de las hojas maduras, al
final del periodo analizado (p<0,0001) (Fig. 19). El menor contenido de prolina fue medido
en los frutos en etapa I de crecimiento, en todas las fechas analizadas, salvo en su etapa
inicial de desarrollo, momento en el cual su contenido fue similar al de las hojas nuevas

(Fig. 19).
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Figura 19. Evolucién del contenido de prolina (umol g' MS) en hojas jovenes, hojas maduras y
frutos en etapa I de crecimiento, del cv. Navelate, durante la brotacién de primavera. Las lineas
verticales indican el error estandar.

5.3.1.1. Efectos de los factores evaluados sobre el contenido de prolina en hojas

maduras, hojas de la brotacion de primavera y frutos en desarrollo

De acuerdo a lo descripto anteriormente (Fig. 19), el efecto de los tratamientos
evaluados sobre el contenido del metabolito prolina fue analizado para cada tipo de 6rgano
(hojas maduras, hojas jovenes de la brotacion de primavera y frutos en desarrollo) de manera
independiente (Tabla 30). Ademas, el contenido de prolina de los 6rganos estudiados fue
significativamente afectado segun la fecha de observacion (Fig. 19). Por lo tanto, a los fines
de simplificar el andlisis del efecto de los factores estudiados (nitrégeno, giberelina, y
rayado) sobre esta variable, los resultados significativos de la interaccion entre fecha de

medicidn y factores principales se detallan en el Anexo 14.
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Tabla 30. Resultados del ANAVA del efecto de los tratamientos nivel de nitrégeno de la
fertilizacion inicial, aplicacion de giberelina y rayado de ramas, sobre la concentracion de
prolina (umol g”' MS), durante el periodo de crecimiento exponencial de los frutos del cv.
Navelate.

Prolina (umol g MS)

Factor Hojas maduras Hojas jovenes Frutos
Nitrégeno N1 86,57 a 86,67 £ 1,4 59,02+1,5
N2 84,67 b 87,47 +1,9 61,56 £2.4
AGs 0 ppm 85,83 ns 86,82 +14 58,98 ns
50 ppm 85,39 81,55+1,9 61,60
Rayado Sin rayado 85,58 ns 85,00 £2,0 60,28 £2,0
Con rayado 85,65 83,37+ 1,3 60,30 +2,1
Valor ‘p’ del ANAVA
Nitrégeno 0,0036 0,5809 0,0993
AG; 0,1723 0,0194 0,7684
Rayado 0,0659 0,3014 0,4766
Fecha 0,0001 <0,0001 <0,0001
Nitr6geno x fecha 0,0101 0,4307 0,0038
AG; x fecha 0,1095 0,1053 0,4458
Rayado x fecha 0,5969 0,0025 0,3462
Nitrégeno x AG3 0,8977 0,9824 0,2294
Nitr6geno x Rayado 0,2340 0,3062 0,0375
AG3; x Rayado 0,7669 0,4988 0,4083
Nitrégeno x AG; x Rayado 0,6422 0,0185 0,0645

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacion de 50 ppm de
AG3;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias
de niveles de cada factor, ns: no significativo, test LSD, p< 0,05.

En las hojas maduras el contenido de prolina solo fue modificado por el efecto de N,

por el cual, el nivel N1 presenté un mayor contenido foliar medio de prolina con respecto al

N2 (Tabla 30).

En las hojas jovenes, todos los factores aplicados resultaron en una interaccion
significativa sobre el contenido de prolina (Tabla 30). Este resultado se debi6 a que las hojas

jovenes de las plantas que combinaron el nivel N2 y Rayado de ramas, pero sin aplicacion
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de AG;3;, presentaron mayores valores de prolina en comparacién a los demds tratamientos

(Tabla 31).

Tabla 31: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicaciéon de giberelina (AGs3) a la caida de pétalos y de rayado a los 15 dias
posteriores (R), sobre el contenido de prolina (umol g’ MS) de las hojas jévenes, del cv.
Navelate.

Hojas jovenes Prolina (umol g'1 MS)
Nivel de N N1 N2
Aplicacién de rayado -R +R -R +R

Oppm AG; 88,63b 87,31b 86,38b 92,83 a
50 ppm AGs 84,72b 86,80b 88,12b 82,57 b

Dosis de AG3

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicaciéon de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comiin no son
significativamente diferentes, segin test de DGC, p< 0,05.

En los frutos, se observd una interaccion significativa entre los efectos del nivel de
nitrégeno en la fertilizacidn inicial y el rayado de ramas (Tabla 30), debido a que las plantas
que tuvieron el nivel N1 y sin rayado presentaron menores contenidos de prolina en sus

frutos en relacion a las demas combinaciones entre estos factores (Tabla 32).

Tabla 32: Contenido de prolina (umol g’ MS) de los frutos en etapa I, en funcién de la
combinacion del efecto de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacion inicial y la aplicacién
de rayado de ramas (R), en ‘Navelate’.

Frutos en Fase | Prolina (umol g™ MS)
Aplicacion de rayado -R +R
N1 56,82 b 61,21a
N2 63,73 a 59,39 a

Nivel de N

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes,
segun test de DGC, p< 0,05.
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5.3.2. Evolucion del contenido de malondialdehido en hojas de la brotaciéon de

primavera y hojas maduras

El andlisis estadistico de esta variable revelé que hubo diferencias significativas entre
el grado de desarrollo de la hoja (p<0,0001), siendo superior el contenido de
malondialdehido (MDA) en las hojas maduras, en comparacién con las hojas de la brotacién
nueva (47,03 vs. 30,11 nmol MDA g™ MS). En ambos tipos de hojas, el contenido de MDA
aumento significativamente (p=0,0001) en la segunda fecha, con respecto a la primera fecha

evaluada (Fig. 20).
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Figura 20. Evolucién del contenido de malondialdehido (MDA, nmol g’ MS) en hojas maduras y
hojas de la brotacién de primavera del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estindar y
el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD (p<0,05).

5.3.2.1. Efectos de los factores evaluados sobre el contenido foliar de malondialdehido
Segtn lo descripto anteriormente (Fig. 20), el efecto de los factores evaluados sobre

el contenido de malondialdehido (MDA) fue analizado para cada tipo de hoja de manera

independiente (Tabla 33).
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Los factores evaluados (nivel de nitrégeno, aplicacion de giberelina y rayado) no

tuvieron un efecto significativo sobre la concentracion foliar de MDA de las hojas maduras

(Tabla 33).

Las hojas jovenes de la brotacién de primavera de las plantas que tuvieron la

aplicacion de 50 ppm de AG; disminuyeron el nivel de MDA con respecto a las no tratadas

(con AGs: 28,95 vs. sin AGs: 31,27 nmol MDA g'1 MS, respectivamente) (Tabla 33).

Debido a la interaccion entre este factor y la fecha, se observé que el efecto fue significativo

solamente a los 15 dias de efectuada la aplicacion (Fig. 21).

Tabla 33. Efecto de los tratamientos nivel de nitrégeno de la fertilizacién inicial, aplicacion
de giberelina a la caida de pétalos y rayado de ramas, sobre el contenido foliar de
malondialdehido (MDA, nmol.g'1 MS), durante el periodo de crecimiento inicial de los

frutos del cv. Navelate, y resultados de la significancia estadistica (valor ‘p’) del ANAVA.

Contenido foliar de MDA (nmol.g'1 MS)

Factor Nivel Hojas maduras Hojas jovenes

L N1 46,79 ns 30,44 ns
Nitrogeno N2 47,26 29,78

0 ppm 46,99 ns 31,27 a
AG3
50 ppm 47,07 28,95 b
Rayado Sin rayado 47,30 ns 30,87 ns
Con rayado 46,76 29,35
Valor ‘p’

Nitrégeno 0,8350 0,4200
AG; 0,9703 0,0066
Rayado 0,8089 0,0662
Fecha 0,0133 <0,0001
Fecha x Nitrégeno 0,2204 0,1174
Fecha x AG3 0,2286 0,0001
Fecha x Rayado 0,5826 0,1589
Nitrogeno x AG3 0,2007 0,2187
Nitrégeno x Rayado 0,2629 0,3227
AG3; x Rayado 0,7803 0,0939
Nitrogeno x AGs x Rayado  0,5710 0,2986

Fertilizacién nitrogenada: 11/09, N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién de 50 ppm de
AGs;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias
de niveles de cada factor, ns: no significativo, test LSD, p< 0,05.
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Figura 21. Efecto de la aplicacion de giberelina a la caida de pétalos sobre el contenido de
malondialdehido (MDA, nmol.g"' MS) en las hojas jévenes de la brotacién de primavera, del cv.
Navelate. Las lineas verticales indican el error estdndar y el asterisco (*) indica diferencias
significativas entre medias, test LSD p< 0,05. Aplicacion de 50 ppm de AG; el 01/10.

5.4. Relacion entre las variables que intervienen en el balance de carbono en
la planta, el estado nutricional y los indicadores de estrés con el cuajado de

frutos y la productividad

5.4.1. Relacion entre las variables cuajado de frutos, nimero de frutos y kg por planta

del cv. Navelate

Segtn los resultados arrojados por el andlisis de correlacion de Pearson, la variable
‘cuajado de frutos’, expresado en porcentaje, presenté una correlacién positiva de 0,60 y
0,62, con las variables productivas ‘N° de frutos.pl”” y con ‘Kg.pl'’. Por otro lado, las
variables de productividad, N° de frutos.pl” y Kg.pl”, tuvieron una alta correlacién positiva

(0,96), y significativa entre ellas, durante el ciclo productivo analizado (Tabla 34).
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Tabla 34. Coeficiente de correlacion de Pearson para las variables de produccion del cv
Navelate. En la diagonal principal se observan las correlaciones de cada variable con si
misma. Por debajo de la diagonal principal estdn los coeficientes de correlacion, y por
encima de la misma se encuentra el valor ‘p’.

Correlacion de Pearson: Coeficientes/Probabilidades

Cuajado final de frutos (%) N° frutos.pl’ Kg. pI”

Cuajado de frutos (%)
N° frutos.pl”
Kg.pl’

1,0000 0,0020 0,0013
0,5994 1,0000 0,0001
0,6176 0,9613 1,0000

El modelo de regresién lineal que representa la respuesta de la produccién en Kg.pl™

(‘y’) en funcién del nimero de frutos por planta (‘x’) del cv. Navelate, respondié a la

ecuacion ‘y = 0,27x’ (Fig. 22).
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Figura 22. Modelo de regresion lineal simple que representa la relacion entre la produccion (y: Kg.pl®
" y el niimero de frutos (x: frutos.pl™), correspondiente al cv. Navelate.

Por otro lado, la relacion entre el peso de los frutos y el nimero de frutos por planta

no resultd significativa (p=0,5857). El peso de los frutos promedio fue de 0,267 kg, con un

coeficiente de variacion del 10%, siendo los valores minimos y méaximos de 0,200 y 0,341

kg, respectivamente.
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5.4.2. Relacion entre la ‘tasa relativa de abscision de frutos’, y los parametros del

metabolismo fotosintético

Las variables que presentaron una correlacion estadisticamente significativa con la
tasa relativa de cuajado de frutos (TRCF: frutos caidos.drbol™.dia™) fueron: %N foliar,
Fv/Fm, ACO,, Gs, DPV, E y EUA, aunque sus coeficientes fueron débiles (<0,5). Los
mayores coeficientes de correlacion negativa fueron logrados entre TRCF y ACO, (-0,32),
mientras que el mayor valor de coeficiente de correlacion positiva se observé entre TRCF y

DPV (0,23) (Tabla 35).

Tabla 35. Coeficientes de Pearson, resultantes de la relacion entre las variables: tasa relativa
de caida de frutos (TRCF), y las del metabolismo fotosintético (Fv/Fm, ®FSII, SPAD,
ACO,, Gs, DPV, E, EUA y Ci/Ca), en ambos tipos de hojas del cv. Navelate, durante la
estacion primaveral.

Variables Coeficientes de Pearson valor ‘p’
TRCF SPAD 0,0224 0,5129
TRCF %N -0,2268 0,0024
TRCF Fv/Fm -0,0704 0,0393
TRCF OFSII -0,0637 0,0647
TRCF ACO, -0,3190 <0,0001
TRCF Gs -0,2834 <0,0001
TRCF DPV 0,2323 <0,0001
TRCF E -0,1992 <0,0001
TRCF EUA -0,1207 0,0016
TRCF Ci/Ca 0,0164 0,6704

Referencias: tasa relativa de caida de frutos (TRCF), porcentaje de nitrogeno foliar (%N MS), indice
SPAD, eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm), rendimiento cuantico del FSII (®FSII), asimilacion neta
del CO, (ACO,), conductancia estomatica (Gs), déficit de presiéon de vapor (DPV), tasa de
transpiracion (E), eficiencia del uso del agua (EUA, umol CO,/mol H,0), y relacién CO,
interno/CO, del aire (Ci/Ca).
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5.4.3. Relacion entre el contenido de nitrégeno foliar, indice de verdor (SPAD) y

fluorescencia de la clorofila (®FSII y Fv/Fm) con las variables de produccion

Los resultados arrojados por el andlisis de correlacion de Pearson, indicaron una
correlacidon negativa y débil (<0,5), entre las variables indice de verdor (SPAD), de ambos
tipos de hojas, con el cuajado (%C) de frutos (Tabla 36, Anexo 15). Estos resultados fueron
significativos en algunas de las fechas observadas, principalmente durante el mes de octubre.
Ademads, el contenido foliar de nitrégeno de las hojas maduras present6 una relacion positiva
durante el mes de noviembre con el n° de frutos.pl” y el rendimiento en kg.pl™”. En las hojas
jovenes se observaron coeficientes positivos a fines del mes de octubre entre estas variables.
Por otro lado, no se encontraron correlaciones significativas entre el indice SPAD vy las
variables productivas ‘N° de frutos y Kg por planta’ (Tabla 36, Anexo 15).

Las correlaciones significativas entre las variables de produccién y los pardmetros
correspondientes a la fluorescencia de la clorofila (dFSIT y Fv/Fm) también fueron débiles
(<0,5) y se presentan de manera separada para cada tipo de hoja y fecha evaluada (Tabla 36).

El cuajado de frutos (%C) se correlacioné de manera positiva con el rendimiento
cuantico del FSII (DFSIT) de las hojas maduras durante la primera mitad del mes de octubre,
y luego en la fecha 17/12. En el caso de las hojas jovenes, las relaciones entre ambas
variables fueron positivas en las fechas intermedias del mes de noviembre y diciembre
(Tabla 36).

Las variables ‘N° de frutos’ y ‘Kg por planta’ se correlacionaron positivamente con
el ®FSII de las hojas maduras y jévenes al inicio del mes de octubre, ademas de la fecha
24/11 en el caso de las hojas jovenes. Las correlaciones con el pardmetro Fv/Fm de las

mismas hojas, resultaron significativas en algunas de las fechas observadas (Tabla 36).
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Tabla 36. Coeficientes de Pearson significativos, resultantes de las relaciones entre las
variables: indice de verdor (SPAD), contenido de nitrégeno foliar (%N MS), fluorescencia
de la clorofila (®FSII y Fv/Fm) con las variables de produccién (% cuajado final de frutos,
Ne frutos.pl”’ y Kg.pI'), en ambos tipos de hojas del cv. Navelate, durante la estacién
primaveral.

Coeficientes de Pearson

Variables 02-oct 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov 17-dic
Hoja SPAD % C frutos -0,22  -0,17
madura N° frutos. pl'1 0,56 0,18
9N foliar 1
Kg. pI' 0,55 0,26
% C frutos 0,20 0,24 0,27
®FSII  N° frutos. pI' 0,30
Kg. pI” 0,19
Hoja SPAD % C frutos -0,29 -0,29
joven N° frutos. plI 0,43
9N foliar |
Kg. pI 0,40
% C frutos 0,22 0,40
®FSIT  N°frutos. pI' 0,44 0,29
Kg. pI'! 0,46 0,32
N° frutos. pl’’ 0,13 0,29
Fv/Fm .
Kg. pI 0,28

Indice de verdor (SPAD), rendimiento cudntico del FSII (®FSII), eficiencia maxima del FSII
(Fv/Fm), porcentaje de cuajado de frutos (%C), contenido de nitrégeno foliar (%N foliar).

Las correlaciones halladas entre los pardmetros indice de verdor (SPAD), contenido

de nitrégeno foliar y fluorescencia de la clorofila se presentan en el Anexo 16.

93



5.4.4. Relacion entre los parametros del intercambio gaseoso del metabolismo

fotosintético con las variables de produccion en ‘Navelate’

Los pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético se
correlacionaron con las variables n° de frutos y Kg por planta, pero no lo hicieron con el
porcentaje de cuajado de frutos. Las correlaciones variaron en funcién a la fecha de
medicién y el tipo de hoja. El metabolismo fotosintético que presentaron las plantas durante
la primera mitad del mes de octubre, resulté el mas importante para explicar el rendimiento.
En general, la ACO,, Gs y EUA presentaron correlaciones positivas con el rendimiento. Por
otro lado, el DPV de ambos tipos de hojas se relaciond de manera negativa con las variables
productivas (Tabla 37, Anexo 17). Los coeficientes observados en relacion al parametro ‘E’
fueron positivos a principios de octubre y a final de noviembre. Los coeficientes obtenidos
para el parametro Ci/Ca y las variables de rendimiento fueron negativos en la primera fecha
de medicidn en las hojas jovenes, pero en la siguiente fecha se observaron coeficientes

positivos en las hojas maduras (Tabla 37, Anexo 17).
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Tabla 37. Coeficientes de correlacién de Pearson, resultantes de la relacion entre los
pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético con las variables
productivas, segun la fecha y el tipo de 6rgano evaluado, en el cv. Navelate.

Coeficientes de Pearson

Variables 02-oct 14-oct  28-oct 1l-nov 24-nov
Hoja ACO; N° frutos. pl'1 0,2391 0,4624
madura  (umol.m™.s™) Kg. pI 0,4414
Gs Ne° frutos. pI"  0,3655  0,3997
(mmol.m™.s™) Kg. pI'! 0,3359  0,4045
E N° frutos. pI"  0,4281 0,3227
(mol.m™.s™) Kg. pI 0,4691 0,3215
N° frutos. pI'’ 0,2851
Ci/Ca 1
Kg. pI 0,2972
FUA N° frutos. pI’  0,2402  0,3910
Kg. pl” 0,3439
N° frutos. pI'  -0,6407 -0,4610 -0,4238 -0,2525
DPV (mb) 1
Kg. pl -0,6321 -0,4405 -0,3915
~ Hoja ACO, N° frutos. pI”  0,3603  0,2982
joven  (umolm?>s™) Kg. pl’ 0,3517 0,3140
E N° frutos. pI”  0,3730 0,4935
(mol.m™.s™) Kg. pI'! 0,4082 0,4993
Ne° frutos. pI"  -0,2437
Cca Kg. pl” 0,2659
g-p )
FUA N° frutos. plI’ 0,3981 0,3625
Kg. pl” 0,3110 0,3875
N° frutos. pI’  -0,6281 -0,4209 -0,3008
DPV (mb) 1
Kg. pI’ -0,6273  -0,4078 -0,2827

Referencias: asimilacién neta del CO, (ACQO;), conductancia estomatica (Gs), relacion CO,
interno/CO, del aire (Ci/Ca), tasa de transpiracién (E), eficiencia del uso del agua (EUA, pmol
CO/mol H,0) y déficit de presién de vapor (DPV).
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Las correlaciones entre los diferentes pardmetros resultantes del intercambio gaseoso
del metabolismo fotosintético no presentaron variaciones de importancia entre el grado de
madurez de la hoja, por ello en la Anexo 18 se presenta una sintesis promedio de las

relaciones obtenidas de todo el periodo y de ambos tipos de hojas.

Otras correlaciones entre los pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo
fotosintético, con las variables indice SPAD, el rendimiento cuantico del FSII (®FSII) y la

eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm) resultaron significativas (Anexo 19).

5.4.5. Analisis de los componentes principales entre las variables productivas, indice
SPAD, fluorescencia de la clorofila, y parametros del intercambio gaseoso del
metabolismo fotosintético

A modo de resumen e integraciéon de las relaciones entre las diferentes variables
obtenidas en ambos tipos de hojas y los pardmetros productivos, con los tratamientos
aplicados, se presenta un gréafico biplot (Fig. 23). Sobre la componente principal (CP1), que
representa un 42,8% de la variabilidad total, a la derecha se puede observar que las variables
que mas se relacionaron con la produccién, en n° de frutos y kg por planta, fueron
rendimiento cudntico del fotosistema II (FSII), eficiencia méaxima del FSII (Fv/Fm) y
asimilacién neta del CO, (A). Por el otro lado (hacia la izquierda), la variable que se
correlacioné negativamente con la produccién fue el déficit de presion de vapor (DPV).
Ademads, se puede visualizar que los tratamientos que mas se acercaron a las variables
productivas fueron el nivel de fertilizacion superior combinado con el rayado de ramas
(N2:R) y la aplicacion del nivel N2 de fertilizacién combinado con aplicacién de 50 ppm de
AGs3 (N2:AGs). Por el otro lado, el tratamientos mdas distante a los pardmetros de
rendimiento fue la menor dosis de nitrogeno combinado con la aplicacion de AG; (N1:AG3)

(Fig. 23).
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Figura 23: Grafico Biplot del andlisis de los componentes principales entre las variables productivas,
indice SPAD, fluorescencia de la clorofila, y pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo
fotosintético obtenidos de ambos tipos de hojas del cv. Navelate, resultantes de los diferentes
tratamientos aplicados. Referencias: asimilacién neta del CO, (A), conductancia estomdtica (Gs),
relacion CO; interno/CO, del aire (Ci/Ca), tasa de transpiracion (E), eficiencia del uso del agua
(EUA) y déficit de presion de vapor (DPV), Indice de verdor (SPAD), rendimiento cuéntico del FSII
(FSID), eficiencia maxima del FSII (Fv-Fm), porcentaje de cuajado de frutos (%C),

5.4.6. Relacion entre el contenido de carbohidratos no estructurales con las variables

de produccion del cv. Navelate

El contenido de carbohidratos solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) que presentaron
las hojas jovenes, en algunas fechas de la estacidon primaveral, resultaron en una correlacion
significativa y negativa con las variables N° de frutos y Kg por planta (Tabla 38, Anexo 20).
En los frutos en fase I se observo, en la primera fecha de analisis (14/10), que el contenido
de glucosa present6 una correlacion negativa con las variables de rendimiento, lo contrario

se observo con el nivel de almidon que resultd en una relacién positiva y significativa.
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Ademds, en las siguientes fechas, la glucosa y sacarosa de los frutos se correlacionaron
negativamente con los parametros de produccién (Tabla 38, Anexo 20).
En las hojas maduras no se encontraron correlaciones significativas entre el

contenido de carbohidratos y las variables de produccion.

Tabla 38. Coeficientes de correlacion de Pearson, resultantes de la relacién entre el
contenido de carbohidratos no estructurales de las hojas jovenes y frutos, con los pardmetros
de produccidn, particionados segtn el tipo de 6rgano y la fecha de observacion.

Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja N° frutos. pl'” -0,4989
Glucosa .
Joven Kg. pI -0,4885
N° frutos. pl’’ -0,5371
Fructosa [ 0.5618
Kg. pI -U,
N° frutos. pI'’ -0,4499
Sacarosa Ko o 0.4420
g.p “Y,
~ Frutos N° frutos. I’ -0,4539 04829
Glucosa .
Kg. pI -0,4917 -0,4925
N° frutos. pl’’ -0,4064
Sacarosa [ 0.3903
Kg. p ) Y,
N° frutos. pI'’ 0,4072
Almidén 1
Kg. pI 0,4266

En cuanto a las relaciones observadas entre los distintos carbohidratos no
estructurales, en todos los 6rganos analizados, los coeficientes hallados en las diferentes
fechas de analisis, se describen en los Anexos 21y 22.

Otras correlaciones entre los distintos carbohidratos no estructurales con las demas
variables fisioldgicas medidas (prolina, contenido de N foliar, indice SPAD y Fv/Fm)

resultaron significativas y se presentan en los Anexos 23 y 24.

98



5.4.7. Relacion entre los indicadores de estrés (prolina y MDA) con las variables de

produccion del cv. Navelate

El contenido de prolina de las hojas jévenes, medido en la fecha del 15 de octubre,
donde se observd la TRCF méxima, present6 una correlacion positiva y significativa con las
variables productivas ‘N° frutos y Kg por planta’ (Tabla 39). Por otro lado, no se hallaron
correlaciones significativas entre las variables productivas y los contenidos de este
metabolito en las demds fechas y 6rganos analizados, como tampoco con el contenido de

MDA.

Tabla 39. Coeficiente de correlacion de Pearson y valor ‘p’, resultantes de la relacion entre
el contenido de prolina (uM.g MS™) de las hojas jévenes, observado en la fecha 15/10
(representativa de TRCF méxima), y las variables productivas n° de frutos.pl” y Kg.pI™.

Coeficiente
Tipo de hoja Variables valor ‘p’
de Pearson
prolina N° frutos. pl'1 0,4171 0,0426
Hoja joven X
prolina Kg. pI' 0,4276 0,0371

Las correlaciones resultantes entre el contenido de prolina, MDA, indice SPAD y
contenido de N foliar (%MS), segtn el tipo de hoja se presentan en el Anexo 25. Ademads, se
describe el modelo de regresion lineal que representd la relacion entre el contenido de

prolina de las hojas jévenes con su valor SPAD en el Anexo 26.
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5.4.8. Analisis de los componentes principales entre las variables productivas, con el
contenido de carbohidratos no estructurales, porcentaje de nitrégeno foliar, e
indicadores de estrés

A modo de resumen e integracion de las relaciones entre las variables productivas,
con el contenido de carbohidratos no estructurales, %N, e indicadores de estrés, se presenta
un gréfico biplot (Fig. 24). Sobre la componente principal (CP1), que representa un 41,2%
de la variabilidad total, a la derecha se puede observar que las variables que mas se
relacionaron con la produccién, en n° de frutos y kg por planta, fueron los niveles de prolina
(Prol), almidén (Alm) y %N. Por el otro lado (hacia la izquierda), la variable que se
correlacioné negativamente con la produccién fue el contenido de glucosa (Gluc). Los
contenidos foliares de sacarosa (Sac), fructosa (Fruct) y MDA formaron un dngulo recto vy,

por lo tanto, no se evidencia una relacion con las variables de produccion (Fig. 24).
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Figura 24: Gréfico Biplot del andlisis de los componentes principales utilizando las variables
productivas, con el contenido de carbohidratos no estructurales, porcentaje de nitrégeno foliar, e
indicadores de estrés, del cv. Navelate, resultantes de los diferentes tratamientos aplicados.
Referencias: glucosa (Gluc), fructosa (Fruct), sacarosa (Sac), almidén (Alm), contenido de nitrégeno
foliar (%N), prolina (Prol), malondialdehido (MDA).
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6. DISCUSION

El proceso de abscision de las estructuras reproductivas de ‘Navelate’ se produjo
durante los meses de octubre a diciembre (90 dias aproximadamente). Este periodo
comprendié desde el estado fenolégico de caida de pétalos hasta el final de la etapa I de
crecimiento exponencial de los frutos. El patrén de abscisidn fue similar a lo observado en el
cv. Monte Parnaso, correspondiente al naranjo navel de mayor superficie implantada en la
region sur de Brasil - Rio Grande do Sul, en el cual, el 70% de las estructuras reproductivas
abscisionaron segin un modelo exponencial negativo, hasta los 50 dias posteriores al estado
de caida de pétalos (50 DPCP) (Koller er al., 2006). En ‘Navelate’, durante el periodo
analizado se presentaron dos momentos de miximas tasas de abscision, a mediados del mes
de octubre y a los 30 dias siguientes; sin embargo, fue durante el mes de octubre cuando se
registraron los mayores valores absolutos de abscision de estructuras reproductivas. En el
primer mes después de la antesis, la abscision ocurre en la regién comprendida entre el
pedinculo y la rama; luego con el crecimiento de los frutos hay un aumento progresivo de
abscision entre el disco floral y el ovario. Algunos investigadores atribuyen la caida
inmediata después de la floracion de los citricos a la presencia de deformaciones en el estilo
y en el ovario (Ribeiro et al., 2009). Otros, en cambio, adjudican esta caida precoz a los
fendmenos de competencia, y que cuanto mds intenso son, mas precoces son los estados
fenoldgicos en los que se inicia la abscision (Guardiola et al., 1984). Bermejo et al. (2016),
estudiaron de forma comparativa el proceso de cuajado de frutos entre cultivares de naranjos
con y sin semillas (‘Pineapple’ y ‘Washington’, respectivamente), y observaron que en la
primera fase de abscision de estructuras reproductivas, ocurrida en la transicion morfolégica
del ovario a fruto, la retencion de los frutos estuvo en relacion al nivel de giberelinas
alcanzado por el ovario, la cual fue superior en el cultivar que produce semillas debido al
aporte del desarrollo de un embrion que no tienen los cultivares partenocarpicos. Mientras
que en el cultivar partenocarpico, el crecimiento inicial del fruto en formacién estuvo

sostenido por el nivel hormonal presente en el pericarpio.
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En regiones subtropicales y templadas, se ha relacionado la capacidad de los citricos
para establecer los frutos durante la brotacién de primavera con la distribucién de los
diferentes tipos de brotes que se desarrollan (Agusti et al., 1982b; Rivas et al., 2010;
Micheloud et al., 2018). En particular, los brotes florales que poseen hojas mantienen un
mayor porcentaje de cuajado de frutos que los brotes de flores sin hojas (Monselise, 1985;
Rivas et al., 2010). De esta manera, los resultados finales de la fase de crecimiento
exponencial de los frutos (etapa I) en ‘Navelate’, evidenciaron un cuajado de frutos superior
en los brotes campaneros (6,92%) y mixtos (1,90%) en comparacion a los ramilletes florales
(0,43%) y flores solitarias (0,19%). De manera similar, experimentos realizados con
‘Washington’ demostraron que las flores situadas en brotes con hojas presentaron un mayor
indice de cuajado y un desarrollo inicial del ovario mds répido, lo que estarfa indicando un
efecto por los aportes de fotoasimilados en este proceso (Agusti, 2003). Ademds, las
inflorescencias con hojas tienen una mayor produccién hormonal, lo que podria explicar la
mayor disponibilidad de carbohidratos, mayor fuerza de destino y mejor conexioén vascular
con el fruto (Davies & Albrigo, 1994).

En las regiones templadas, la brotacion de primavera de los Citrus es la que
determina la produccién anual, en la que los procesos de desarrollo vegetativo y
reproductivo ocurren simultdneamente. Al inicio de la estaciéon de crecimiento, las hojas
jovenes no tienen desarrollado su aparato fotosintético de manera completa, necesitando de
un periodo de tiempo para madurar, como fue descripto en otras especies frutales como el
olivo (Maayan et al., 2008), y del aporte de carbohidratos desde otras partes de la planta
(Dovis et al., 2014). Durante el proceso de maduracién, a medida que se expanden,
incrementando el 4rea foliar y su masa seca, se puede observar el desarrollo de plastidos, la
organizacion de las granas, el aumento de la densidad de las membranas tilacoidales, la
sintesis de clorofilas y carotenoides, el desarrollo de estomas, y el aumento del contenido y
actividad de ciertas enzimas como la Rubisco (Cai et al., 2005; Mlinari¢ et al., 2016).
Ademds, el desarrollo foliar implica una alta actividad metabdlica, evidenciada por las altas
tasas respiratorias, y por lo tanto alta demanda en la sintesis de proteinas, existiendo una
correlacion positiva entre el contenido de nitrégeno de las hojas jovenes y la tasa de
expansion foliar. Luego, cuando alcanzan su tamafio mdximo comienzan a formar la pared

celular secundaria lignificada, por lo que el contenido de nitrégeno por unidad de masa seca
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es superior en las hojas jovenes en relacion a las hojas maduras (Kursar & Coley, 1991).
Esto dltimo fue observado en la comparacion del contenido foliar de nitrégeno entre las
hojas maduras y las jovenes de la brotacion de primavera del cv. Navelate (2,27 vs. 2,51%N,
respectivamente). Por otro lado, en las hojas jovenes de ‘Navelate’, los valores de indice
verde (SPAD) modelados a partir de los registros a campo evidenciaron una evolucién en
aumento durante el periodo septiembre-diciembre conforme al estado de desarrollo. Sin
embargo, las hojas maduras, mostraron valores del indice de verdor relativamente estables,
pero superiores al de las hojas jovenes.

En cuanto al estado nutricional de las plantas del cv. Navelate, correspondiente al
ciclo anterior a la realizacion del experimento, el contenido de nitrégeno (2,32% de N de la
MS foliar), se ubicé en el limite inferior del rango 6ptimo (entre bajo y éptimo) (Chapman,
1976); por lo cual era esperable una respuesta favorable a la mayor dosis de fertilizacion
nitrogenada. En el periodo primaveral las hojas maduras presentaron valores medios de
2,27% N, mientras que los valores promedios de las hojas de la nueva brotacién alcanzaron
valores de 2,51% N al finalizar la estacién de crecimiento, encontrandose en el limite entre
rango Optimo y bajo (Chapman, 1976). En cuanto al potencial productivo en funcién del
nivel nutricional foliar, trabajos previos realizados sobre naranjo navel ‘Newhall’, donde
evaluaron dosis de nitrogeno y frecuencias de fertirrigacion sobre el rendimiento y la calidad
de la fruta, observaron que las concentraciones de N foliar para maximizar el rendimiento
estuvieron por encima del 2,5% N (Kusakabe et al., 2006). A partir de un andlisis de base de
datos de Israel de 20 huertos de naranjas ‘Shamouti’ durante un periodo de 7 afios,
concluyeron que para obtener rendimientos maximos de 65 a 70 t ha™, las concentraciones
Optimas de nitrégeno foliar, analizando hojas de ramas fructiferas, fueron 1,9% a 2,3% MS.
Sin embargo, indicaron que las correlaciones encontradas entre rendimiento y las
concentraciones de nutrientes, en experimentos de campo, fueron generalmente débiles, con
valores del coeficiente de determinacién del modelo (RZ) de aproximadamente 0,25 o menos.
Este resultado es consecuencia de factores incontrolables como condiciones climaticas,
estrés bidtico y la fertilidad de los arboles, que cambian de un afio a otro y pueden dominar

las respuestas a los nutrientes (Raveh, 2013).
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Los tratamientos de fertilizacion al inicio de la brotacion con la dosis 1300 g de urea
(N2) y de 800 g de urea (N1), contrariamente a lo esperado segtin nuestra hipdtesis
propuesta, no se diferenciaron en el contenido de nitrégeno total en ambos tipos de hojas del
cv. Navelate. Ademds, las plantas correspondientes al tratamiento N2 tuvieron registros de
indice de verdor en las hojas jovenes inferiores al tratamiento N1 durante la brotacion
primaveral (Anexo 6, Fig. 5 b). Las lecturas de indices de verdor de las hojas no siempre se
traducen directamente en correlaciones con el contenido de nitrégeno. Por ello, algunos
autores (Calabretta et al., 2004) recomiendan utilizar la tecnologia SPAD en la época otofial
(marzo-abril HS), donde si se pueden encontrar correlaciones mds consistentes entre el valor
SPAD vy el contenido de nitrégeno foliar. La falta de relacion directa entre las lecturas del
medidor del indice de verdor y el contenido de nitrégeno foliar durante el desarrollo
primaveral puede deberse al patrén de asignacion del nitrégeno de la hoja entre las proteinas
solubles (de las cuales los componentes del ciclo de Calvin representan una gran proporcion)
y los complejos pigmento-proteina / centro de reaccion de los tilacoides (de los que depende
la absorcién de la luz por la clorofila), que varfan con el suministro de nitrégeno y el
ambiente de luz de la copa del arbol (Jifon et al., 2005). Cuando la correlacidon entre las
lecturas de verdor y el contenido de nitrégeno foliar no es elevada, significa que la mayoria
del nitrégeno de la hoja estd ubicada en el pool de proteina soluble en relacién al de los
complejos de centros de reacciéon de proteinas-pigmentos, ya que las estimaciones no
destructivas de clorofila solo determinan la fraccién tilacoidal del total de nitrégeno foliar
(Kursar & Coley, 1991; Jifon et al., 2005). El pool de proteinas solubles de las hojas jovenes
proviene fundamentalmente de la removilizacién de las sustancias almacenadas en las hojas
viejas (Calabretta et al., 2004), ya que en plantas siempre verdes las hojas constituyen un
reservorio de carbohidratos y nitrégeno, que apoyan el crecimiento inicial de la primavera
(Arias et al., 2005).

En diferentes cultivos se han intentado relacionar las lecturas SPAD, distintos niveles
de fertilizacion nitrogenada, y el rendimiento (Calabretta et al., 2004; De Souza et al., 2011).
En frutilla y manzano también se hallaron resultados inconsistentes entre el indice de verdor
y el contenido de nitrégeno foliar (Neilsen er al., 1995). En otro estudio realizado en
condiciones de campo sobre el naranjo ‘Newhall’ injertado sobre Poncirus trifoliata se

observo que las ramas con las mayores cargas de frutas posefan hojas jovenes de menor area
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y peso seco, y también menores concentraciones de nutrientes como nitrégeno (N), Fésforo
(P) y Potasio (K). Esta limitaciéon en el desarrollo y suministro nutricional de las hojas fue
consecuencia de la competencia entre los frutos y las hojas adyacentes en desarrollo durante
el periodo primaveral (Zhang et al., 2013). En ‘Navelate’ fueron encontradas correlaciones
negativas entre el indice de verdor y el porcentaje de cuajado de frutos, independientemente
de los tratamientos. Sin embargo, al igual que lo mencionado previamente por otros autores,
estos datos tampoco fueron consistentes, ya que el tratamiento con la mayor dosis de
fertilizacion nitrogenada resulté ser el de mayor porcentaje de cuajado y de kg de frutos por
planta, sin diferenciarse en el contenido de nitrégeno en hoja, y sin embargo, tuvo el menor
valor de indice de verdor de las hojas jévenes.

En sintesis, el indice de verdor es consecuencia de una compleja relacion de factores
que modifican la cantidad de nitrégeno fijado en estructuras fotosintéticas, como puede ser
la cantidad de nitrégeno aportada, la recirculacion de las reservas (Arias et al., 2005), la
disponibilidad de carbohidratos para fijar el nitr6geno soluble en las organelas celulares, el
crecimiento de los brotes (Kursar & Coley, 1991), la competencia de los frutos (Zhang et al.,
2013), la expansion foliar y las préacticas culturales aplicadas (Spaziani-Pereira et al., 2010),
entre otros factores. En el presente trabajo, el aumento de la dosis nitrogenada en la
fertilizacion inicial (N2) disminuy6 el indice de verdor de las hojas jovenes, posiblemente
por una mayor expansion celular, una mayor competencia con los frutos debido a un
aumento del cuajado, a una limitante de carbohidratos para fijar el nitrégeno disponible, o a

una combinacién de dichos factores.

Las hojas jévenes en desarrollo poseen menor contenido de clorofilas y de la enzima
Rubisco (Mlinari¢ et al., 2016), por lo que la luz absorbida dirigida hacia las reacciones
fotoquimicas es baja en relacion a las hojas maduras, permitiendo una adecuada
funcionalidad fotosintética, ademas de la mayor actividad de enzimas antioxidantes como
estrategia fotoprotectora. En relacion a la actividad fotoquimica, la proporcion de fotones
absorbidos no aprovechados disminuye con el desarrollo de las hojas. En este sentido, en los
resultados observados en el cv. Navelate, al inicio del periodo analizado, las hojas
desarrolladas presentaron valores superiores de rendimiento cuantico del FSII (®FSII) y de

eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm), en relacion a las hojas de la brotacion de primavera. A
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partir de mediados de octubre, ambos tipos de hojas presentaron valores similares de
eficiencia fotosintética (Fv/Fm), con niveles superiores a 0,75. Comparativamente, en los
cvs. Nova y Loretina también se ha encontrado que los parametros de fluorescencia de la
clorofila se mantuvieron relativamente constantes durante todo el periodo de desarrollo
exponencial de los frutos (etapa I) en las hojas maduras (Rivas et al., 2007), con valores en
la relacion Fv/Fm entre 0,60 y 0,70. En ‘Navelate’ estos valores se ubicaron entre 0,75 y
0,85, los cuales resultan 6ptimos para los citricos (Jifon & Syvertsen, 2003), ya que a partir
de 0,75 significa que poseen el FSII completamente funcional, y cercanos a 0,85 representa
un valor referente para plantas C; sanas y sin estrés (Mlinari¢ et al., 2016). Ademds, en
estudios realizados sobre el comportamiento de estos pardmetros en el naranjo ‘Valencia’,
comparando la época invernal con la estival, revelaron una mayor relacion Fv/Fm en la
temporada de verano, cuando hubo mayor disponibilidad de energia solar (Ribeiro et al.,
2009).

En respuesta a la aplicacion de la mayor dosis de N en fertilizacion inicial (N2) para
mejorar el cuajado de los frutos de “Navelate’, el comportamiento cuantico del fotosistema I1
(®PSII) de las hojas maduras aumentd significativamente, en concordancia con nuestra
hipotesis inicial. Adicionalmente, en ambos tipos de hojas, el ®PSII se correlaciond de
manera significativa y positiva con el cuajado de frutos, frutos.pl” y kg.pl™.

La dosis superior de nitrégeno al inicio de la brotacién primaveral resulté en un
aumento de la retencion de frutos en el momento en que fueron observadas las mayores tasas
de abscision (a mediados de octubre y noviembre), en comparaciéon a la aplicaciéon de la
menor dosis (N1). Ademads, el efecto del tratamiento N2 sobre la mayor retencidon de frutos
se expresO tanto en los brotes florales multiples con hojas (BM) como en los multiflorales
sin hojas (RF), los cuales constituyen los destinos mds competitivos. Esto se tradujo en un
mayor porcentaje final de cuajado de frutos y de produccién por planta, tal como se esperaba
segin la hipétesis planteada. Es sabido que la adecuada nutricion nitrogenada mejora el
proceso fotosintético de los citricos, ya que este elemento es componente importante de las
estructuras fotosintéticas, como la clorofila, el complejo de recoleccion de luz y la Rubisco
(Bondada & Syvertsen, 2005; Jifon et al., 2005). Ademas, la mayor carga de frutos tiene un
efecto predominante sobre la tasa fotosintética, y la mayor fertilizacion nitrogenada favorece

el crecimiento de los destinos por lo que se establece una retroalimentacion positiva que se
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discutird con mds profundidad en el parrafo siguiente. Estos factores en conjunto son
evidencias que explican la correlacion observada entre el ®PSII, ACO, y la Gs con el
rendimiento en situaciones de mayor disponibilidad de nitrégeno (Iglesias et al., 2002; Jifon
& Syvertsen, 2003). De acuerdo a los resultados obtenidos, otros autores como Mattos et al.
(2005), concluyeron que el rendimiento de los drboles citricos estd regulado principalmente
por el suplemento de nitr6geno, porque la disponibilidad de este elemento mejora la
fotosintesis, la produccidon de carbohidratos y el peso especifico de las hojas, permitiendo
incrementar los rendimientos. Si bien en la experiencia realizada en ‘Navelate’ la
fertilizacién nitrogenada se realiz6 por tUnica vez al inicio del periodo de brotacion
primaveral, se debe tener en cuenta que resultados de otras investigaciones, como en
‘Washington’, demostraron que el fraccionamiento del abonado nitrogenado puede
incrementar su cosecha, aun cuando en ambos casos (fraccionado o no fraccionado) el

contenido foliar en este elemento alcanza los mismos niveles éptimos (Agusti, 2003).

En ‘Navelate’, se observd una correlacion negativa entre el contenido foliar de
nitrégeno y la tasa relativa de caida de frutos (TRCF), y el nimero de frutos cuajados fue
mayor cuando se fertilizé con altas dosis de nitrégeno al inicio de la estaciéon primaveral. Es
sabido que el nitrégeno es fundamental para el crecimiento de los destinos ya que representa
el principal componente mineral de los frutos, y a su vez es un componente de las
estructuras fotosintéticas, como la clorofila, el complejo de recolecciéon de luz y la enzima
Rubisco (Evans & Poorter, 2001). En ‘Navelate’ el porcentaje de nitrégeno foliar se
relacioné positivamente a la ACO,, y con el nivel de sacarosa y almidén de las hojas
jovenes, como también la carga de frutos y el rendimiento. Por lo tanto, el nitrégeno tiene la
particularidad de afectar tanto la actividad fotosintética (actividad de la fuente) como el
crecimiento del arbol y el rendimiento de la fruta (actividad de los destinos) (Syvertsen et
al., 2003). En consecuencia, su disponibilidad en el periodo critico, a partir de mediados de
octubre, resulta determinante en el comportamiento agronémico del cultivo. Ademas, la
mayor actividad de la fuente y del destino se retroalimentan positivamente en situaciones de
adecuado suministro nitrogenado (Davies & Albrigo, 1994; Syvertsen et al., 2003). En
cambio, lo contrario ocurre ante limitaciones en una de ellas. Cuando se reduce la demanda

de los productos fotosintéticos por una menor actividad de los destinos, estos se acumulan
107



en la fuente reduciendo el proceso fotosintético (Iglesias et al., 2002) y en ciertas ocasiones

extremas provocando dafios en las estructuras fotosintéticas (Bondada & Syvertsen, 2005).

En lo que respecta al grado de desarrollo de las hojas del cv. Navelate, a partir del
mes de octubre las hojas jovenes presentaron valores de ACO, superiores al 40% en
comparacion con las hojas desarrolladas, lo cual puede sugerir una maduracién bastante
rapida del aparato fotosintético (Cai et al., 2005). En otras especies frutales, tales como
manzano (Malus domestica L.), aguacate (Persea americana Mill.) y el lichi (Litchi
chinensis Sonn.), también fue observado que la ACO, aumentd en relacion a la tasa de
expansion foliar, acompafiado por aumentos en la Gs y de la eficiencia de carboxilaciéon
(Hieke et al., 2002). Los valores maximos de ACO; fueron observados posteriormente a
mediados de noviembre y se registraron 12,6 y 8,5 umol.m™.s" para las hojas j6venes y las
maduras, respectivamente. Los valores minimos de este pardmetro en las hojas desarrolladas
fueron obtenidos en la tltima semana del mes de octubre (3,65 pmol.m'z.s']), lo cual estuvo
asociado a registros de temperaturas maximas cercanos a los 37°C y altos niveles de DPV
ambiental (14 mb). Este registro térmico fue mayor al nivel superior del rango de valores
optimos para el desarrollo del cultivo de los citricos, el cual estd entre 23°C y 34°C, el
maximo valor es 39°C, y el minimo de 13°C (Goldschmidt & Koch, 1996; Pimentel et al.,
2007). Esto puede indicar que la ACO, estuvo limitada por el cierre estomatico, debido a
que en ese mismo momento se registraron valores muy bajos de conductancia estomadtica
(Gs) y los mayores valores de DPV. Los valores minimos de ACO;, en las hojas jovenes
fueron observados durante las primeras mediciones a fines del mes de septiembre,
posiblemente como consecuencia del escaso grado de desarrollo del aparato fotosintético
(Cai et al., 2005). Ademads, en esta fecha inicial, las hojas jovenes tuvieron un mayor nivel
de Ci en comparacion a las hojas desarrolladas, lo que podria atribuirse a una alta tasa
respiratoria, a una limitante bioquimica en la fijaciéon del CO; por parte de la Rubisco, o por
ambos motivos, como fue descripto previamente en olivo (Maayan et al., 2008).

Los niveles de ACO; registrados en ‘Navelate’ durante el periodo primaveral, fueron
superiores a los reportados por otros autores quienes hallaron valores medios de ACO, de
4,77 y 3,0 umol m™s” en el verano y el invierno, respectivamente, en plantas de naranja

‘Valencia’ de 1 afio de edad (Ribeiro et al., 2009). Ademds, en el trabajo anteriormente
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mencionado, notaron una reduccion significativa en Gs al comparar los valores observados a
media mafnana con los obtenidos en la tarde, lo cual fue atribuido a los mayores valores de
DPV. Los cambios diurnos de ACO; y Gs sugieren que ambos procesos son dependientes; el
alto rendimiento fotosintético en la mafiana estd soportado por una gran abertura estomatica.
Esta relacion directa entre la asimilacién del CO; y la conductancia estomdtica también fue
comprobada con los resultados obtenidos en el naranjo ‘Navelate’, con una correlacion
media significativa cercana al 80% entre ambos pardmetros registrados durante toda la
estacion primaveral. A su vez, ambos pardmetros (ACO, y Gs) tuvieron una correlacion
significativa y negativa con el DPV de la cdmara subestomatica, con coeficientes promedios
de -0,50 en ambos casos. La baja conductancia estomética reduce la disponibilidad de CO,,
provocando una disminucién en la ACO;, (Ribeiro et al., 2009; Oliveira et al., 2017). El
cierre de los estomas en plantas de citricos fue observado a partir del mediodia (Jifon &
Syvertsen, 2003; Ribeiro et al., 2009), cuando el DPV y la temperatura alcanzan sus valores
mads altos. Este y otros trabajos demostraron que los altos valores de DPV son la principal
causa que promueve el cierre estomdtico en citricos durante las horas del mediodia y de la
tarde en el verano (Machado et al., 2005), y como fue observado también en otros frutales
como manzano, litchi, higuera, y olivo (Hieke et al., 2002; Maayan et al., 2008; Mlinari¢ et
al., 2016). Esto podria explicar la disminucion de los valores de ACO; y Gs con el aumento
de la temperatura del aire y del DPV en las hojas de ‘Navelate’ durante la altima semana del
mes de octubre cuando se registraron temperaturas de 36,4°C.

Por otro lado, las bajas temperaturas del aire y del suelo son otros factores que
reducen la ACO, de los citricos (Ribeiro et al., 2009; Santos et al., 2011). Las plantas
citricas tienen un umbral de temperatura de alrededor de 13°C, con una importante reduccion
del metabolismo por debajo del mismo (Davies & Albrigo, 1994). Ante estas condiciones, se
demora la regeneracion de la RuBP provocando la falta de esqueletos carbonados para el
proceso de carboxilacion (Ribeiro et al., 2009; Santos et al., 2011). Ademads, las bajas
temperaturas retardan la movilizacién de almidon desde las hojas durante la noche (Hou et
al., 2016), lo que podria ejercer un efecto inhibidor (Feed-back) sobre la fotosintesis
(Iglesias et al., 2002; Syvertsen et al., 2003) y un dafo fisico en el sistema fotosintético
(Bondada & Syvertsen, 2005). Por otro lado, las bajas temperaturas reducen la difusion

fisica de los gases en las hojas (Vu, 1999; Santos et al., 2011), y afectan la funcionalidad de
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la raiz al aumentar la resistencia hidrdulica de la planta (Norisada et al., 2005). En las
condiciones del experimento realizado sobre ‘Navelate” se registraron temperaturas minimas
inferiores a 13°C durante el mes de septiembre (24 dias), y la cantidad de dias con bajas
temperaturas disminuyeron con el avance de la estacion primaveral (8, 4 y 2 dias en octubre,
noviembre y diciembre, respectivamente). En relacion al mes de septiembre, fueron
observados los minimos valores de tasa de transpiracion (E) del periodo analizado, y valores
muy bajos de ACO, y Gs. Si bien este efecto fue observado en ambos tipos de hojas, fue
mds pronunciado en las hojas jovenes. Estas evidencias hacen suponer una limitacidon
metabdlica en la actividad fotosintética del cv. Navelate a causa de las bajas temperaturas
durante el inicio de la brotacién primaveral. Por lo tanto, la competencia inicial de los
organos en crecimiento en condiciones de clima templado presenta el agravante de esta
limitacién en la capacidad fotosintética, por lo que la removilizacién del carbono y los
minerales tendria mayor importancia en comparacién a condiciones de temperaturas
nocturnas mds elevadas, como ocurre en regiones de clima subtropical de Brasil (Ribeiro &
Machado, 2007).

En las plantas de citricos, los carbohidratos y el nitrégeno son almacenados en las
raices, tallos y hojas durante el invierno, y se movilizan en la préxima primavera para ser
utilizados durante el desarrollo de la brotacién y floracion (Goldschmidt & Koch, 1996). Sin
embargo, una vez que los carbohidratos de reserva se agotan por sustentar la demanda
energética de los 6rganos en desarrollo, el cuajado y el crecimiento de los frutos deben ser
sostenidos por la actividad fotosintética de ese momento (Syvertsen & Lloyd, 1994; Nebauer
et al., 2011). Por lo tanto, una mejora en el proceso fotosintético en esta etapa resultard en
una mayor retencion de frutos y un aumento de su crecimiento inicial, y consecuentemente
en una mejora del rendimiento del cultivo (Iglesias et al., 2003). En el naranjo ‘“Navelate’ la
mayor caida de frutos se observo a partir de mediados de octubre, y de alli la correlacion
positiva encontrada entre los parametros fotosintéticos en torno a esa fecha y el rendimiento.
En general, los parametros ACO,, Gs y EUA presentaron correlaciones positivas con las
variables nimero de frutos y rendimiento por planta. Por otro lado, el DPV medido en
ambos tipos de hojas, se relacion6 de forma negativa con las variables productivas de
‘Navelate’. Segin las correlaciones realizadas entre los factores del metabolismo

fotosintético y las variables productivas (N° de frutos y Kg.pl™), el periodo critico en la
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definicion del rendimiento del naranjo ‘Navelate’ se ubicaria durante las primeras dos
semanas del mes de octubre, correspondiente con los estados fenolégicos de finalizacion de
la caida de pétalos, cuajado inicial de frutos, cuando se observa que el ovario empieza a
crecer, hasta frutos verdes rodeados por los sépalos a modo de una corona. De acuerdo a la
escala BBCH de los citricos (Agusti et al., 1995) éstos estarian comprendidos entre los

estadios 69 al 72.

Los principales destinos de los carbohidratos de los citricos durante la primavera son
los 6rganos en crecimiento, como los frutos, los brotes vegetativos y las raices, y en menor
medida los 6rganos de almacenamiento. Por otro lado, las hojas maduras constituyen la
fuente. Con respecto a la evolucion del contenido de carbohidratos (CH) no estructurales en
los diferentes 6rganos del cv. Navelate, los resultados observados apoyaron la hipdtesis
planteada, dado que las hojas desarrolladas presentaron los mayores niveles de sacarosa y de
almidén, y los menores en CH reductores. Sin embargo, en las hojas jovenes se observaron
valores fotosintéticos netos positivos desde inicios del mes de octubre, los cuales
continuaron en aumento durante el periodo primaveral, llegando a superar a las hojas
maduras a partir de principios de octubre y durante todo el periodo primaveral. Ademas, en
las hojas jovenes fue observada la presencia de sacarosa desde el inicio del mes de octubre,
aunque en niveles bajos, por lo que se debe destacar su rol como fuente de carbono para el
crecimiento inicial de los frutos presentes en los brotes campaneros y mixtos,
fundamentalmente en el primer periodo de abscision. Luego, estas hojas en crecimiento,
mostraron contenidos similares de almidén al de las hojas desarrolladas hacia fines de
octubre, y comenzaron a aumentar su contenido de sacarosa a partir de principios de
noviembre, hasta igualar a las hojas maduras hacia finales del mismo mes. Segin
Goldschmidt & Koch (1996) durante la etapa de cuajado de frutos, entre los dias 20 al 25
después de plena floracion, las hojas jévenes pasan una transicion de ‘destino’ a ‘fuente’; si
bien el desarrollo vegetal es un proceso complejo y depende de las sumas térmicas, entre
otros factores. Otras investigaciones indicaron que la transicion de sumidero a fuente de
asimilados se logra cuando las hojas completan el 80% de su expansion foliar y que este
proceso ocurre en 60 dias aproximadamente y coincide con la antesis. Ademds, antes de ser

exportadoras, las hojas jovenes utilizan los carbohidratos para el proceso de respiraciéon y
111



crecimiento de su propia estructura, segin lo descripto para plantas de Lifchi chinensis
(Hieke et al., 2002).

El almidon puede comprender alrededor del 12% de la materia seca foliar
(Goldschmidt & Golomb, 1982), acumuldndose en los cloroplastos durante el dia y
agotandose por la noche al ser redistribuido a los érganos en crecimiento. La persistencia de
grandes cantidades de almidén en el cloroplasto debido a una baja o nula actividad de los
destinos por la falta de nitr6geno causé un gran deterioro fisico de la estructura y funcién del
cloroplasto (Bondada & Syvertsen, 2005). En naranjo ‘Hamlin’ de 2 afios de edad, se
observé que en las plantas deficientes en nitrogeno (N), el contenido de N foliar y la
concentracion de clorofila total disminuyd significativamente (-88%) debido al dafo
estructural de los cloroplastos a causa de la acumulacién de granulos de almidén (Bondada
& Syvertsen, 2005). Aunque este es el proceso mds comun, también puede ocurrir lo
contrario. En plantas de naranjo ‘Newhall’ se observd que una alta carga de frutos (2
frutos/brote) se correspondié a la menor tasa de fotosintesis neta (ACO,), en comparacion
con ramas con menor cantidad de frutos (1 y O frutos/brote). Las ramas con mas frutos
tenfan un drea foliar y peso seco mas reducidos, y también menores concentraciones de
Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K). La reducciéon de ACO; con el aumento exagerado
de la carga de frutos en este caso fue causada por un desarrollo foliar limitado y un menor
suministro nutricional hacia las hojas (Zhang et al., 2013). Por lo tanto, es importante el
mantenimiento de un adecuado equilibrio fuente/destino durante el periodo de definicién del
cuajado de frutos. En nuestro trabajo, fue observado que el cuajado de frutos del cultivo
ocurre en el momento en que las hojas jovenes en desarrollo estdn en un proceso de
transicion, en el que se encuentran aumentando marcadamente su actividad fotosintética. Por
lo tanto, cabe preguntarse como influyen los factores ambientales, las practicas culturales, y
la relacion fuente/destino en el estado de desarrollo con que llegan las hojas de la brotacion
primaveral al periodo critico del cultivo, y su influencia sobre el rendimiento.

De acuerdo a estos resultados, estudios realizados en Santa Fe (Argentina) sobre
diferentes cultivares de citricos, durante el desarrollo de la brotacion primaveral se encontrd
que las hojas maduras tuvieron mayores niveles de carbohidratos solubles (entre 121,7 y
175,9 mg glucosa. g MS™) en comparacién a las jévenes (entre 85,7 y 161,7 mg glucosa.g

MS™) (Nescier er al., 2017). Otros investigadores han reportado que las hojas adultas de
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citricos alcanzan un contenido maximo de carbohidratos no estructurales (azucares solubles
y almidén), de alrededor de 275 mg g justo antes de la brotacién de la primavera en
condiciones subtropicales, los que se movilizan durante el desarrollo del fruto (Ribeiro &
Machado, 2007). En los citricos, los carbohidratos de reserva son requeridos durante las
fases fenoldgicas de mayor demanda a partir de la floracidn, ya que es muy elevada en esta
especie (Dovis et al., 2014). Desde el comienzo del desarrollo floral hasta la antesis, el
crecimiento de una sola flor requiere ~90 mg de glucosa (Bustan & Goldschmidt, 1998), con
necesidad de energia extra para la produccidon de néctar (Monselise, 1985). En el naranjo
“Valencia late’ fue observado que en el periodo primaveral las reservas de las hojas, ramas y
raices se removilizan, y aproximadamente el 80% de los carbohidratos se consumen antes
del final de la caida fisioldgica de frutos (fin de etapa I). Las raices son la principal fuente de
reservas, aportando alrededor del 75% de los carbohidratos no estructurales durante las
etapas de floracion y fructificacion (Dovis et al., 2014). En otras investigaciones, han
observado una intensa removilizacion de los carbohidratos desde las hojas adultas durante el
desarrollo de la brotacién primaveral, con un fuerte consumo del almidon almacenado
(Monerri et al., 2011; Nescier et al., 2017). En ‘Navelate’ este proceso de removilizacion de
reservas de carbohidratos también fue observado, y como consecuencia de dicho proceso el
contenido de reservas de almidén de las hojas desarrolladas disminuyé un 40% desde
mediados de octubre hasta fines del mes de noviembre (45 dias). Por otro lado, desde
mediados de noviembre los frutos fueron aumentando el contenido de carbohidratos
reductores, superando ampliamente a ambos tipos de hojas; esto indicaria la actividad de
sintesis de estructuras celulares a causa de su elevada tasa de division celular (Hieke et al.,
2002).

Las restricciones al crecimiento del fruto por falta de asimilados tienen efectos
diferentes segiin el momento en que se producen. Investigaciones desarrolladas por
Mehouachi et al. (1995) en Citrus unshiu demostraron que las defoliaciones durante la
primera fase de crecimiento del fruto reducen su contenido de hidratos de carbono, teniendo
como consecuencia restricciones en el crecimiento y abscisiones masivas de las estructuras
reproductivas. Si en cambio la defoliacion se realiza 40 dias antes de la antesis, como se
demostré que el paso de flor a fruto en la especie Citrus clementina cv. Marisol, puede

suceder a costa del almidon acumulado en el ovario durante la ontogénesis de la flor, aunque
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posteriormente los frutos caen (Mesejo et al., 2019). Por ello, la presencia de hojas es mas
importante cuando se inicia la fase de crecimiento rdpido. Aparentemente, en esta etapa ante
situaciones de desbalance nutricional se desencadena un mecanismo de autorregulacion que
ajusta la carga de frutos a la disponibilidad de carbono (Guardiola & Garcia-Luis, 2000). En
cambio, luego de superada la etapa de caida fisioldgica, si bien la insuficiencia de carbono
detiene el desarrollo de los frutos no inducen a la abscision de éstos sino a una reduccion de
su tamafio final (Mehouachi et al., 1995; Iglesias et al., 2003).

En estudios realizados en Santa Fe (Argentina) encontraron que los cultivares de
citricos que presentaron un mayor contenido de almiddn foliar en las hojas maduras al inicio
de la brotacién en el mes de septiembre se relacionaron con un mayor porcentaje de cuajado
final de frutos (Nescier et al., 2017). En este sentido, los resultados obtenidos en ‘Navelate’
arrojaron que el nivel de almidén de las hojas jovenes y de los frutos, en etapas tempranas de
desarrollo (mediados del mes de octubre) tuvo una correlacién positiva con el niimero de
frutos y la produccién por planta. Sin embargo, los niveles de glucosa y sacarosa de estas
hojas se relacionaron negativamente con los pardmetros de rendimiento por planta. Estos
resultados evidencian que para que se observe una menor abscision de estructuras
reproductivas, las hojas jovenes no sélo deben presentar una alta capacidad fotosintética,
sino que ademads, los azicares producidos deben movilizarse rdpidamente hacia los destinos.
La explicacion a este fendmeno se debe a que el aumento de carbohidratos solubles foliares
tiene un efecto negativo sobre la fotosintesis (efecto feed-back) (Iglesias et al., 2003). Para
que los azicares puedan movilizarse hacia los frutos, éstos deben presentar una alta tasa
metabdlica originada por la elevada tasa de division celular, y si bien previo a la caida
fisiolégica de los frutos estos estdn en excesos y demandan una gran cantidad de asimilados,
la elevada competencia entre ellos podria afectar temporariamente su capacidad de
crecimiento, y ser la causa de su abscision (Nebauer et al., 2011). El aumento transitorio en
los niveles de carbohidratos al inicio de la abscision de los frutos observado en ‘Valencia
late’ (Dovis et al., 2014), y las correlaciones negativas entre los niveles de carbohidratos
solubles y el rendimiento encontradas en ‘Navelate’ durante el periodo de mayor caida de
frutos podria tener su explicacion en este fendmeno. Una disminucion temporaria de la
actividad de los destinos como consecuencia de la competencia entre ellos, podria ser la

causa, o al menos uno de los factores que provoque el aumento en los niveles de
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carbohidratos solubles en las hojas jovenes, y posteriormente la caida masiva de frutos
(Guardiola & Garcia-Luis, 2000). Por otro lado, la comprensién metabdlica del efecto de las
técnicas aplicadas para mejorar el cuajado de los frutos debe contemplar este efecto y no
solamente el balance nutricional. Igualmente, debe considerarse este efecto para analizar el
impacto de los factores abidticos que puedan generar situaciones de estrés en este momento

critico del cultivo.

Para cada cultivar y ambiente, existe un nimero limite de frutos por planta, por
debajo del cual el tamaiio es influenciado por el nimero, pero por encima de éste, el tamafio
resulta ser independiente de la carga de frutos (Agusti, 2003). Por ello, el desarrollo de
investigaciones en las condiciones locales es de gran importancia para el sector productivo.
En el experimento realizado con ‘Navelate’, la relacién entre el peso de los frutos y el
nimero de frutos por planta no resulté significativa, sin embargo, la relacion entre el niimero
de frutos y el rendimiento por planta fue significativamente lineal, lo que indicaria que, en
las condiciones de cultivo evaluadas, el potencial productivo se puede incrementar con la
aplicaciéon de practicas de manejo agronémico que mejoren el cuajado de frutos, y sin
afectar la calidad.

Con respecto a las técnicas de estimulo al cuajado de frutos, como la aplicaciéon de
AGs; a la caida de pétalos y el rayado de ramas, en plantas de naranjo con bajo indice
partenocarpico, no son efectivas cuando la competencia entre las estructuras reproductivas
es muy elevada, como ocurre en situaciones de alta intensidad de floracién (Agusti et al.,
1982a; Agusti et al., 2003b; Gravina et al., 2004). Cuando la intensidad de floracion resulta
muy elevada, se establece una competencia entre los 6rganos en desarrollo durante la
brotacion primaveral (hojas, flores, frutos), y en la que la planta se ve limitada en nutrir a los
ovarios que inician su crecimiento, los cuales se desprenden del arbol (Agusti et al., 1982b;
Mehouachi et al., 1995). En esta investigacion, las plantas fueron seleccionadas por
presentar una intensidad de floracién media (72,42 flores.100 nudos™) por lo que contaron
con una adecuada relacion de brotes generativos con y sin hojas, lo cual no resultaria
limitante para la expresion de los efectos de las técnicas aplicadas para el estimulo al

cuajado de los frutos.
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En el caso del naranjo ‘Navelate’, la aplicacion de giberelinas presentd resultados
muy dispares sobre el cuajado de frutos y el rendimiento de acuerdo con la disponibilidad de
nitrégeno y la combinacién con el rayado de ramas. Es comin que la aplicaciéon de
hormonas durante la antesis disminuya la abscision durante el desarrollo inicial de los frutos
(Talon et al., 1999). Agusti et al. (1982a) encontraron una respuesta limitada al acido
giberélico aplicado entre 5 y 20 mg 1" cuando el 80% de las flores habian perdido los
pétalos. También en estos experimentos la aplicacion de AG3; consigui6 retrasar la abscision
de frutos, pero no tuvo ningiin efecto sobre la cosecha. S6lo cuando la aplicacién de 5 mg 1™
fue seguida de un rayado de ramas 10 dias después, consiguieron una respuesta positiva con
un incremento de ésta del orden del 12% respecto de los drboles sin tratar. Reguladores del
crecimiento como las citoquininas (benzyladenina, BA) fueron evaluados a través de
tratamientos aplicados a los ovarios del tangor ‘Washington Murcott’ durante la floracion,
observando un aumento de la division celular (Ferrer et al., 2017). Esto también fue
comprobado en otras especies como en mandarinas ‘Satsuma’ (Guardiola ef al., 1993). En el
naranjo ‘Navelate’ el efecto de la aplicacion de 50 ppm de AGs; a la caida de pétalos (01/10)
provocé un retraso en la tasa de abscision de las estructuras reproductivas, principalmente en
los brotes mixtos. Sin embargo, no se logr6 una mejora significativa en el porcentaje de
cuajado de frutos al final de esta etapa, como tampoco en el rendimiento en comparacion al
control, contrariamente a lo esperado segun la hip6tesis inicial. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Agusti et al. (1982a). De acuerdo con nuestras observaciones, otras
pruebas en macadamia (Macadamia integrifolia Maiden & Betche) con aplicaciéon de BA
resultaron en un efecto temporal en la retencion de las estructuras reproductivas al retrasar la
abscision, pero sin modificar el nimero final de frutos (Trueman, 2010). En otro
experimento, la aplicacion de AGs no tuvo efecto en los pardmetros de crecimiento de la
lima 4cida 'Tahit{' en concentraciones que variaron de 20 a 75 mg 1" (Spaziani-Pereira et al.,
2010), demostrando que la ausencia de respuesta posiblemente no sea debido a las dosis
usadas, sino a que la utilizacion de reguladores de crecimiento debe estar acompafiada por
una mejora en el nivel nutricional, lo cual se discute en los proximos parrafos. El hecho de
que esta lima sea triploide puede ser también un condicionante a la falta de respuesta a las
aplicaciones de AGs. Por otro lado, tratamientos efectivos de aplicacion exogena de AG

sobre la produccion han sido comprobados a través de distintos cultivares de citricos, por
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ejemplo en mandarinos ‘Clementina’ (Talon 1997; Talén et al., 1990; 1999; Guardiola et al.,
1993; Mesejo et al., 2013; 2016). Recientemente, se han demostrado las relaciones entre el
metabolismo de las giberelinas y el cuajado de frutos en citricos (Bermejo et al., 2016;
Mesejo et al., 2016), asi como el papel de las auxinas en el proceso (Bermejo et al., 2018).

Las fitohormonas actian a través de una cadena de sefiales que conducen a cambios
en el transporte de solutos, el metabolismo celular y la expresiéon génica, que favorecen la
descarga de fotoasimilados del floema hacia los destinos aumentando su capacidad de
crecimiento, por ejemplo la invertasa dcida participa en la hidrélisis de la molécula de
sacarosa (Nebauer et al., 2011). En ‘Navelate’, la aplicacion de AGs evidencié un aumento
de la actividad sumidero del fruto, cuando fue complementado con rayado de ramas, ya que
los frutos tuvieron mayores niveles de carbohidratos reductores y sacarosa. En estudios
realizados sobre toronja (Citrus paradisi Macf) encontraron que el nivel mds alto de
actividad de invertasa 4cida ocurre en el albedo (componente del pericarpio) durante la
primera etapa de crecimiento, acompafiado por altos niveles de azicares reductores que
pueden ser utilizados en la respiracion y en la sintesis de componentes celulares. Una
relacion positiva entre el nivel de invertasa 4cida y la tasa de division celular también fue
observada en otro experimento con citricos (Lowell et al., 1989). Estos hallazgos estarian
indicando que el estimulo al crecimiento de los frutos debe acompanarse por un adecuado
aporte nutricional por parte de la fuente y capacidad de consumo de parte de los destinos.
Por ello, en muchas investigaciones sobre citricos, la mejora del cuajado de frutos sélo es
posible con el complemento del rayado de ramas posterior a la aplicacién de los tratamientos
con AGs (Agusti et al., 1982a; Koller et al., 2006; Mehouachi et al., 2009). Por lo tanto,
cuando existen limitaciones nutricionales, no es posible sostener en el tiempo el crecimiento
de los organos hormonalmente estimulados, los cuales finalizan abscisionando. En los
resultados obtenidos en ‘Navelate’, con respecto a la aplicacién de 50 mg.l" de AG; a la
caida de pétalos, un retardo en la tasa de abscision de las estructuras reproductivas fue
observado en los brotes mixtos, que poseen una mayor capacidad de cuajado debido al
aporte nutricional de las hojas en desarrollo.

Con respecto al numero de frutos por planta, cuando se aplico el tratamiento de AG3
y se combind con rayado de ramas no se observaron diferencias entre la utilizacion de los

niveles N1 y N2 de fertilizacion inicial. Sin embargo, un incremento superior al 100% se
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observé en el n° de frutos por planta en el tratamiento de 50 mg.I" de AG; y sin rayado, al
pasar del nivel N1 a N2 en la dosis nitrogenada. Estas observaciones hacen suponer que al
estimular el crecimiento de los frutos mediante la aplicaciéon de AGs a la caida de pétalos en
situaciones de limitantes nutricionales, podrian aumentar la competencia, y por lo tanto
resultar contraproducentes. Los resultados productivos observados a partir de las técnicas
aplicadas, indicarian que bajo las condiciones del ensayo se evidencié una limitacién por
recursos carbonados y nitrogenados durante el crecimiento exponencial de los frutos de
‘Navelate’, o para el desarrollo de la estructura fotosintética de la fuente, o para ambos
procesos; por lo que deberia priorizarse el manejo de la fertilizacidon nitrogenada de manera
previa al estimulo hormonal para el cuajado de los frutos.

En un estudio realizado en condiciones de campo, en la region de Rio Grande do Sul
(Brasil), sobre naranjo navel cv. Monte Parnaso injertado sobre Poncirus trifoliata,
evaluaron tratamientos donde combinaron las técnicas de rayado de ramas y la aplicacién de
diferentes reguladores de crecimiento, para la mejora del cuajado y la productividad (Koller
et al., 2006). En cuanto a los reguladores de crecimiento, contrariamente a lo hallado en
‘Navelate’, la aplicacion de 5 mg.I'! de AGs, a los 10 dias posteriores a la caida de pétalos
aument6 la produccién, pero disminuyé el peso medio del fruto en relacion a otros
tratamientos que aumentaron la produccion (Koller et al., 2006). Las respuestas positivas en
el rendimiento se debieron al aumento de la expansion celular y la mejor nutricién inicial de
los frutos, promovida por la aplicacion de AGs, asi como por la aceleracién del crecimiento
de los frutos estimulada por el rayado de ramas al final de la caida de pétalos (Agusti et al.,
1982a; Talén et al., 1990).

En cuanto a los cambios metabdlicos, la aplicacion de 50 ppm AGs provocéd una
disminucién puntual de la eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm) de las hojas jovenes a los 14
dias de la realizacion del tratamiento hormonal (Control: 0,79 vs. 50 ppm AGs3: 0,77). Sin
embargo, sOlo valores de Fv/Fm inferiores a 0,72 se consideran indicativos de fotoinhibicion
en Citrus (Ribeiro et al., 2009), por lo que se podria considerar que la aplicacion de AG3 no
afectd la eficiencia cuantica de las plantas de ‘Navelate’. Las hojas maduras de las plantas
que tuvieron la aplicacion de 50 ppm de AG3 presentaron menores niveles de almidon hasta
la fecha 12/11, observandose el efecto contrario posteriormente. En este sentido, se puede

mencionar que es conocido que las giberelinas intervienen en el estimulo de la hidrdlisis del
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almidén, como ocurre en las semillas en el proceso de germinaciéon (Sponsel & Hedden,
2004). Ademas, cuando a las plantas del naranjo ‘Navelate’ se las fertilizé al inicio de la
brotacion primaveral con la dosis correspondiente a N2, y a la caida de pétalos se les aplicd
50 ppm de AG;3 y sin la aplicacidon de rayado, presentaron un menor nivel de almidén en las
hojas jovenes en comparacion a las demds combinaciones entre estos tres tratamientos,
evidenciando un efecto predominante de la giberelina sobre los carbohidratos. Por otro lado,
teniendo en cuenta la disminucién en la ACO; observada a fines del mes de octubre, esto
indicaria la necesidad de utilizacién de los carbohidratos para el proceso de respiracion y la
actividad metabdlica celular propia de las hojas en desarrollo (Hieke et al., 2002). Por
dltimo, con respecto al indice SPAD vy el contenido foliar de nitrégeno total, como también
de los metabolitos Prolina y MDA, la aplicacién de 50 ppm de AGs a la caida de pétalos
disminuy6 sus niveles en comparacion al testigo sin AGs, tal como se esperaba segin la
hipétesis inicial. Dicha aplicacién podria haber tenido un efecto de dilucién de los
componentes celulares ante el proceso de alargamiento celular en respuesta al estimulo
hormonal (Peer et al., 2015) y de utilizacién del nitrégeno de reserva en el caso del
aminoacido Prolina (Abebe et al., 2003).

Del mismo modo, en los frutos en fase exponencial del crecimiento, la aplicacién de
AGs cuando fue complementado con el rayado de ramas resulté en un aumento del
contenido de carbohidratos reductores (glucosa, fructosa) y sacarosa, lo que refleja un
incremento de la capacidad sumidero de los frutos. Sin embargo, este estimulo del
crecimiento inicial no logré sostenerse y traducirse en términos productivos en kg.pl”, sino
que solo ocurrié una demora en la tasa de abscision de los frutos, principalmente de los
brotes mixtos. Esto puede explicarse por el aumento de la competencia por los recursos
carbonados y nutricionales entre los 6rganos en activo crecimiento (frutos, hojas, brotes,
raices) con la aplicacion de AGs, ya que el nimero de frutos que se mantuvieron en
desarrollo inicialmente (hasta mediados de noviembre) fue mayor en los drboles tratados. En
cuanto a los carbohidratos de los frutos, la glucosa y la fructosa proceden de la hidrélisis de
la sacarosa, y el almidon se mantiene en reserva cuando no necesita ser hidrolizado, es decir,
st al fruto le llega suficiente sacarosa desde las hojas; pero, aun asi, si el fruto crece més,
reduce su contenido (Iglesias et al., 2003; 2007). En cuanto a los frutos de las plantas que se

fertilizaron con el nivel N2, el contenido de almidén observado fue menor ante la aplicaciéon
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de AGs en comparacion al control, lo cual también podria indicar el efecto de la
competencia por recursos entre un mayor nimero de frutos cuajados, o destinos con mayor

actividad.

Los resultados del tratamiento de rayado de ramas aplicado a mediados del mes de
octubre en ‘Navelate’ evidenciaron una mayor retencion de los frutos durante los 30 dias
siguientes a su aplicacién, expresado principalmente sobre los brotes mixtos. Por el
contrario, los brotes campaneros presentaron un aumento de la tasa de abscision en la fecha
del 24/11 en respuesta al rayado. Sin embargo, los valores absolutos de la tasa de caida de
frutos de estos brotes campaneros no lograron contrarrestar el efecto positivo que tuvo esta
técnica en el aumento del porcentaje final de cuajado de frutos y en la produccién en kg por
planta. Estos resultados estdn en concordancia con la hipdtesis incial planteada. De manera
similar, en investigaciones realizadas en mandarinas ‘Loretina’ de 2 afios y ‘Nova’ de 7 afios
donde observaron que el rayado de ramas retrasé la abscision de los frutos
independientemente del tipo de brote, sin embargo solo los brotes generativos con hojas
mostraron un mejor cuajado final de frutos (Rivas et al., 2007). Del mismo modo, en
trabajos desarrollados sobre mandarina ‘Satsuma’, evaluaron la aplicaciéon del rayado de
ramas y la aplicacién de AG; en el momento de antesis y obtuvieron una reduccion de las
tasas de abscision temprana de frutos en desarrollo. Estos hallazgos sugirieron que el efecto
del rayado sobre este retraso de la abscision de las estructuras reproductivas probablemente
esté mediado no sélo por el aumento de carbohidratos, sino también por el aumento en los
niveles hormonales (Mehouachi et al., 2009).

El tratamiento de rayado se realiz6 a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos
(DPCP) y resulté en un aumento en el nimero de frutos y rendimiento por planta de
‘Navelate’, y la respuesta se dio con diferente disponibilidad de nitrégeno. De manera
similar, en un estudio realizado sobre naranjo ‘Monte Parnaso’ obtuvieron una mejora en los
niveles productivos con esta técnica aplicada en dos momentos, a los 10 DPCP, o bien en
noviembre después de la caida natural de los frutos. A su vez, observaron que el rayado
resulté en un menor crecimiento del didmetro del tronco de las plantas (Koller et al., 2006),
atribuyendo dicho efecto a que el rayado reduce la nutricion del sistema radicular al

interrumpir temporalmente el descenso de la savia elaborada, perjudicando el crecimiento de
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las raices, la absorcion de agua y nutrientes minerales. Ademds, al aumentar la
fructificacién, se incrementa el consumo de nutrientes por los frutos, en detrimento del
crecimiento vegetativo de las plantas (Koller et al., 2006).

En cuanto a las variables relacionadas a la actividad metabdlica, la aplicacién del
rayado de ramas cuando se combiné con el nivel de fertilizacién N1 resulté en una
disminucidn significativa del indice de verdor respecto al control sin rayado, sin observarse
cambios en el contenido foliar de nitrégeno. En este sentido, algunas investigaciones
reportaron un efecto de clorosis foliar, reduciendo en consecuencia el indice SPAD, en
respuesta al rayado, por ejemplo en lima acida ‘Tahiti’ (Spaziani-Pereira et al., 2010),
mandarinos ‘Okitsu’ (Iglesias et al., 2002), 'Nova' y 'Loretina' (Rivas et al., 2007). Otros
trabajos informaron que el rayado resulté en una acumulacién de carbohidratos de reservas
observando un aumento en el tamafio y la cantidad de granulos de almidén en cloroplastos
que causaron dafio a la estructura del tilacoide, que puede explicar los sintomas de la
clorosis foliar que aparecen después del tratamiento de rayado (Bondada & Syvertsen,
2005). Sin embargo, la respuesta fisiologica al rayado en Citrus también varia dentro de la
canopia dependiendo del tipo de brote y de la edad de las hojas (Rivas et al., 2007). En las
investigaciones realizadas sobre 'Nova' y 'Loretina’, en las hojas maduras no se observaron
diferencias en la concentracion de clorofilas entre arboles control y rayados, como tampoco
tuvo efecto sobre hojas jovenes de brotes florales. La acumulacion de almidén, y la
reduccién de la actividad del FII en respuesta al rayado se dieron sélo en las hojas de los
brotes vegetativos (Rivas et al., 2007). Todas las evidencias mencionadas hacen inferir que
el rayado de ramas disminuye el indice de verdor de dos maneras diferentes; por posibles
dafios fisicos en las estructuras tilacoidales y la reduccién de la actividad del FSII en brotes
con pocos frutos, y por una mejora del cuajado de los frutos, lo que aumenta la competencia
por los recursos disponibles, como fue discutido anteriormente.

La aplicacion del rayado de ramas provoco una respuesta positiva y significativa en
los valores medios de rendimiento cuédntico del FSII (OPSII) de las hojas jovenes, que se
expres6 mas marcadamente en los tratamientos que combinaron ‘N2’ y ‘rayado’. Los
principales efectos que el rayado produjo sobre estos pardmetros se registraron luego del
mes de su aplicacion. Por otro lado, trabajos realizados sobre naranja ‘Salustiana’ reportaron

que no se observaron diferencias estadisticas en los pardmetros de fluorescencia de la
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clorofila (PPSII y Fv/Fm) entre las hojas de las plantas con rayado y el control sin rayar,
que contenian diferentes niveles de carga de frutos. Sin embargo, cuando la rama rayada no
presentaba frutos, estos pardmetros disminuyeron significativamente (Nebauer et al., 2011).
En Nova'y 'Loretina’ observaron el mismo efecto del rayado en hojas de brotes vegetativos,
con una evidente reduccion del ®PSII desde 7 a 60 dias posteriores a la aplicacion (Rivas et
al., 2007; 2008). Este efecto fue atribuido a eventos de fotoinhibicion crénica y reduccién en
unidades de PSII funcionales (Rivas et al., 2007; 2008). En cuanto a las hojas jovenes de
brotes reproductivos, a diferencia de las hojas maduras, respondieron al aumento del
requerimiento de carbohidratos, lo que se manifiestd en el aumento del ®PSII (Rivas et al.,
2007). El aumento del OPSII implica un incremento de la cantidad de electrones
provenientes del H,O y que reducen el NADP" a NADPH'H", al mismo tiempo de
proporcionar energia para la formacién de ATP a partir de ADP y Pi. La energia de ambos
compuestos se utiliza en el proceso de la reducciéon de CO; y en la sintesis de carbohidratos
(Syvertsen & Lloyd, 1994). En el trabajo anteriormente mencionado (Rivas et al., 2007), los
autores concluyeron que las hojas jovenes, a diferencia de las hojas maduras, fueron capaces
de modular el ®PSII en respuesta a las demandas de carbohidratos durante el periodo de
caida natural de frutos, a causa de una mejora en el cuajado de frutos resultante de la
aplicacion del rayado. Este mecanismo parece ser activado por una mejora de la tasa de
utilizacion de los azucares, liberando fosfato inorgdnico citosélico (Pi) en las hojas,
promoviendo fotofosforilacién y aumento de la fijacion de CO; a triosa-P por Rubisco (Paul
& Pellny, 2003). También se ha sugerido que las tasas fotosintéticas mdximas no pueden ser
mantenidas por Pi-ciclico a través de la sintesis de almidén estromal solo, y el cloroplasto a
menudo se considera dependiente de la sintesis citosdlica de sacarosa para su suministro de
Pi (Foyer & Galtier, 1996). En consecuencia, el grado de modulacion por retroalimentacion
de la fotosintesis depende de la naturaleza del carbohidrato sintetizado. Ademads, cuando la
sacarosa es el principal carbohidrato de almacenamiento, las hojas parecen mostrar menores
disminuciones en la fijacion de CO, que las hojas que acumulan almidon (Goldschmidt &
Huber, 1992). Esto ultimo es acorde a lo encontrado en ‘Navelate’, donde el rayado provocéd
una mejora del cuajado de fruto, principalmente de los brotes mixtos, observandose un
mayor ®PSII en las hojas jovenes a partir del mes posterior a la aplicacion de esta técnica,

como consecuencia del incremento en el nimero y el tamafio de los frutos en crecimiento en
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los arboles rayados. En base a estas evidencias, la mejora del comportamiento cudntico del
FSII en los tratamientos que mejoraron la carga de frutos parece ser una consecuencia del
aumento del cuajado de frutos.

En una investigacion realizada en condiciones de campo sobre la naranja ‘Salustiana’
con plantas de 40 afios desde su plantacién, no se encontraron diferencias estadisticas
significativas en la ACO,, Gs y Ci/Ca entre los brotes rayados y el control sin rayar, que
contenian diferentes niveles de carga de frutos cada uno de ellos (Nebauer et al., 2011). Sin
embargo, cuando la rama rayada no contenia frutos estos pardmetros disminuyeron
significativamente. En este experimento, el contenido de carbohidratos no estructurales en
las hojas aumenté a medida que fue mayor la relacion hoja:fruto de las ramas con rayado.
Ademads, fue reportado una acumulacién de almidén en las ramas vegetativas a las que se les
aplicé rayado (Li et al., 2003a). Por ultimo, evaluaron la expresion de genes implicados en
el metabolismo del carbono; cuando las ramas fueron rayadas y poseian frutos observaron
un aumento en los niveles de los genes que participan en la sintesis y transporte de sacarosa,
principal azidcar transportado a través del floema en Citrus (Zimmermann & Ziegler, 1975).
Por el contrario, en las ramas vegetativas con rayado detectaron un aumento de genes
implicados en la sintesis de almidon. De la misma manera, Li et al. (2007) demostraron que
los genes que codifican las enzimas involucradas en la sintesis de almidon se expresan en
Citrus rayados solo cuando no hay presencia de frutos. La sintesis y exportacion de sacarosa
en las hojas se promueve cuando existen destinos fuertes. Por el contrario, la expresion de
ADP-glucosa pirofosforilasa aumenta cuando no hay destinos fuertes, y el exceso de
asimilados es convertido en almidon que se almacena en las hojas (Nebauer et al., 2011). En
el trabajo mencionado, la ACO; se relacioné inversamente con el contenido de almidén
después de 48 horas, aunque la regulacion de la fotosintesis no fue una consecuencia directa
de la acumulacion de almidén (Nebauer et al., 2011). Por lo tanto, el rayado puede inducir a
una inhibicién por retroalimentacion de la fotosintesis reduciendo la tasa ACO, (Iglesias et
al., 2003). Por esto, el rayado ha sido relacionado con el desarrollo de estrés en las hojas
(Rivas et al., 2007; 2008), ya que en determinadas situaciones puede alterar las estructuras
tilacoideas y el funcionamiento de la maquinaria fotosintética (Bondada & Syvertsen, 2005;
Rivas et al., 2011). En acuerdo con la hipdtesis incial, en ‘Navelate’ el tratamiento de

rayado de ramas produjo una leve disminucion (-7%) de la ACO, de las hojas desarrolladas,
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observada a partir de los 15 dias posteriores a la aplicacion del tratamiento, y que se
mantuvo por el resto del periodo (Anexo 11, Fig. 11). Las hojas jovenes presentaron el
mismo comportamiento durante el mes de octubre, pero el efecto se invirtié durante
noviembre. No obstante, esta reduccion en la ACO,, con respecto al tratamiento control sin
rayado, los niveles de este pardmetro fotosintético que se mantuvieron en las plantas con
rayado (5,66 pmol.m?s” en hojas desarrolladas y 8,04 umolm?s” en hojas jévenes)
pueden considerarse normales para Citrus, segin lo indicado por otros autores, los cuales se
ubican entre 3 y 8 pmol.m'z.s'1 (Pimentel et al., 2007; Ribeiro et al., 2009). Una respuesta
similar a la ACO; se observé en los pardmetros E y Gs. Al mismo tiempo, se produjo un
mayor DPV en las hojas jovenes a los 15 dias posteriores al rayado.

El efecto del rayado en la mejora del cuajado de frutos se atribuye a que la
acumulaciéon de carbohidratos en la copa estd disponible para satisfacer la demanda que
ejercen los frutos en su etapa inicial de crecimiento (Rivas et al., 2007). En concordancia a
la hipdtesis planteada, en ‘Navelate’ la aplicacion del rayado, resultd en una disminucion de
los contenidos de glucosa y fructosa, y un aumento de sacarosa en las hojas desarrolladas a
partir de los 15 dias posteriores a su realizacion, atenudndose las diferencias con el control
durante el mes de noviembre. El efecto del rayado en las hojas jovenes resulté similar,
aunque los cambios se observaron con 15 dias de demora con respecto a las hojas
desarrolladas, ademds de expresarse de una manera mas marcada. El cambio mas notorio fue
en el tratamiento de rayado combinado con N1 donde se observé un aumento del 60% en el
contenido de sacarosa en las hojas jovenes de los brotes mixtos, mientras que en las hojas
desarrolladas las variaciones de los carbohidratos no estructurales no fueron de relevancia.
Esto demuestra el efecto del rayado sobre la activacion del FSII en los brotes con hojas y
flores, y por lo tanto, los frutos pueden mantenerse en el drbol, incrementédndose el cuajado
dado la mayor produccion de NADPH y ATP para satisfacer la demanda del crecimiento
inicial de los frutos. De manera similar a lo observado en ‘Navelate’, en experiencias con
mandarina ‘Loretina’ de dos afios de edad, evidenciaron que el rayado causé una
acumulacion de carbohidratos que alcanz6 un méaximo por encima del control a los 30 dias
posteriores a su aplicacidn, encontrandose diferencias significativas en la concentraciéon de
carbohidratos foliares segun el tipo de hoja. En las hojas maduras, el rayado no modifico las

concentraciones de fructosa y sacarosa, pero aument6 el contenido de glucosa y de almidén
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en 20,8 y 116,6%, respectivamente. Entre los tipos de brotes, los vegetativos mostraron una
mayor concentracion de fructosa, glucosa y almidéon de 111,9; 83,1 y 147,6%,
respectivamente, sin diferenciarse en la concentracion de sacarosa foliar con respecto al
control sin rayar. Las hojas jévenes de los brotes mixtos de los drboles rayados presentaron
concentraciones crecientes de todos los carbohidratos, aunque mostraron el menor
incremento en la concentracion de almidén foliar entre los tipos de brotes (Rivas et al.,
2007). Por lo cual se concluye que los cambios en la sintesis y transporte de los diferentes
carbohidratos causados por el rayado dependen de la presencia de frutos en el arbol y/o rama
analizada.

Con respecto a los cambios en los metabolitos indicadores de estrés celular en
respuesta a la aplicaciéon de rayado, tal como se esperaba segun la hipdtesis inicial, fue
observado en ‘Navelate’ un aumento en el contenido de MDA en hojas maduras durante el
avance del periodo de brotaciéon de primavera de una manera similar a lo reportado en
experimentos realizados en arboles de mandarina ‘Loretina’ de 2 afios de edad (Rivas et al.,
2008) aunque, en el trabajo anteriormente mencionado esta respuesta fue encontrada en
hojas jévenes. Ademads, reportaron que este proceso fue acompafiado por niveles crecientes
de prolina y por un aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes, en las hojas
jovenes de los arboles rayados (Rivas et al., 2008). Contrariamente a la hipdtesis inicial, en
‘Navelate’, las hojas jovenes presentaron una relacién significativa y positiva entre el
contenido de prolina y el rendimiento. En los frutos analizados, la dosis de nitrégeno
presentd una interaccion con el rayado de ramas sobre el contenido de prolina, resultando la
combinacién N2 y rayado la de mayor nivel de este metabolito en los frutos. Si bien el
aminodcido prolina tiene una funcién de proteccion celular ante una situacion de estrés
bidtico y abidtico, también sirve como reserva de carbono y nitrégeno para el crecimiento
después de la exposicion a tensiones ambientales (Abebe et al., 2003); posiblemente por esta
razon pudo haber resultado en un mayor nivel de este metabolito en los frutos en desarrollo
cuando las plantas recibieron un mayor nivel de nitrégeno en la fertilizacion inicial, y una
mayor disponibilidad de carbohidratos por efecto del rayado de ramas. Por otro lado, no se
lograron diferenciar estadisticamente los tratamientos control y rayado por el contenido de
MDA en las hojas jovenes. De manera contraria, en el estudio desarrollado por Rivas et al.

(2011) donde evidenciaron que el rayado dio lugar a un estrés por dafio celular y fue
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demostrado por el aumento de la lipooxidacidon (expresado como contenido de MDA) de
hojas jovenes, revelando un mal funcionamiento del aparato fotoquimico. El aumento
simultdneo en el contenido de prolina podria contribuir para evitar el dafio fotooxidativo, y/o
mejorar la actividad de varios antioxidantes (Correa-Molinari et al., 2004). La acumulacion
de este aminodcido en las células se ha informado a partir de diferentes tensiones abidticas
como la salinidad, sequia, bajas temperaturas y radiacion UVB (Abebe et al., 2003; Shinde
et al., 2016). Estas diferencias se explican dado que este andlisis fue realizado en hojas de
brotes vegetativos (Rivas er al., 2008), mientras que en ‘Navelate’ los andlisis de estos
metabolitos se realizaron en brotes mixtos.

Por lo anteriormente mencionado, los productores a veces se refieren al rayado o
anillado como una praictica arriesgada ya que el crecimiento general del arbol podria ser
retrasado a pesar de que no se observen sintomas externos de dafio aparente. Ademads, no se
recomienda esta técnica para ser aplicada en arboles débiles y durante condiciones adversas
de crecimiento (Goren et al., 2003). Sin embargo, en las condiciones de cultivo y de manejo
agronomico del presente trabajo, los resultados obtenidos en ‘Navelate’ en respuesta al
rayado fueron de una mejora en los niveles productivos sin evidencias de dafios o estrés
celular, indicando un mejor comportamiento al estimular un mayor cuajado de frutos y

produccioén por planta.

126



7. CONCLUSIONES

v La mayor dosis de fertilizacion nitrogenada al inicio de la brotacién primaveral y el
rayado de ramas a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos resultaron en una mejora del
cuajado de los frutos y del rendimiento por planta del naranjo ‘Navelate’. La aplicacién de
AGs; a la caida de pétalos s6lo fue efectiva a la dosis mds alta de nitrégeno o cuando se
combind con el rayado.

4 Los tratamientos que mejoraron el cuajado de frutos aumentaron su retencién en los
dos momentos en que fueron observadas las mayores tasas de abscision, a mediados de
octubre y de noviembre. La mayor retencion de frutos se expresd en los brotes florales
multiples con hojas (BM) y en los multiflorales sin hojas (RF) para el caso de la mayor dosis
de fertilizacién nitrogenada, y en los BM en el caso del rayado de ramas.

4 El aumento de la dosis nitrogenada y la aplicacion del rayado de ramas no
modificaron el contenido de nitrégeno total (%MS) foliar. El indice de verdor (SPAD) de las
hojas maduras no expresé correctamente el nivel de nitrégeno foliar durante la brotacion
primaveral. Con aplicacion de la menor dosis de fertilizacién nitrogenada, el rayado redujo
el indice de verdor en relacién al tratamiento testigo pero no se encontraron evidencias de
dafios o estrés celular.

4 La mayor disponibilidad de nitrégeno resulté en una mejora de ®FSII y de ACO; de
las hojas maduras cuando fue combinada con AGs o con rayado, y en un aumento en los
contenidos de sacarosa y almidén foliar. El rayado de ramas resulté en una mejora de ®FSII
cuando se combiné con la mayor dosis de nitrégeno, ademds aument6 el contenido de
sacarosa foliar. En las hojas jovenes el aumento del contenido de sacarosa se observo
cuando el rayado se combiné con el nivel N1.

v La aplicacion de AGs indujo inicialmente una mayor actividad sumidero de los frutos
cuando fue complementado con el rayado de ramas, aumentando los niveles de
carbohidratos reductores y sacarosa de los frutos. Por lo cual, cuando existieran limitaciones
por recursos carbonados y nitrogenados, deberia priorizarse el manejo nutricional respecto al

estimulo hormonal para que se obtengan mejoras en el cuajado de los frutos.
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4 Los parametros @FSII, ACO,, Gs y EUA medidos en la primera mitad del mes de
octubre en ambos tipos de hojas presentaron correlaciones positivas con las variables N° de
frutos.pl’ y Kg.pl"'. Por el contrario, el DPV se relacioné de forma negativa con las
variables productivas del cv. Navelate. La fertilizacion nitrogenada inicial y la aplicacion del
rayado de ramas posterior a la caida de pétalos produjo cambios favorables en los
mecanismos metabdlicos y fisiolégicos en el momento critico del cultivo, lo cual resulté en
una menor abscision de frutos y un aumento de la produccién del cv. Navelate, en las

condiciones agroclimdticas de la citricultura del Rio Uruguay.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Condiciones ambientales y balance hidrico del suelo durante el periodo
comprendido en la experiencia
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Figura 1. Evolucién de: (a) temperatura (°C) media (T med), mdxima (T Médx) y minima (T Min) y
(b) Precipitacién (mm) acumulada (Pp acum) semanal, durante la estacién primaveral, donde fue
realizada la experiencia, en la localidad de Salto (Uruguay).
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Figura 2. Evolucién del Balance Hidrico del suelo en las condiciones del experimento de ‘Navelate’
durante la estacion primaveral, en la localidad de Salto (Uruguay).
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Anexo 2. Resultados estadisticos de intensidad de floracion (IF) de las plantas de
‘Navelate’ seleccionadas para el ensayo.

Andlisis de la varianza: Intensidad de floracién (IF)

Variable N R2 R2 Aj

Ccv

IF 288 0,06  0.02 60,03

Tabla 1. Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 30787,34 80 384,84 1,64 0,0946
planta 24374,99 71 343,31 1,86 0,0767
rama 6412,35 3 2137,45 1,14 0,3333
Error 519383,77 277 1875,03
Total 550171,11 287

Anexo 3. Evolucion de la tasa relativa de abscision de estructuras reproductivas, segin

tipos de brotes

Tabla 2. Comparacién de la tasa relativa de abscision de frutos durante la primavera, segin
el tipo de brote del naranjo ‘Navelate’.

Tasa Relativa de caida de frutos (frutos.dia™)

Tipo de

brote 29/09 13/10 27/10 10/11 24/11 17/12
FC 0,02c 0,03d 0,03c 004c 005a 0,005a
FS 0,03b 0,14a 006a 0,03c 002b 0,00a
RF 0,04a 009b 007a 0,1la 005a 00la
RM 0,02c 0,05¢c 0,05b 009b 006a 0,01a

FC: brote campanero, FS: flor solitaria, RF: ramillete floral, RM: brote mixto. Medias de cada
columna seguidas de igual letra no indican diferencias significativas, seglin test de LSD< 0,05.
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brotes con hojas

0,2 ’ LY = === protes sin hojas
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Figura 3. Tasa relativa de abscisién de frutos (frutos.dia™), durante la primavera, segin el tipo de
brote del naranjo ‘Navelate’. Brotes con hojas: BC: brote campanero y BM: brote mixto; brotes sin
hojas: FS: flor solitaria y RF: ramillete floral.

Anexo 4. Evolucion del porcentaje de retencion de frutos, segiin tipos de brotes
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brote campanero y RM: brote mixto; brotes sin hojas: FS: flor solitaria y RF: ramillete floral.
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Anexo 5. Interaccion de los factores ‘aplicacion de acido giberélico a la caida de
pétalos’ y ‘rayado de ramas a los 15 dias posteriores’, sobre el cuajado de frutos (%) de

los brotes mixtos (BM)

El rayado mejor6 el cuajado de frutos de los brotes mixtos en las plantas no tratadas
previamente con AGs; mientras que no se observaron diferencias en el cuajado de frutos en
respuesta al Rayado de ramas en las plantas tratadas previamente con 50 ppm de AG3 (Tabla

3).

Tabla 3: Interaccion de los factores ‘aplicacion de acido giberélico a la caida de pétalos’ y
‘rayado de ramas a los 15 dias posteriores’, sobre el cuajado de frutos (%) de los brotes
mixtos (BM) de ‘Navelate’.

Cuajado de frutos BM (%)
Dosis de AG3; 0 ppm 50 ppm
Aplicacion de -R 0,67 b 1,24 a
Rayado +R 1,80 a 1,52 a

Aplicacién de 50 ppm de AGs; a la caida de pétalos: 01/10. —R: sin rayado y +R: con rayado de ramas
a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos: 15/10. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes, test LSD, p< 0,05.
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Anexo 6. Efecto de los factores aplicados sobre la evolucion del indice SPAD de las

hojas maduras y hojas jovenes del cv. Navelate

En cuanto al efecto de los factores evaluados, el nivel de nitrégeno inicial no
modificé (p=0,5694) el indice de verdor de las hojas maduras (Fig. 5 a). Por otro lado, las
hojas de la nueva brotacion tuvieron en promedio un valor SPAD mayor con la menor dosis
de nitrégeno inicial (N1: 800g urea) en comparaciéon con la dosis N2 de 1300g de urea
(p=0,0002). En estas hojas, este factor presentd una interaccién con la fecha de evaluacion
(p<0,0001), ya que en algunas de ellas el nivel N1 no logré diferenciarse de forma
significativa con el nivel N2 (Fig. 5 b).

La aplicacién de AGs; afecto el indice de verdor en las hojas desarrolladas, las cuales
disminuyeron el valor medio de indice SPAD con la aplicacion de 50 ppm de AG;
(p=0,0258). La interaccion entre la fecha y la aplicacion de AG; (p=0,0422) se debe a que
s6lo se observaron diferencias significativas en los registros obtenidos a los 7 dias
posteriores a la aplicacion de este tratamiento, a favor de las plantas control para ambos
tipos de hojas (Fig. 5cy 5 d).

El rayado de ramas, disminuyé el indice de verdor en ambos tipos de hojas
(p=0,0122 y p<0,0001). Esto fue observado en las hojas maduras en las fechas 28/10 y 17/12
(Fig. 5 e) y en las hojas jovenes en todas las fechas de registro después de la aplicaciéon del

rayado (Fig. 5 f), por lo cual resulté significativa la interaccion fecha y rayado (p=0,0316).

148



HOJAS MADURAS HOJAS JOVENES

90 - 90 -
*
70 70
a ] J
260 60
-
w
1
5 50 50 1
£
40 - 40
-------- N1
3o T N2 30
a b
20 T T T T T T 20 T T T T T T
28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-dic 28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-d
90 4 90 -
80 *% - = 80 o * ____.....—::I
i
omm T 2
70 70 ..,..«-/"ﬁf'
)
< 60 60 -
wv
8
T 50 50 1
£
401 40 - P
----- 50 ppm AG3 z«" -----50 ppm AG3
wd e 0ppm AG3 wod e 0 ppm AG3
c d
20 T T T T T T 20 T T T T T T
28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-dic 28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-dic
90 - 90 -
*k *k
*% * .
80 R TR E - 80 1 * ___—§
Eremwsge ;:_"--_':::-*!"' e ee =T
Peeag e F Ll T % g
70 - ¥ 70 T
E3pptaas
) e
X 60 - 60 - £
.
e ,.,
3 50 50 <
£ ((.f‘
7
40 1 ---- Con_Rayado 40 1 & Con_Rayado
........ = Sln Ra ado
30 - Sin_Rayado 30 4 _Ray
e f
20 T T T T T T 20 T T T T T T
28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-dic 28-sep 12-oct 26-oct 09-nov 23-nov 07-dic 21-dic

Figura 5. Efecto de los factores: (a, b) nivel de nitrégeno de la fertilizacién inicial, (c, d) aplicacién
de giberelina a la caida de pétalos, y (e, f) rayado de ramas, sobre la evolucién del indice SPAD de
hojas maduras y hojas jovenes, de ‘Navelate’. Lineas verticales indican el error estandar y las medias
seguidas de asterisco simple (*) o doble (**) indican diferencias significativas (p< 0,05 y <0,01,
respectivamente), test LSD. N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién 11/09. AGs5: 0 y 50
ppm por planta, aplicacién 01/10, y rayado de ramas, aplicacién 15/10.
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Anexo 7. Efecto de los factores aplicados sobre la evolucion del contenido de nitréogeno

foliar del cv. Navelate

En las hojas maduras, el efecto de la fertilizacién inicial con nitrégeno fue
dependiente de la fecha, siendo la interaccion significativa entre estos factores (p=0,0123).
A mediados de octubre, las plantas que recibieron el tratamiento N1 tuvieron mayores
contenidos foliares de nitrégeno (%MS) en relaciéon al tratamiento N2, sin diferenciarse
luego en las demads fechas analizadas (Fig. 6 a). Por el contrario, en las hojas jovenes el nivel
N2 fue superior a N1 en la dltima semana de octubre, sin diferencias en las demds fechas del

periodo analizado (Fig. 6 b).

En ambos tipos de hojas fueron observadas interacciones significativas entre la
aplicaciéon de AGs y la fecha de andlisis (hoja madura p=<0,0001 y hoja joven p=0,0191),
teniendo en cuenta que en las hojas maduras los niveles foliares de nitrégeno del tratamiento
con 50 ppm de AGs; fueron inferiores en relacion con el control durante el mes de noviembre
(Fig. 6 c), mientras que en las hojas jovenes las diferencias se expresaron entre fines de

octubre y mediados de noviembre (Fig. 6 d).

La interaccion significativa entre el rayado de ramas y la fecha de observacidn se
debe a que en las hojas maduras (p=0,0001), a fines de octubre el tratamiento control superd
al tratamiento de rayado en el contenido de nitrégeno, mientras que a mediados de
noviembre se observd el comportamiento inverso (Fig. 6 e). En las hojas jovenes
(p=0,0204), el contenido de nitrégeno a mediados de noviembre fue superior cuando se
aplicé rayado en relacidn al control sin tratar, mientras que no se observaron diferencias

entre medias en las demds fechas observadas del periodo analizado (Fig. 6 f).
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error estandar y las medias seguidas de asterisco (*) indica diferencias significativas (p< 0,05), test
LSD. N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacion 11/09. AG3: 0 y 50 ppm por planta, 01/10.

Rayado de ramas, 15/10.
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Anexo 8. Efecto de los factores principales aplicados sobre la evolucion de los
parametros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético de las hojas

maduras y hojas jovenes del cv. Navelate

En las hojas maduras del cv. ‘Navelate’, los principales efectos de la aplicacion de la
dosis superior de nitrogeno de la fertilizacion inicial (N2) fueron el aumento de niveles la
asimilacion neta del CO, (ACO,, pmol.m'z.s'l), la conductancia estomatica (Gs, mmol.m?.s”
1) y de la eficiencia del uso del agua (EUA, umol CO,/mol H,0), y una disminucién de los
valores de déficit de presion de vapor (DPV, mb) en comparacion al uso de la menor dosis
nitrogenada (N1) (p=0,0008, 0,0096, 0,0231 y 0,0028, respectivamente). La aplicacion de
acido giberélico (AG3) a la caida de pétalos no tuvo efectos de importancia en los
principales pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético de las hojas
maduras, Unicamente indujo la disminucién de los valores en la relacion CO; interno/CO;
del aire (Ci/Ca) (p=0,0003). En cuanto a la ejecucion del tratamiento de rayado de ramas, se
observé una disminucion de los pardmetros de ACO, y de EUA, con un aumento del DPV,
en estas hojas (p=0,0195, 0,0001 y 0,0041, respectivamente).

En las hojas jovenes del cv. ‘Navelate’ no se observaron cambios en los parametros
ACO; y EUA en funcién de la diferente dosis de nitrégeno de la fertilizacion inicial. Por
otro lado, los tratamientos aplicados de AGs y de rayado de ramas provocaron una
disminucion de los valores medios de la ACO; de las hojas jévenes (p=0,0383 y 0,0180,
respectivamente).

Debido a la influencia de la interaccion de la fecha de medicidn con los factores de
manejo evaluados, se describid la evolucion en el tiempo del efecto de los factores

individuales (Anexos 9, 10y 11).
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Anexo 9. Efecto de la dosis de nitrégeno de la fertilizacion inicial sobre la evolucién de
los parametros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético de las hojas

maduras y hojas jovenes del cv. Navelate

En relacion a la fertilizacién nitrogenada, se observé un aumento de la ACO, de las
hojas maduras cuando la dosis de nitrégeno fue mds alta (N2: 6,45 umol.m™.s™ y N1: 5,52
pmol.m‘z.s‘l) (Fig. 7 a). Al analizar la interaccion con la fecha (p=0,0043), durante el mes de
octubre los niveles de ACO, fueron mayores en las plantas con N2, sin presentar diferencias
a partir de noviembre. Por otro lado, en las hojas jovenes el efecto de la fertilizacion sobre la
ACO; se fue modificando durante el periodo evaluado (p=0,0006, Fig. 7 b).

Con respecto a la relacion Ci/Ca, se observd una interaccion con la fecha (p<0,0001).
En las hojas maduras, al inicio del periodo de observé un mayor nivel de Ci/Ca en las
plantas con la dosis de N2 (Fig. 7 ¢). Las hojas jovenes de las plantas con N1 tuvieron en
promedio una relacién CO; interno/CO, del aire (Ci/Ca) mayor que las hojas de las plantas
con dosis N2 (p=0,0173). Por otro lado, a mediados de octubre, se observd que el efecto del
nitrégeno N2 disminuy6 significativamente el valor de esta variable en ambos tipos de hojas
(Fig. 7 c, d).

En las hojas maduras la tasa transpiratoria se diferencié solamente en la fecha 15/10
(p<0,0001), y ademds fue superior con la dosis N2 (Fig. 7 e). En cambio, la tasa de
transpiracion de las hojas jovenes fue mayor en las plantas con N1 (p=0,0317), y este efecto
se observo en todas las fechas de medicidn a excepcion del 11/11 (Fig. 7 f).

En cuanto al déficit de presion de vapor (DPV), fue levemente mayor en las plantas
con el nivel N1, aunque esta diferencia se observé solamente en la fecha 15/10 (Fig. 7 g, h).
Este mismo comportamiento se halld en ambos tipos de hojas, aunque las diferencias fueron

mds importantes en las hojas maduras (p<0,0001, Fig. 7 g, h).
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significativas, test LSD (p< 0,05). N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién: 11/09.
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En las hojas maduras los valores medios de conductancia estomdtica (Gs, mmol.m
25 fueron superiores con la dosis mds altas de nitrégeno (N1: 89,82 mmol.m>.s" y N2:
101,74 mmol.m™.s™) (p=0,0096), mientras que en las hojas j6venes, sucedié lo contrario
(N1: 143,68 mmol.m?.s™" y N2: 128,11 mmol.m'z.s'l) (p=0,0096). En ambos casos las
principales diferencias fueron encontradas durante el mes de octubre (Fig. 8 a, b).

En relacién a la variable eficiencia de uso del agua (EUA, umol CO,/mol H,0),
también existid una interaccidon con la fecha de medicién (p=0,0059 y 0,0001). La mayor

dosis inicial de nitrégeno incrementé significativamente la EUA, solamente en la fecha del

EUA (umol CO,.mol H,0™)

15/10 en ambos tipos de hojas (Fig. 8 c, d).
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Figura 8. Efectos de la dosis de nitrégeno en la fertilizacion inicial, sobre: (a,b) conductancia
estoméatica (Gs, mmol.m?.s™) y (c,d) eficiencia del uso del agua (EUA, pmol CO,/mol H,0) en hojas
maduras y hojas jévenes del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estindar y los
asteriscos (*; **) indican diferencias significativas entre medias (p< 0,05 y p<0,01, respectivamente),
segtn el test LSD. N1: 800g y N2: 1300g de urea por planta, aplicacién 11/09.
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Anexo 10. Efecto de la aplicacion de giberelina a la caida de pétalos sobre la
evolucion de los parametros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético de

las hojas maduras y hojas jovenes del cv. Navelate

Las hojas de la nueva brotacion de las plantas que tuvieron aplicacién de 50 ppm de
AGs; resultaron en menores niveles medios de ACO,, con respecto a las plantas sin el
tratamiento (p=0,0383). Este efecto fue significativo en la fecha 15/10 (-40%), en este caso
para ambos tipos de hojas (p<0,0001 y 0,0006; Fig. 9 a, b).

La aplicaciéon de AG; incrementd la relacién Ci/Ca pero solamente durante el mes de
octubre (p=0,0007, Fig. 9 c, d). Este efecto fue notorio en las hojas maduras (p=0,0003; Fig.
9 ¢). En cambio, en las hojas jovenes los valores de Ci/Ca pricticamente no fueron
modificados por la aplicaciéon de AG; (Fig. 9 d).

La aplicacién de 50 ppm de AGs3 disminuy6 levemente (-3,4%), la tasa transpiratoria.
Esta diferencia fue observada en los dos tipos de hojas (p<0,0001), siendo expresada durante
el mes de octubre (Fig. 9 e, f).

En cuanto a la variable DPV, se observé una interacciéon nivel de AGs y fecha para
ambos tipos de hojas (p=0,0201y 0,0037). Las hojas de las plantas con aplicacién de 50 ppm
de AGs; tuvieron un valor mas alto de DPV en la fecha del 15/10, mientras que en las demas

fechas no se notaron diferencias (Fig. 9 g, h).
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Figura 9. Efectos de la aplicacion de aplicacion de giberelina a la caida de pétalos, sobre: (a,b)
asimilacion neta del CO, (ACO,, pmol.m'z.s'l), (c,d) relacion CO, interno/CO, del aire (Ci/Ca), (e,f)
tasa de transpiracién (E: mol.m™>.s™") y (g,h) déficit de presién de vapor (DPV, mb), en hojas maduras
y hojas jévenes del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estindar y las medias seguidas
de asterisco simple (*) o doble (**) indican diferencias significativas (p< 0,05 y <0,01,
respectivamente), test LSD. Dosis: 50 ppm de AGs3, aplicacion: 01/10.
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Las hojas jovenes de las plantas que no tuvieron la aplicacion de AGs presentaron
una conductancia estomdtica (Gs) superior que las que fueron rociadas con 50 ppm de AG3
(p=0,0006). La disminucién de Gs con la aplicacion de AGj; fue expresada solamente a
mediados de octubre (p=0,0076) en ambos tipos de hojas (Fig. 10 a, b).

En niveles medios, la aplicacion de 50 ppm de AGs3 no afecté la EUA, sin embargo

hubo una interaccién significativa con la fecha de observacidon (p=0,0004), ya que en la

EUA (umol CO,.mol H,0™)

Gs (mmol m2s1)

medicién del 15/10 la aplicacién hormonal redujo la EUA en ambos tipos de hojas (Fig. 10

c, d).
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Figura 10. Efectos de la aplicacién de giberelina a caida de pétalos, sobre: (a,b) conductancia
estoméatica (Gs, mmol.m?.s™) y (c,d) eficiencia del uso del agua (EUA, pmol CO,/mol H,0) en hojas
maduras y hojas jévenes del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estindar y los
asteriscos (*; **) indican diferencias significativas entre medias (p< 0,05 y p<0,01, respectivamente)
entre medias segtn el test LSD.
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Anexo 11. Efecto del rayado de ramas sobre la evolucion de los parametros del
intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético de las hojas maduras y hojas

jovenes del cv. Navelate

Las plantas que tuvieron rayado resultaron en niveles menores de ACO,, EUA, y
mayores de DPV con respecto a las plantas sin la aplicaciéon de esta técnica (p=0,0195,
0,0001 y 0,0041, respectivamente).

Las plantas que tuvieron rayado disminuyeron en un 7,3% sus niveles medios de
ACO; con respecto al tratamiento control (Fig. 11 a, b). La interaccién del tratamiento y la
fecha en las hojas jovenes (p<0,0001) se debe a que se observé el efecto contrario a partir
del 11/11 (Fig. 11 b).

El rayado de ramas no produjo ningtin efecto significativo sobre los valores medios
de la variable Ci/Ca (Fig. 11 ¢, d). Sin embargo, se encontré una interaccién entre la
aplicacion de este tratamiento y la fecha en las hojas jovenes (p=0,0088) a causa de una
disminucion en los niveles de Ci/Ca en la fecha 15/10 en respuesta al rayado (Fig. 11 d).

En cuanto al pardmetro E, fue encontrada una interaccidon entre rayado y fecha en
ambos tipos de hojas (p=0,0141 y <0,0001). La disminucion de la tasa transpiratoria fue
observada en el tratamiento con rayado en la fecha 28/10, y fue mds notoria en las hojas
jovenes (Fig. 11 e, g).

Las plantas con rayado expresaron un DPV superior con respecto a las que no tenian
la aplicacion de esta técnica (27,99 vs. 26,93 mb), aunque la diferencia entre los tratamientos
se manifest6 solamente en una de las fechas evaluadas (Fig. 11 g, h), resultando significativa

la interaccion rayado y fecha en las hojas jovenes (p<0,0001).
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Figura 11. Efectos de la aplicacién del rayado de ramas a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos
sobre: (a,b) asimilacion neta del CO, (ACO,, pmol.m’z.s'l), (c,d) relacién CO, interno/CO, del aire
(Ci/Ca), (e,f) tasa de transpiracion (E: mol.m?s™) y (g,h) déficit de presion de vapor (DPV, mb), en
hojas maduras y hojas jovenes del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estindar y las
medias seguidas de asterisco simple (*) o doble (**) indican diferencias significativas (p< 0,05 y
<0,01, respectivamente), test LSD. Rayado de ramas: aplicacién 15/10.
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Gs (mmol m2s1)

EUA (umol CO,.mol H,0™)

Con respecto a la variable Gs, la interaccidon rayado y fecha (p<0,0001) se observo
una disminucién de este pardmetro, hacia fines de octubre, posterior a la aplicacién del
rayado (Fig. 12 a, b).

La aplicacion del rayado provocé una disminucién de EUA en aproximadamente un

10% con respecto al control sin tratar en ambos tipos de hojas (p=0,0040; Fig. 12 c, d).
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Figura 12. Efectos de la aplicacién del rayado de ramas, a los 15 dias posteriores a la caida de pétalos
(15/10), sobre: (a,b) conductancia estomdtica (Gs, mmol.m?2s™) y (c,d) eficiencia del uso del agua
(EUA, pmol CO,/mol H,0) en hojas maduras y hojas jovenes del cv. Navelate. Las lineas verticales
indican el error estandar y el asterisco (*) indica diferencia significativa entre medias (p<0,05), segin
el test LSD.
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Anexo 12. Efecto de las interacciones entre los factores aplicados sobre los parametros
del metabolismo fotosintético de las hojas maduras y de las hojas jovenes, del cv.

‘Navelate’.

En cuanto a la interacciéon de los factores (p<0,0001) sobre la variable Relacién de
CO; interno/CO; del aire (Ci/Ca), se observaron que, en ambos tipos de hojas, los valores
menores correspondieron a las combinaciones N1 con Rayado y N2 control, en relacion a las

combinaciones de los demads tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrogeno (N) en la fertilizacion
inicial, la aplicacion de giberelina (AG3) a la caida de pétalos y de rayado a los 15 dias
posteriores (R), sobre la Relacion CO; interno/CO, del aire (Ci/Ca) de las hojas maduras y
de las hojas jovenes, del cv. Navelate.

Relacién CO; interno/CO; del aire (Ci/Ca)

Tlpq de Hojas maduras Hojas jovenes
hoja
Nivel de N N1 N2 N1 N2
Rayado -R +R -R +R -R +R -R +R

0Oppm AG; 0,59a 047b 047b 0,53a 0,62a 048c 044c 055D
S0 ppm AGs 0,53a 0,58a 0,54a 0,55a 0,53b 0,53b 0,55b 0,51b

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicacion de AGs: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comtin no son
significativamente diferentes (particionado por tipo de hoja), segun test de DGC, p< 0,05.

En ambos tipos de hojas del cv. Navelate, la EUA fue mayor en los tratamientos N1
y cuando se utiliz6 N2 combinado con AGs;, en relacion a los demads tratamientos aplicados

(»<0,0001; Tabla 5).
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Tabla 5: Interacciones entre los efectos de la dosis de nitrégeno (N) en la fertilizacidon
inicial, la aplicacién de giberelina (AGs3) y de rayado (R), sobre la eficiencia del uso del agua
(EUA, umol CO»/mol H,0) de las hojas maduras y de las hojas jovenes, del cv. Navelate.

Eficiencia del uso del agua (EUA, pmol CO,/mol H,0)

Tlpq de Hojas maduras Hojas jovenes
hoja
Nivel de N N1 N2 N1 N2
Rayado -R +R -R +R -R +R -R +R

0ppm AG; | 3415,1a 1972,7b 2119,3b 2706,2b | 3638,5a 2117,8c 2134,5c 2703,5b

S&E}pm 2091,8b 2369,5b 3128,9a 2457,5b 2195,8c 2742,4b 3249,2a 27189b
3

N1: 800g y N2: 1300g de urea por arbol. —R: sin rayado, +R: con rayado. Fertilizacién nitrogenada:
11/09, aplicacion de AGj;: 01/10 y rayado de ramas: 15/10. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (particionado por tipo de hoja), segtn test de DGC, p< 0,05.

Anexo 13. Efecto de los factores aplicados sobre la evolucion de los carbohidratos no

estructurales de las hojas jovenes y frutos en fase I, del cv. ‘Navelate’.

Las hojas jovenes de la brotacion de primavera presentaron un incremento en el valor
de glucosa (p=0,0490) con el nivel N2 en comparacion a N1, en la fecha de medicion
correspondiente al 12/11 (Fig. 13).

La aplicacion de 50 ppm de AG3 provocé un incremento en el contenido de glucosa
(p=0,0001), que se evidencid a los 15 dias posteriores a la realizacion del tratamiento (Fig.
14 a). Por otro lado, modificé el nivel medio del contenido de almid6n, disminuyéndolo
(p<0,0001). Este efecto se mantuvo durante el mes de octubre, mientras que a fin del mes de
noviembre se observé un resultado contrario (Fig. 14 b).

La aplicacion de rayado produjo un aumento en los niveles foliares de almidén

(p=0,0002) unicamente en la dltima fecha del mes de noviembre (Fig. 15).
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Figura 13. Efecto del nivel de nitrégeno de la fertilizacién inicial sobre el contenido de glucosa
(mg.g MS™) en hojas de la brotacién nueva del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error
estandar y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD (p<0,05). N1: 800g

y N2: 1300g de urea, aplicacion 11/09.
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Figura 14. Efecto de la aplicacién de giberelina sobre el contenido de: (a) glucosa (mg.g MS™) y (b)
almidén (mg glucosa.gMS™) en hojas de la brotacién nueva del cv. Navelate. Las lineas verticales
indican el error estandar y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD (p<
0,05). (Aplicacién de 50 ppm de AG; el 01/10).
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Figura 15. Efecto del rayado de ramas (aplicaciéon 15/10) sobre el contenido de almidén (mg
glucosa.g MS™) en hojas de la brotacién nueva del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el
error estandar y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD (p< 0,05).

Una interaccidn entre nivel de nitrégeno y fecha fue observada para los contenidos
de sacarosa y almidén (p=0,0005 y p=0,0006, respectivamente). Los frutos en desarrollo
presentaron contenidos medios de sacarosa superiores con el nivel N2 en la primera fecha de
observacion (15/10), mientras que lo contrario ocurrié durante el mes de noviembre (Fig. 16
a). Con respecto al almidén, los frutos del tratamiento N1, expresaron un mayor nivel de
almiddn en relacién a las plantas con N2 hacia fines de octubre, mientras que a mediados de
noviembre se observo el efecto contrario (Fig. 16 b).

Los frutos de las plantas que tuvieron el tratamiento de AGs presentaron menores
contenidos de fructosa y de almidén (p=0,0004 y p=0,0104, respectivamente) a mediados de
noviembre (Fig. 17 b y c). Posteriormente, se observaron mayores niveles de glucosa
(p=0,0015) y fructosa en la dltima semana de noviembre, en respuesta a la aplicacion de
AGs; (Fig. 17 ayb).

El rayado disminuyé el contenido de almidén de los frutos (p=0,0369), siendo

significativas las diferencias entre tratamientos en la fecha 12/11 (Fig. 18).
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medias, test LSD (p< 0,05). N1: 800g y N2: 1300g de urea, aplicacion 11/09.
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significativas entre medias, test LSD (p<0,05). Aplicacion de 50 ppm de AG; el 01/10.
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Figura 18. Efectos del rayado de ramas (aplicacion 15/10) sobre el contenido de almidén (mg
glucosa.g”' MS) en frutos en etapa I de desarrollo del cv. Navelate. Las lineas verticales indican el
error estandar y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD (p< 0,05).

Anexo 14. Efecto de los factores aplicados sobre la evolucion del contenido de prolina

de las hojas maduras, hojas jovenes y frutos en fase I, del cv. ‘Navelate’.

En las hojas maduras, el efecto de nivel de fertilizacién fue dependiente de la fecha
de andlisis, debido a la interaccidn significativa entre estos factores (p=0,0101). Durante el
mes de octubre no se detectaron diferencias entre medias, mientras que a mediados del mes
de noviembre el contenido de prolina en hojas maduras fue superior en el tratamiento N1 en
comparacion al nivel N2 (Fig. 19 a).

En los frutos, el nivel de nitrégeno inicial presentd una interaccion significativa con
la fecha de medicién (p=0,0038). Asi, los frutos de las plantas fertilizadas con la mayor
dosis de nitrégeno presentaron niveles superiores de prolina en la primer fecha (15/10),
mientras que en la fecha siguiente (30/10) se observo el efecto contrario (Fig. 19 b).

En cuanto al rayado de ramas, en las hojas jovenes se observo una interaccion entre
los factores rayado y fecha (p=0,0025), debido a la disminucién del contenido de prolina en
la fecha 11/11 en las hojas nuevas de las plantas con la aplicacion de esta técnica en relacion

al testigo (Fig. 19 c).
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Figura 19. Efecto de los factores nivel de nitrégeno de la fertilizacion inicial en: (a) hojas maduras,
(b) frutos en crecimiento; y efecto del rayado de ramas en: (c) hojas de la nueva brotacién, sobre el
contenido de prolina (umol g' MS) en el cv. Navelate. Las lineas verticales indican el error estdndar
y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre medias, test LSD p< 0,05. N1: 800g y N2:
1300g de urea, aplicacion 11/09, y aplicacion de rayado de ramas el 15/10.
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Anexo 15. Relacion entre el porcentaje de nitrégeno foliar, indice SPAD y la
fluorescencia de la clorofila con las variables productivas

Tabla 6. Valores ‘p’ correspondientes a los Coeficientes de Pearson, resultantes de la
relacion entre las variables indice de verdor (SPAD), fluorescencia de la clorofila (OFSII y
Fv/Fm) y las de produccién (% cuajado de frutos, N° frutos.pl” y Kg.pl™), en ambos tipos de
hojas observadas en ‘Navelate’, durante la estacion primaveral.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 02-oct  14-oct 28-oct 11-nov 24-nov 17-dic
Hoja % C frutos 0,0498 0,0001 ns ns
madura %N foliar  N° frutos.pl’’ ns ns 0,0001 0,0329
Kg. plI’! ns ns  0,0001 0,0020
SPAD % C frutos ns 0,0124 0,0497 ns ns ns
% C frutos 0,0298 0,0409 ns ns ns 0,0254
OFSII Ne frutos. pI””  0,0119 ns ns ns ns ns
Kg.pl'  0,0085 ns ns ns ns ns
""" Hoja =~ %Cfrutos 00036 ns  ns  ns
joven %N foliar  Ne frutos. pl” ns 0,0340 ns ns
Kg. pl'1 ns 0,0498 ns ns
SPAD % C frutos ns ns 0,0006 ns 0,0008 ns
% C frutos ns ns ns 0,0153 ns 0,0006
DFSII Ne frutos. pI'  0,0004 ns ns ns 0,0119 ns
Kg.pI” 0,000l ns ns ns 00066 ns
N° frutos. pl”! ns 0,0486 ns 0,0119 ns ns
Fv/Fm
Kg. pl ns ns ns 0,0162 ns ns

ns: no signitificativo (p>0,05).
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Anexo 16. Coeficientes de correlacion de Pearson y valor ‘p’, resultantes de la relacion
entre los parametros Indice SPAD, porcentaje de nitrogeno foliar (%MS), y

fluorescencia de la clorofila.

En general, en las hojas maduras, las correlaciones entre los parametros indice de
verdor (SPAD), contenido de nitrégeno foliar y fluorescencia de la clorofila fueron débiles
(<0,2). Estas correlaciones fueron de mayor importancia en las hojas jovenes (Tabla 7),
donde se destacan las relaciones entre el indice de verdor con los pardmetros de rendimiento
cuantico del FSII y la eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm), como también entre estos
ultimos (®rsiy y Fv/Fm), las cuales resultaron significativas y tuvieron un sentido positivo

(Tabla 7).

Tabla 7. Coeficientes de correlacion de Pearson y valor ‘p’, resultantes de la relacién entre
los pardmetros Indice SPAD, contenido de nitrégeno foliar (%MS), rendimiento cudntico del
FSII (®FSII) y la eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm), en funcién del tipo de hoja.

Coeficiente

Tipo de hoja Pardmetros valor ‘p’
de Pearson

Indice OFSII 0,4699 <0,0001

SPAD Fv/Fm 0,5683 <0,0001

Hoja joven OFSII 0,1459 0,0005

% N foliar
Fv/Fm 0,1985 <0,0001
OFSII Fv/Fm 0,5264 <0,0001
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Anexo 17. Relacion entre los parametros del intercambio gaseoso del metabolismo

fotosintético y las variables productivas

Tabla 8. Valor ‘p’ correspondientes a los coeficientes de correlacion de Pearson, resultantes de la
relacién entre los pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético con las variables

productivas, segun la fecha y tipo de 6rgano evaluado, de ‘Navelate’.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 02-oct 14-oct  28-oct  11-nov  24-nov
Hoja ACO, N° frutos. pl’ 0,0431 0,0006 ns ns ns
madura  (umol.m>s") Kg. pl'! ns 0,0012 ns ns ns
Gs N° frutos. pl’ 0,0016  0,0037 ns ns ns
(mmol.m?.s™) Kg. pl'! 0,0039  0,0032 ns ns ns
. N° frutos. pl’1 0,0002 ns ns ns 0,0057
E (mol.m™~.s™") |
Kg. pI' <0,0001 ns ns ns 0,0059
N° frutos. pl’1 ns 0,0426 ns ns ns
Ci/Ca 1
Kg. pI' ns 0,0342 ns ns ns
N° frutos. pI"  0,0421  0,0046 ns ns ns
DPV (mb) |
Kg. pI' ns 0,0135 ns ns ns
EUA N° frutos. pI”"  <0,0001  0,0007 0,0002 0,0323 ns
Kg. pl'! <0,0001  0,0012  0,0007 ns ns
~ Hoja ACO, N° frutos. pI’ ns 00094 ns 00110 ns
joven (pmol.m’Z.S'l) Kg. pl'l ns 0,0114 ns 0,0072 ns
Gs N° frutos. pl’ ns ns ns ns ns
(mmol.m”.s™) Kg. plI'! ns ns ns ns ns
- N° frutos. pl 0,0013  0,0048 ns ns <0,0001
E (mol.m™~.s™") |
Kg. pI 0,0004  0,0377 ns ns <0,0001
N° frutos. pl'1 0,0391 ns ns ns ns
Ci/Ca 1
Kg. pI 0,0240 ns ns ns ns
N° frutos. pl'1 ns 0,0038 ns 0,0018 ns
DPV (mb) 1
Kg. pI' ns 0,0263 ns 0,0008 ns
N° frutos. pl'l <0,0001 0,0021 ns 0,0102 ns
EUA
Kg. pI'! <0,0001  0,0030 ns 0,0161 ns

Referencias: asimilacién neta del CO, (ACQO;), conductancia estomatica (Gs), relacion CO,
interno/CO, del aire (Ci/Ca), tasa de transpiracién (E), eficiencia del uso del agua (EUA, umol

COy/mol H,0) y déficit de presion de vapor (DPV). ns: no significativo (p>0,05).
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Anexo 18. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los parametros del intercambio

gaseoso del metabolismo fotosintético

Las correlaciones entre los diferentes pardmetros resultantes del intercambio gaseoso
del metabolismo fotosintético no presentaron variaciones de importancia entre el grado de
madurez de la hoja, por ello en la Tabla 9 se presenta una sintesis promedio de las relaciones
obtenidas de todo el periodo y de ambos tipos de hojas.

La asimilacion neta del CO, (ACO,) presentd una correlacion significativa y positiva
con la conductancia estomdtica (Gs), la tasa de transpiracion (E) y la eficiencia del uso del
agua (EUA), aunque la relaciéon mas fuerte fue entre ACO, y Gs (Tabla 9). Por otro lado, se
encontré que la ACO; se correlaciond de manera significativa y negativa con la relacion
CO; interno/CO, del aire (Ci/Ca) y el déficit de presion de vapor (DPV), respectivamente
(Tabla 9). La conductancia estomatica (Gs) también presentd una alta correlacidon positiva
con la tasa de transpiracion (E). Por el contrario, su relacion con el DPV fue inversa (Tabla
9). La variable Ci/Ca tuvo una correlacion positiva con el DPV y negativa con el EUA,
aunque en ambos casos esta fue débil (Tabla 9). Por udltimo, la eficiencia del uso del agua

(EUA) se correlacioné negativamente con el DPV y con E (Tabla 9).
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Tabla 9. Coeficientes de correlacién de Pearson y valor ‘p’, resultantes de la relacidon entre

los pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético, del cv. Navelate,

promedios de todo el periodo y tipos de hojas evaluados.

Variables Coeficiente de Pearson  valor ‘p’

Gs 0,7788 <0,0001

Ci/Ca -0,2198 <0,0001

ACO,

(umol.m2s™ E 0,5967 <0,0001
DPV -0,5404 <0,0001

EUA 0,5600 <0,0001

Ci/Ca -0,0144 0,7083

Gs E 0,8565 <0,0001
(mmol.m?.s™) DPV -0,4624 <0,0001
EUA 0,0844 0,0280

E 0,0773 0,0442

Ci/Ca DPV 0,2467 <0,0001
EUA -0,3899 <0,0001

E DPV -0,0407 0,2898
(mol.m?.s™) EUA -0,2305 <0,0001
DPV (mb) EUA -0,6579 <0,0001

Referencias: asimilacion neta del CO, (ACQO;), conductancia estomdtica (Gs), relaciéon CO,
interno/CO, del aire (Ci/Ca), tasa de transpiraciéon (E), eficiencia del uso del agua (EUA, pmol

COy/mol H,0) y déficit de presion de vapor (DPV).
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Anexo 19. Coeficiente de correlacion de Pearson entre los parametros del intercambio

gaseoso del metabolismo fotosintético, SPAD y fluorescencia de la clorofila

Otras correlaciones entre los pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo
fotosintético, con las variables indice SPAD, el rendimiento cuantico del FSII (®FSII) y la
eficiencia maxima del FSII (Fv/Fm) resultaron significativas (Tabla 10). En las hojas
jovenes, se destacan las relaciones que presentaron un mayor coeficiente, como son las
variables ACO; y E con el indice SPAD, ademds la tasa de transpiracién (E) con el
parametro Fv/Fm (Tabla 10). El contenido de nitr6geno foliar de las hojas maduras presentd
correlaciones significativas con algunos pardmetros fotosintéticos, los coeficientes fueron
negativos con ACO, y la EUA, mientras que tuvieron sentido positivo con Ci/Ca y DPV.
Por otro lado, en las hojas jévenes el %N foliar present6 correlaciones positivas con ACO»,

Ci/Cay la EUA (Tabla 10).
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Tabla 10. Coeficiente de correlaciéon de Pearson y valor p°, resultantes de la relacién entre los
pardmetros del intercambio gaseoso del metabolismo fotosintético con las variables SPAD vy
fluorescencia de la clorofila, particionados segiin el tipo de érgano.

Tipo de . -
, Variables Coeficiente de Pearson valor p’
Organo
Hoja Gs SPAD 0,1622 0,0029
Madura (mmol.m™.s™) Fv/Fm 0,1521 0,0052
OFSII 0,2224 <0,0001
Ci/Ca
Fv/Fm 0,1196 0,0283
SPAD 0,1583 0,0036
E
S OFSII 0,2090 0,0001
(mol.m~.s™)
Fv/Fm 0,2906 <0,0001
DPV OFSII 0,2542 <0,0001
(mb) Fv/Fm 0,1989 0,0002
""" Hoja.”£™= ' SPAD 05087 <0001
Joven ACO, %N foliar 0,3365 <0,0001
(umol.m*.s™") ®FSII 0,2718 <0,0001
Fv/Fm 0,3689 <0,0001
SPAD 0,4532 <0,0001
Gs
. OFSII 0,1789 0,0011
(mmol.m~.s™)
Fv/Fm 0,3672 <0,0001
SPAD -0,1464 0,0072
Ci/Ca
%N foliar 0,2991 <0,0001
SPAD 0,5968 <0,0001
E
b OFSII 0,3686 <0,0001
(mol.m~.s™)
Fv/Fm 0,5459 <0,0001
SPAD 0,1649 0,0024
DPV
OFSII 0,2443 <0,0001
(mb)
Fv/Fm 0,2435 <0,0001
%N foliar 0,2725 <0,0001
EUA
Fv/Fm -0,1404 <0,0001

Referencias: asimilacion neta del CO, (ACO,), conductancia estomatica (Gs), relacion CO,
interno/CO, del aire (Ci/Ca), tasa de transpiracién (E), eficiencia del uso del agua (EUA, umol
COy/mol H,0) y déficit de presion de vapor (DPV).
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Anexo 20. Relacion entre el contenido de carbohidratos no estructurales y las variables

productivas

Tabla 11. Valor ‘p’ correspondientes a los coeficientes de correlacion de Pearson, resultantes
de la relacién entre el contenido de carbohidratos con los pardmetros de produccién (N°
frutos. pI” y Kg. pI™"), particionados segtn el tipo de 6rgano y la fecha de observacién.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja Glucosa N° frutos. pl’’ 0,0131 ns ns ns
joven Kg. plI! 0,0154 ns ns ns
N° frutos. plI’ ns ns 0,0262 ns
Fructosa .
Kg. pI ns ns 0,0189 ns
N° frutos. pl'1 0,0356 ns ns ns
Sacarosa 1 0.0304
Kg. pI' , ns ns ns
~ Frutos  N°frutos.pl” 000259 ns ns 00196
Glucosa .
Kg. pI 0,0147 ns ns 0,0170
N° frutos. pl'l ns 0,0488 ns ns
Sacarosa .
Kg. pI ns 0,0584 ns ns
N° frutos. pl'1 0,0483 ns ns ns
Almidén |
Kg. pI 0,0376 ns ns ns

ns: no significativo (p>0,05).
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Anexo 21. Coeficiente de correlacion de Pearson (valor ‘p’), resultantes de la relacion

entre los diferentes carbohidratos no estructurales

En cuanto a las relaciones observadas entre los distintos carbohidratos no
estructurales, en todos los 6rganos analizados se encontré una estrecha relacién positiva
entre los monosacaridos glucosa y fructosa (Tablas 12 y 13). En las hojas maduras, ambos
monosacaridos tuvieron un momento de relacion negativa con la sacarosa a fines de octubre
y luego se transformé en positiva. Un comportamiento similar fue observado en las hojas
jovenes, mientras que en los frutos las relaciones entre estos carbohidratos solubles fueron
solamente positivas (Tablas 12 y 13). Con respecto al almidon se encontré una relacion
positiva con el nivel de fructosa en las hojas jévenes a mediados de octubre. En los frutos en
desarrollo, el almidon se correlaciond de manera negativa con el nivel de glucosa a
mediados del mes de octubre, cambiando de sentido en la fecha siguiente (Tablas 12 y 13).

Por ultimo, no se hallaron relaciones significativas entre los niveles de sacarosa y almiddn.

Tabla 12. Coeficientes de correlacion de Pearson, resultantes de la relacién entre los
carbohidratos no estructurales, en cada tipo de oOrgano evaluado y fecha analizada, en
‘Navelate’.

Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja Fructosa 0,62 0,97 0,87
Glucosa
madura Sacarosa -0,71 0,58
Fructosa Sacarosa -0,67 0,63
""" Hoja Fructosa 074 074 074
) Glucosa
joven Sacarosa 0,61 -0,52 0,57
Sacarosa -0,55
Fructosa
Almidoén 0,82
""" Frutos @~ Fructosa 054 088 059
Glucosa Sacarosa 0,83
Almidoén -0,52 0,49
Fructosa Sacarosa 0,66 0,79
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Anexo 22. Relacion entre el contenido de carbohidratos no estructurales de los
diferentes érganos

Tabla 13. Valor ‘p’ correspondientes a los coeficientes de correlacion de Pearson, resultantes
de la relacion entre los carbohidratos no estructurales, en cada tipo de 6rgano evaluado y
fecha analizada, en ‘Navelate’.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja Fructosa 0,0023 <0,0001 ns 0,0023
madura Glucosa Sacarosa ns 0,0001 0,0048 ns
Fructosa Sacarosa ns 0,0004 ns 0,0122
~ Hoja  Fructosa  ns <0,0001  0,0007 0,0006
Glucosa
joven Sacarosa 0,0023 ns 0,0107 0,0073
Sacarosa ns 0,0049 ns ns
Fructosa
Almidon 0,0127 ns ns ns
" Frutos  Fructosa  0,0060 ns <0,0001 0,0274
Glucosa Sacarosa ns ns <0,0001 ns
Almidon 0,0094 0,0142 ns ns
Fructosa Sacarosa ns 0,0005 <0,0001 ns

ns: no significativo (p>0,05).
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Anexo 23. Coeficiente de correlacion de Pearson (valores ‘p’), resultantes de la relacion
entre el contenido de carbohidratos con las variables SPAD, fluorescencia de la

clorofila, e indicadores de estrés

Otras correlaciones entre los distintos carbohidratos no estructurales con las demds
variables fisiol6gicas medidas resultaron significativas (Tablas 14 y 15). En las hojas
maduras, el nivel de prolina se correlacioné de manera inversa con los contenidos de
almidén y de sacarosa, medidos en diferentes fechas. Ademads el contenido de N foliar
present6 un coeficiente negativo con el contenido de sacarosa de fines de octubre. En estas
hojas, ademds el almidén se relacioné de una manera positiva con el indice SPAD (Tabla
14). En las hojas jovenes, en la primer fecha de andlisis (14/10), la eficiencia maxima del
FSII (Fv/Fm) tuvo una correlacién negativa con el contenido de glucosa. En estas hojas, el
indice SPAD tuvo una correlacidn positiva con los niveles de glucosa y fructosa de la fecha
30/10, y de almidén de la siguiente fecha (11/11). A fines de noviembre el indice SPAD
presenté una correlacién negativa con los niveles de glucosa y sacarosa (Tabla 14). El
contenido foliar de N tuvo coeficientes positivos con los niveles de sacarosa y de almidén en
algunas fechas medidas. Ademads, en las hojas jovenes, el nivel de prolina presenté una
relaciéon negativa con la fructosa, pero positiva con la glucosa. Por dltimo, en los frutos se

encontré que la prolina tuvo una relacidon positiva con el contenido de glucosa y almidén

(Tabla 14 y 15).
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Tabla 14. Valor ‘p’ correspondientes a los coeficientes de correlacion de Pearson resultantes
de la relacién entre el contenido de carbohidratos con las variables SPAD, fluorescencia de
la clorofila a, e indicadores de estrés, particionados segtn el tipo de 6rgano y la fecha de
observacion.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja prolina ns ns 0,0094 ns
Sacarosa
madura %N foliar ns 0,0356 ns ns
prolina 0,0034 ns ns ns
Almidén
SPAD 0,0477 ns ns ns
"""" Hoja~ =~ prolma  ns ns 00384  ns
joven Glucosa Fv/Fm 0,0013 ns ns ns
SPAD ns 0,0386 ns ns
prolina ns ns 0,0357 ns
Fructosa
SPAD ns 0,0388 ns ns
SPAD ns ns ns 0,0234
Sacarosa
% N foliar ns ns ns 0,0056
SPAD ns ns 0,0113 ns
Almidon
% N foliar ns 0,0051 ns ns
 Frutos Glucosa | prolina  ns 0,0341 ns ns
Almidén prolina ns 0,0046 ns ns

ns: no significativo (p>0,05).
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Anexo 24. Relacion entre el contenido de carbohidratos no estructurales con

parametros fisiologicos

Tabla 15. Coeficiente de correlacion de Pearson y valores ‘p’, resultantes de la relacion entre
el contenido de carbohidratos con las variables SPAD, fluorescencia de la clorofila, e
indicadores de estrés, particionados segtn el tipo de 6rgano y la fecha de observacidn.

Valores ‘p’ de Coeficientes de Pearson

Variables 14-oct 28-oct 11-nov 24-nov
Hoja prolina -0,5406
madura Sacarosa BN foliar L0.4307
prolina -0,5735
Almidon
SPAD 0,4081
""" Hoja prolina 04250
joven Glucosa Fv/Fm -0,6183
SPAD 0,4248
prolina -0,5119
Fructosa
SPAD 0,4242
SPAD -0,4923
Sacarosa
%N foliar 0,5821
SPAD 0,5076
Almidon
% N foliar 0,5523
" Frutos Glucosa - prolina 04339
Almidén prolina 0,5586
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Anexo 25. Coeficiente de correlacion de Pearson entre el contenido de prolina,

malondialdehido, indice SPAD y nitrégeno foliar

En general, el contenido de prolina que presentaron las hojas maduras se
correlacion de forma negativa con %N foliar (%MS), mientras que este Ultimo se relaciond
positivamente con el contenido de MDA (Tabla 16). Por otro lado, en estas hojas no se
observaron correlaciones entre prolina y MDA. En las hojas jovenes, el nivel de prolina
mostré una correlacion significativa y positiva con el MDA y ambas variables se

correlacionaron positivamente con el indice SPAD y el %N foliar (Tabla 16).

Tabla 16. Coeficiente de correlacion de Pearson y valor ‘p’, resultantes de la relacidon entre
el contenido de prolina (uM. g MS™), malondialdehido (nmol MDA g MS™) indice SPAD y
contenido de nitrégeno foliar (%MS), segtn el tipo de hoja.

_ ] Coeficiente
Tipo de hoja Pardmetros valor p’
de Pearson

Hoja prolina %N foliar -0,4185 0,0003
madura MDA %N foliar 0,3095 0,0323

prolina MDA 0,4131 0,0035
Indice SPAD 0,6667 <0,0001
prolina
Hoja joven 9N foliar 0,5153 <0,0001

Indice SPAD  0,4739 0,0007
%N foliar 0,4228 0,0028

MDA

182



Anexo 26. Modelo de regresion lineal de la relaciéon entre el contenido de prolina y el
indice SPAD de las hojas jovenes

El modelo de regresion lineal que represent6 la relacion entre el contenido de prolina
(‘y’) de las hojas jovenes con su valor SPAD (‘x’°), fue ‘y= 50,11 + 0,61x’ (p<0,0001) con un
ajuste R*= 0,44 (Fig. 20).
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Figura 20. Modelo de regresion lineal simple que representa la relacion entre el contenido de prolina
(*y’) de las hojas jovenes y su valor SPAD (‘x’), correspondiente al cv. Navelate.
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