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VASCULARIZACION DEL PEDICELO Y CRECIMIENTO DEL
FRUTO DE Citrus sinensis var. Salustiana Y SU RELACION
CON EL CONTENIDO DE ACIDO INDOLACETICO

Libia E. Laskowski', Consuelo Monerri®, Amparo Garcia-Luis® y José Luis Guardiola®

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo establecer el proceso de vascularizacion del pedicelo y el crecimiento inicial del fruto de Citrus
sinensis L. Osbeck var. Salustiana en relacioén con el contenido de acido indolacético. Se emplearon plantas de un huerto ubicado
en Museros, provincia de Valencia, Espafia. Desde la antesis hasta 118 dias después de antesis (dda) se colectaron estructuras
reproductivas y en el laboratorio se determinaron los cambios anatémicos y el crecimiento de la superficie en seccion transversal
del pedicelo y el incremento en masa seca del fruto. Simultaneamente se cuantifico el acido indolacético (AIA) en estos 6rganos
empleando cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El incremento en la superficie transversal del pedicelo estuvo
determinado por el aumento en superficie en la seccion transversal del xilema y el floema, con mayor tasa a partir de los 62 dda,
debido a la actividad del cambium vascular. El xilema y el floema continuaron desarrollandose hasta el final del estudio, pero a
partir de los 76 dda la superficie del floema activo se mantuvo constante debido al desarrollo de capas internas de fibras. Durante
el periodo de crecimiento estudiado, la concentracion de AIA tanto en los pedicelos como en el fruto fue marcadamente superior
durante la post-antesis y luego disminuy6 abruptamente. Los méaximos niveles de AIA coincidieron con los procesos de division
celular y diferenciacion en el pedicelo y con la fase lenta de crecimiento del fruto. Las cinéticas de crecimiento del pedicelo y
fruto fueron muy similares, observandose una mayor tasa de incremento en materia seca del fruto durante el periodo de mayor
desarrollo del tejido vascular secundario, principalmente del xilema.
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ABSTRACT

Pedicel development and fruit growth in Citrus sinensis ‘Salustiana’ and their relation with indol-acetic acid content
Experiments were performed in fruits collected from Citrus sinensis (L.) Osbeck var. Salustiana with the objective to establish the
relationship between indol-acetic acid content and, fruit and pedicel development during the initial growth stage. Reproductive
structures of different trees from an orchard in Museros (Valencia, Spain) were collected periodically, from anthesis to 118 days
after anthesis and used to determine cross-sectional area of pedicel, anatomical changes, dry mass of fruit, and indol-acetic acid
(IAA) content using HPLC. The increase in cross-sectional area of pedicel was related to the increase in cross-sectional area of
xylem and phloem, with greater rate from the 62 dda, due to the activity of the vascular cambium. Xylem and phloem continued
developing until the end of the study (118 dda), but from the 76 dda the active phloem area remained constant due to the
development of internal fiber layers. During the period of study the concentration of AIA in the pedicel as in the fruit was
noticeably superior during postanthesis, and soon it diminished sharply. The maximum levels of IAA fitted with processes of
cellular division and differentiation in pedicel and with the slow phase of growth of the fruit. Growth kinetic of pedicel and fruit
were noticeably similar, being observed a greater rate of increase in fruit dry mass during the period of greater development of the
secondary vascular tissue, mainly of xylem.

Additional key words: Orange, AIA, anatomy of pedicel

INTRODUCCION pues se considera que la tasa de acumulacion de

nutrientes en el fruto puede estar potencialmente

La relacion entre el desarrollo del tejido limitada por la capacidad del sistema vascular

vascular del pedicelo y el crecimiento, de los (Bustan et al., 1995; Guardiola y Garcia-Luis,

frutos en Citrus ha motivado diversos estudios 2000). Esta suposicion conlleva a la posibilidad
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teorica de incrementar el tamafio final del fruto si
ocurre una mayor vascularizacion del pedicelo,
por lo que la literatura sobre el tema incluye
ademas de los aspectos de crecimiento, los
relacionados con el efecto de la aplicacion de
auxina debido a su efecto en la induccion del
tejido vascular (Aloni, 1995 y 2001).

De acuerdo con Bustan et al. (1995) el
desarrollo del pedicelo en pomelo es concomitante
al incremento del tejido wvascular y ambos
anteceden al crecimiento exponencial del fruto. En
este mismo sentido, Sachs (2000) sostiene que ha
medida que ocurre el crecimiento del fruto éste
ajusta su conexion al tallo promoviendo, a través
de la produccion de acido indolacético (AIA), el
desarrollo del tejido wvascular. Sin embargo,
Garcia-Luis et al. (2002) han demostrado que la
acumulacion de materia seca en Citrus
clementina, aunque no estd limitada por la
capacidad de transporte del floema, existe una
relacion entre la tasa de crecimiento del fruto y la
formacion de xilema. Por su parte, Mesejo et al.
(2003) encontraron en mandarina Satsuma que a
pesar de existir una estrecha relacion entre
aplicacion exdgena de auxinas al pedicelo y su
vascularizacion, este efecto no se tradujo en un
incremento significativo en el tamafo final del
fruto.

Para comprender el complejo efecto de la
aplicacion de auxina en la diferenciacion del
tejido vascular se debe considerar que éste
depende tanto de la concentracion como de la
distribucion de la hormona en el tejido en un
momento dado (Aloni, 2001), y que la
modificacion del gradiente de auxina entre el fruto
y el pedicelo puede provocar importantes
alteraciones fisiologicas y anatomicas, ya que
durante los procesos de desarrollo el flujo de AIA
esta rigurosamente bajo control homeostatico
(Drazeta et al., 2004).

De acuerdo con Bangerth (1997), realizar
estudios para identificar sustancias de crecimiento
endogenas y relacionar su concentraciéon con los
procesos de desarrollo en los cuales se cree
participan es relevante en biotecnologia. En
relacion a los citricos Goldschmidt (1976) sostiene
que el acido indolacético es la principal auxina en
el género Citrus, presente en altos tenores en el
ovario y frutos pequefios. El-Otmani et al. (1995)
también han recopilado informacion sobre niveles
endogenos de AIA en la flor y fruto de diversas

especies de citricos, mientras que Okuda y
Hirabayashi (1998) y Yuan et al. (2003) aportan
datos sobre el contenido de AIA en pedicelos de
mandarina y naranja en relacion a la abscision. Sin
embargo, estos trabajos no proporcionan
informacién sobre los procesos de diferenciacion
y crecimiento del fruto, en los cuales se conoce
intervienen las auxinas (Aloni, 2001; Drazeta et
al., 2004). En este sentido, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el contenido enddgeno de
acido indolacético durante el crecimiento del
pedicelo y fruto de Citrus sinensis var. Salustiana
y establecer su relacion con los procesos de
vascularizacion del pedicelo y crecimiento inicial
del fruto en esta especie.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en un huerto de naranjo
dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) cv. Salustiana,
injertado sobre patron citrange Troyer (Citrus
sinensis (L.) Osbeck. x Poncirus trifoliata (L.)
Raf), ubicado en Valencia, Espafia, a 17 msnm,
bajo condiciones climaticas propias  del
mediterraneo, con riego, fertilizacion y control
fitosanitario considerados como adecuados.
Dentro de la plantacion se seleccionaron 25
arboles al azar con caracteristicas similares en
vigor y nivel de floracion. En estos arboles se
etiquetaron un total de 152 brotes uniflorales con
4 a 5 hojas, recién en antesis, para ser utilizados
como patrén de referencia del estado de desarrollo
del fruto durante el estudio. Se realizaron nueve
muestreos de organos reproductivos con su
pedicelo desde antesis hasta 118 dias después de
antesis (dda), en intervalos entre 10 y 14 dias.
Para el estudio anatomico se tomaron al azar diez
organos reproductivos en cada fecha de colecta,
mientras que para la determinacion del contenido
endogeno de AIA el tamafio de la muestra vari6 a
medida que ocurri6 el crecimiento del fruto. El dia
0 se colectaron 300 flores en antesis y luego del
cuajado la muestra vario de 150 a 40 frutos y se
dividi6 en dos repeticiones independientes.

A fin de conocer el proceso de crecimiento y
desarrollo inicial del pedicelo se emplearon
variables microestructurales y  bioquimicas,
consistentes en: i) descripcion de los cambios
anatomicos; ii) determinacion de la evolucion de
la superficie en seccion transversal (SST) del
pedicelo y tejido vascular y iii) cuantificacion del
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contenido de AIA. El crecimiento inicial en el
fruto se determind con base a variables
macroestructurales y bioquimicas consistentes en:
i) evolucion en la masa seca y ii) cuantificacion
del contenido de AIA.

Estudio anatémico

En el laboratorio se separaron con bisturi los
pedicelos del fruto a una distancia de 0,5 mm del
caliz, se cortaron a igual distancia del tallo y se
preservaron en FPA (formalina-acido propionico-
etanol, 1:1:18). Para su estudio fueron
rehidratados en serie descendente de etanol hasta
agua y se obtuvieron secciones transversales
de 30 um de espesor empleando un micrétomo de
congelacion (Microm HM 440 E). Diez secciones
de cada uno de los diez pedicelos colectados
fueron tefiidas con  safranina-verde luz,
deshidratadas en serie ascendente de etanol hasta
tolueno y montadas permanentemente con
Entellan sobre laminas portaobjeto (Jonhansen,
1940). En base a la observacion de las secciones al
microscopio optico (Nikon-Alpha Phot-2), se
realiz6 la descripcion histologica de los pedicelos
y se calculo la superficie en seccion transversal de
sus componentes a partir de la media de los
diametros medidos en seccion transversal con un
micrometro, asumiendo al pedicelo como una
estructura formada por tejidos continuos
dispuestos en forma concéntrica. Durante el
desarrollo temprano del pedicelo, cuando el tejido
vascular formaba haces, la superficie del xilema y
floema fue medida utilizando sus imagenes
digitalizadas en computadora, a través del
programa Soft Imaging System Analysis.

A partir del inicio del crecimiento secundario
la superficie en seccion transversal del floema
se calculd de dos maneras: i) considerando el
total de tejido desarrollado y ii) excluyendo los
estratos de fibras con el objeto de considerar s6lo
el floema funcional (conductor), de acuerdo con
terminologia empleada por Schneider (1968). Los
resultados fueron promediados y se calculo el
error estandar.

Determinacion del contenido de Acido
indolacético en frutos y pedicelos

En el laboratorio, los pedicelos provenientes de
cada muestreo (entre 150 y 40 dependiendo de la
fecha) se cortaron entre el caliz y el tallo y a los
frutos se le elimino el estilo y el caliz, utilizando

un bisturi. A partir del dia 76 dda, los frutos
fueron ademas discriminados entre corteza y
vesiculas. Todo el material vegetal se liofilizo
durante 24-48 horas y para cada fecha de colecta
se determin6 la masa seca de las dos repeticiones
utilizando una balanza de precision. Las muestras
de pedicelos y frutos fueron pulverizados y
guardados en congelador a -20 °C  para la
posterior determinacion de los niveles de acido
indolacético (AIA) libre utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC).

Para la extraccion, 1 g de peso seco de cada
muestra fue homogenizado en 35 mL de
metanol al 80 % con 100 mgL' de BHT
(hidroxitoluenobutilado) a 4 °C durante 20 horas.
El extracto fue centrifugado y re-extraido dos
veces por 3 horas. El extracto total (85 mL) fue
centrifugado, evaporado a sequedad 'y
resuspendido con 10 mL de acetato amoénico 10
mM. A continuacion, el extracto se prepurificod en
columnas de PVPP (polyvinylpolypyrrolidona,
Sigma) de 20 mL, utilizando como medio de
eluccion 50 mL de acetato amonico 10 mM. La
fraccion correspondiente a las auxinas (30 mL
finales) se reforz6 con 200 ng de éacido
indolpropionico (AIP) para el calculo de las
pérdidas durante el proceso.

La purificacion de la fraccion auxinas se
realizd en tres fases sucesivas, utilizando para
cada muestra cartuchos de purificacion conectados
a jeringas desechables de 20 mL. En la primera
fase de purificacion se utilizaron dos cartuchos en
serie de intercambio anidonico (QMA de Waters).
Estos fueron cargados lentamente con los 30 mL
de extracto y se eluydé con 12 mL de é&cido
acético 0,2 M. En una segunda fase, el extracto se
incorpor6 a un cartucho C18 Sep-Pack
(Waters) y su separacion se realizé6 con 5 mL de
metanol 50 % en acido acético 0,1 M. Se recogid
el eluato en tubos de fondo coénico de 25 mL y se
procedid a su evaporacion utilizando corriente de
nitrogeno hasta quedar aproximadamente 1-2 mL.
Esta fraccion se resuspendid con 5 mL de 4cido
acético 0,1 M y se utilizd en la tercera fase de
purificacion. Para ello se conect6 un cartucho C18
Sep-Pack (Waters) a una jeringa de vidrio, se
cargd la muestra y se eluyo con 3 mL de éter. A
continuacion se procedié a evaporar el éter con
corriente de nitrégeno hasta completa sequedad.
La fraccion de auxina resultante se resuspendid
con 0,2 mL de metanol al 50% en agua mili Q, se
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filtro utilizando un millipore tipo HV de 0,45 pm
y se guardd en el congelador en tubos de
Eppendorf para su cuantificacion por HPLC.

La separacion de las auxinas por HPLC se
llevé a cabo en una columna Kromasil 100 C18
(25 x 0,46 cm) de 5 p de tamaio de particula
equipada con precolumna ODS. En 20 uL de
extracto conteniendo entre 1 a 5 ng de AIA se
eluy6 con un flujo de 1 mL-min™' usando 60 % de
metanol durante 10 minutos. A continuacion, se
utiliz6 un gradiente de 30 a 60 % de metanol en
40 minutos. La identificacion se realizd con un
detector de fluorescencia bajo condiciones de
280 nm de excitacion y 350 nm de emision.

Para la cuantificacion del AIA las areas de los
perfiles cromatograficos de al menos dos
repeticiones de las muestras procesadas se
compararon con los perfiles obtenidos con
patrones de AIA y AIP. Las pérdidas durante el
procesamiento se calcularon a través de la
cuantificacion del acido indolpropiénico afiadido
durante la purificacion del extracto, obteniéndose
una recuperacion final entre el 40 y 60 % del AIP.

El célculo y analisis de los resultados se realizo
utilizando el programa de procesamiento de datos
cromatograficos ~ Millennium 32 (Water
Associates). Los resultados de las dos repeticiones
se promediaron y se calculo el error estandar.

RESULTADOS
Caracteristicas anatomicas del pedicelo
durante su desarrollo

Los pedicelos durante 1la antesis se

caracterizaron anatdmicamente por presentar una
epidermis uniestrata de células pequenas;
seguidamente el cortex se observo de forma
irregular por la presencia de trazas foliares y
formado por dos tipos de células parenquimaticas:
mas pequenas y en division por debajo de la
epidermis y de mayor tamafio a continuacion.
Dentro del cortex, en contacto con la epidermis, se
observaron glandulas oleiriferas en desarrollo. El
tejido vascular se observo dispuesto en 10 a 12
haces vasculares colaterales abiertos, pequefios, en
circulo irregular, separados entre si por 1 a 4 filas
de células (Figura 1A), observandose vasos en
desarrollo entre el xilema y floema,
caracteristicamente con paredes poco lignificadas
y células muy pequefias y en division, dando
inicio a la diferenciacion del cambium fascicular

(Figura 1B). En la parte central de estos pedicelos
se observo una médula parenquimatica de células
pequeiias dispuesta en forma circular (Figura 1A).

Durante el desarrollo inicial del fruto los
pedicelos mostraron caracteristicas morfoldgicas y
anatomicas similares a la de antesis, con
variaciones principalmente en el tejido vascular.
En pedicelos de 11 dda se observaron haces con
mayor desarrollo de xilema y floema con respecto
a la antesis y la diferenciacion del cambium
fascicular (Figura 1C), mientras que la
diferenciacion del cambium interfascicular fue
observable entre los 21 y 34 dda. (Figura 1D).

A los 48 dda el tejido vascular aunque muy
desarrollado formaba todavia haces vasculares y
se completd la diferenciacion del cambium
vascular, dando inicio al crecimiento secundario,
observable claramente en pedicelos de 62 dda
(Figuras 2A), con tejido wvascular dispuesto
radialmente. Para esta fecha se observo la
presencia de grupos de fibras perifloematicos de 2
a 4 células de espesor y la presencia de fibras en
proceso de diferenciacion dentro del floema
primario, mientras que el xilema se caracteriz6 por
el desarrollo continuo de elementos de los vasos

(Figura 2B).
Entre los 76 y 118 dda continuo la
diferenciacion radial de xilema y floema

secundario. Este periodo se caracterizd ademas
por la formacion de lenticelas en un suber
incipiente y la esclerotizacion del floema primario,
con continua formacién de grupos de fibras a
partir de elementos conductores, progresando
hacia el interior del cilindro vascular (Figura 2C).
Al final del periodo en estudio, a los 118 dda,
la zona cambial presentd 4 a 6 filas de espesor; el
xilema se observo del tipo poro-difuso, con gran
cantidad de fibras y escaso parénquima, mientras
que el floema se mostr6 formado por dos o tres
estratos de fibras (elementos no conductores) que
alternaron con igual nimero de estratos de células
cribosas y de parénquima (floema activo) en
contacto con la zona cambial (Figura 2D).

Cambios en la superficie en seccion transversal
del pedicelo y el tejido vascular

Tras la antesis y hasta aproximadamente 34
dda el crecimiento en superficie transversal del
pedicelo fue baja y a partir de ese momento se
incremento6, con un crecimiento lineal a partir de
62 dda hasta el final del estudio, a los 118 dda
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(Figura 3).

El crecimiento del tejido vascular siguio la
misma cinética sigmoidal del pedicelo (Figura
3). Tanto el xilema como el floema mostraron un
crecimiento lento tras la antesis hasta
aproximadamente los 34 dda. A continuacion y
hasta el final de las determinaciones
experimentales, se incrementd a mayor velocidad
la superficie transversal ocupada por ambos
tejidos, a mayor tasa el xilema. A partir de los 76
dda se observd que mientras la superficie del
floema en su conjunto se incrementd
progresivamente hasta los 118 dda, el floema
funcional (con exclusion de las capas de fibras)
mantuvo una superficie transversal constante
durante ese periodo de tiempo (Figura 3).

A final del estudio el xilema alcanz6é una

superficie transversal media de 2,6 = 0,1 mm?>, 60
veces mayor que la mostrada en antesis, mientras
que la superficie transversal del floema alcanzo
1,4 + 0,4 mm?, aproximadamente 30 veces mayor
que la observada durante la antesis (Figura 3).

En general, la proporcion de los tejidos
componentes del pedicelo se modificé durante su
crecimiento. Desde antesis hasta aproximadamente
34 dda el tejido vascular represent6 el 23 % de los
tejidos del pedicelo, mientras que el resto
constituy6 el tejido fundamental. A partir de esa
fecha esta proporcion se invirtid por el rapido
desarrollo del tejido vascular, de tal manera que
al final del periodo de estudio el xilema y floema
ocuparon el 59 % de la superficie en seccion
transversal del pedicelo, con una mayor proporcion
de xilema (39 %) que de floema (20 %).

Figura 1. A. Organizacion histologica del pedicelo de la flor en antesis. B. Detalle de un haz vascular del
pedicelo de la flor en antesis. Se observa el desarrollo del floema y xilema a partir de células del
procambium: Los vasos del metaxilema presentan paredes en proceso de lignificacion. C. Detalle del
tejido vascular a 11 dda. Se observan dos haces vasculares con diferente grado de diferenciacion del
floema y xilema. D. Detalle de un haz vascular a los 21 dda. El haz presenta mayor grado de desarrollo
de floema y xilema. Se observa el inicio de la diferenciacion del cambium con la division periclinal de
células situadas entre el xilema y floema y en el parénquima interfascicular (sefialado con flechas).
Leyenda: Co = Cortex, E = epidermis, F = floema, Fi = fibras, Gl = glandula, Hv = haz vascular, Me =

médula, Tr = traza foliar, X = xilema.
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Figura 2. Caracteristicas anatomicas del crecimiento secundario del pedicelo durante la fructificacion de
C. sinensis var. Salustiana. A. Seccion transversal mostrando el arreglo histoldgico del pedicelo a los
62 dda. El tejido vascular dispuesto en cilindro irregular, con fibras alrededor del floema en anillo
discontinuo. B. Detalle del cilindro vascular a 62 dda. Se observa la zona cambial y el xilema y floema
de reciente diferenciacion. En el metafloema se observan abundantes cristales y algunas fibras
(senaladas con flecha). C. Arreglo histoldgico del pedicelo a los 118 dda, con el tejido vascular en
cilindro continuo y nuevos desarrollos de fibras en el floema. D. Detalle del cilindro vascular a los 118
dda donde se muestra el xilema secundario, la zona cambial y el floema constituido por dos a tres capas
separadas entre si por anillos de fibras. Leyenda: Ca= cambium, Co= Cortex, Cr= cristales, E=
epidermis, F= floema, Fi= fibras, Gl= glandula, Me= médula, Tr= traza foliar, X= xilema
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Cambios en el contenido de AIA en el pedicelo
En la Figura 4 se presentan los cambios en
concentracion (ng-g” de materia seca) y contenido
(ng por pedicelo) de AIA durante el crecimiento
inicial del fruto de Salustiana. Después de la
antesis la concentracion de AIA aumento
considerablemente hasta alcanzar su wvalor
maximo a los 21 dda (500 ng-g" de materia seca),
luego disminuy6 levemente, oscilando entre 420 y
450 ng-g"' de materia seca hasta los 48 dda. A
partir de esa fecha, la concentracion de AIA
declin6é notoriamente hasta los 76 dda cuando se
registrd un valor medio de 77 ng-g" de materia
seca, la cual se mantuvo aproximadamente
constante hasta los 118 dda, significativamente
por debajo de los valores medios registrados al
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inicio del crecimiento del pedicelo. Paralelamente,
el contenido de AIA por pedicelo (inserto en
Figura 4) alcanz6 un maximo de 4 ng por pedicelo
entre los 48 y 62 dda y a continuacion disminuyo6
hasta 2 ng/pedicelo a los 76 dda, valor medio que
se mantuvo con pocas variaciones hasta el final

del estudio, a los 118 dda.
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Figura 4. Cambios en los niveles de AIA en
pedicelos de C. sinensis var. Salustiana

Crecimiento del fruto

De acuerdo con la Figura 5, el crecimiento
inicial del fruto se ajustd a las primeras fases de
una curva sigmoidal, muy lento desde antesis
hasta aproximadamente 48 dda y a continuacion
se mantuvo exponencial hasta el final del estudio.
La tasa de acumulacion de materia seca aumentod
marcadamente a partir de los 48 hasta 118 dda,
con un corto periodo de ralentizacion entre los
dias 62 y 76 después de antesis, durante el cual la
tasa fue constante. Al final del estudio la tasa de
crecimiento absoluto en materia seca fue
equivalente a 0,23 g-dia” por fruto (méximo) en
comparacion a los 0,006 g-dia’ en promedio
registrados durante la fase lenta de crecimiento.

Cambios en el contenido de AIA en el fruto

En la Figura 6 se presentan tanto los cambios
en la concentracion como el contenido de AIA del
fruto de Salustiana durante su crecimiento inicial.
La concentracion de AIA en el fruto se mantuvo
elevado entre antesis y 21 dda, periodo durante el
cual oscil6 entre 53 y 77 ng'g”' de materia seca. A
partir de ese momento disminuy6 abruptamente
hasta los 62 dda fecha a partir de la cual se
mantuvo constante, registrandose a los 118
dda una media de 20 ng-g”, correspondiendo

en su totalidad a la porcion corteza, ya que entre
los 76 y 118 dda no se detectaron niveles
significativos de AIA en la porcion vesiculas, al
realizar por separado su cuantificacion.

A pesar de la disminucion de la concentracion
del AIA, su contenido en el fruto se incrementd
notablemente desde la antesis (0,7 ng por ovario)
hasta el final del estudio, a los 118 dda (inserto en
Figura 6), cuando se registr6 un valor medio de
150 ng por fruto, correspondiente en su totalidad a
la fraccion corteza.
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Figura 5. Crecimiento inicial del fruto de C.

sinensis var. Salustiana
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Figura 6. Cambios en los niveles de AIA en
frutos de C. sinensis var. Salustiana durante
su crecimiento inicial

DISCUSION

En el pedicelo de C. sinensis, a semejanza de
otras especies de Citrus (Bustan et al., 1995; Erner
y Shomer, 1996; Garcia-Luis et al., 2002), el
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crecimiento se caracterizO por un continuo y
creciente desarrollo del tejido vascular, con una
tasa luego de la diferenciacion del cambium
vascular, observandose una mayor proporcion de
xilema frente al floema durante el crecimiento
secundario. En particular, el pedicelo de
Salustiana se caracterizd por la progresiva
esclerificacion del floema, evidente desde los
76 dda. De acuerdo con Mauseth (1986) este
hecho se relaciona con una disminucion de la
superficie del floema con capacidad de transporte
y un incremento en la funcidbn mecéanica de
sostén.

En relacién a la concentracion de AIA en el
pedicelo de Salustiana, los maximos valores
cuantificados durante la post-antesis (Figura 4)
coinciden con los reportados por Okuda y
Hirabayashi (1998) en Kiyomi tangor para ese
mismo periodo y los valores minimos observados
al final del estudio coinciden con los senalados
por Yuan et al. (2003) durante el cuajado final de
C. sinensis. De acuerdo con la evolucion
registrada en nuestro estudio, el lapso de mayor
concentracion de AIA en el pedicelo de Salustiana
coincidi6 con los procesos de division vy
diferenciacion celular que conllevaron a la
formacion de xilema y floema primarios, y a la
formacion del cambium vascular todo ello durante
la fase de crecimiento lento del pedicelo. A su
vez, los menores niveles de AIA se detectaron
durante el crecimiento exponencial en superficie
transversal del pedicelo como consecuencia del
creciente desarrollo del tejido vascular secundario,
periodo donde se observd ademas la
esclerificacion del floema. Estos resultados
implican una sensibilidad particular de los tejidos
en proceso de diferenciacion a la variacion en el
contenido de auxina (Davies, 1995). Asi, en el
pedicelo de Salustiana altos contenidos de AIA
fueron requeridos para la diferenciacion temprana
del tejido vascular, lo cual concuerda con las
propuestas de Sachs (1981; 2000) y Aloni (1995;
2001) sobre el papel de las auxinas en el proceso
inicial de vascularizacion en las plantas.

Por otro lado, el creciente desarrollo de tejido
vascular secundario observado en el pedicelo una
vez disminuido el contenido de AIA, concuerda
con el efecto posicional del AIA propuesto por
Uggla et al. (1998; 2001), segtn el cual el AIA se
concentra o posesiona en la zona cambial

dirigiendo su tasa de division, de tal forma que la
actividad auxinica sobre el desarrollo del tejido
vascular se mantiene a pesar de disminuir la
concentracion total.

En relacion al fruto de Salustiana, su
crecimiento simple sigmoidal fue semejante a los
descritos para C. sinensis por Bain (1958) y, Story
y Treeby (1999) mostrando una transicion de la
fase lenta a la fase exponencial, tiempo critico en
el desarrollo del fruto a los 48 dda (Figura 5).
Contrariamente al incremento registrado para la
materia seca, la curva de concentracion de AIA en
el fruto mostro ser decreciente, con niveles
maximos posterior a la antesis y luego una brusca
disminucioén (Figura 6), coincidiendo tanto en
valores como en su evolucion con lo reportado
en naranja Valencia por Yuan et al. (2003) y para
otras especies de citricos (Goldschmidt, 1976; El-
Otmani et al., 1995).

Sobre la aparente contradiccién de bajos
niveles de AIA durante la fase exponencial de
crecimiento, Kojima (1996) sefiala que
probablemente mas que la concentracion es el
contenido total de AIA el determinante de la
aceleracion del crecimiento en esta fase. Los
resultados del estudio coinciden ademas en
vincular altos contenidos de AIA con procesos de
division celular y bajos con procesos de desarrollo
histolégico (Laskowski et al., 2006), lo cual se
explica asumiendo que estos procesos dependen
de finos balances hormonales tal como lo sefialan
Davies (1995) y Drazeta et al. (2004).

En Citrus sinensis var. Salustiana se observo
un gran paralelismo entre la cinética de
crecimiento del pedicelo y el fruto durante el
desarrollo inicial de ambos o6rganos (Figuras 3 y
5), correlacion esta ya sefialada para otras especies
de Citrus (Bustan et al., 1995; Erner y Shomer,
1996). Durante el periodo de estudio el
crecimiento del fruto de Salustiana coincidid,
aunque con un ligero retraso, con el proceso de
desarrollo del xilema y floema hasta los 76 dday a
partir de esta fecha mostré una mayor vinculacion
con el desarrollo del xilema secundario,
coincidiendo con lo observado en Citrus
clementina por Garcia-Luis et al. (2002).

En relacion al floema secundario, se puede
afirmar que en la naranja Salustiana una superficie
constante de floema funcional fue suficiente para
sostener el incremento en incorporacion de
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materia seca durante el crecimiento exponencial
del fruto, mientras que la esclerotizacion de la
porcion restante se requirid para sostener el fruto
en desarrollo.

CONCLUSIONES

En Citrus sinensis var. Salustiana existe una
estrecha relacion entre el crecimiento del fruto y el
desarrollo del tejido wvascular del pedicelo.
Durante el crecimiento secundario del pedicelo
el crecimiento del fruto estd vinculado
principalmente con el desarrollo de xilema debido
a la progresiva esclerotizacion del floema.

Después de la antesis, la concentracion de
AIA en los pedicelos alcanzd valores maximos
coincidiendo con la diferenciacion del cambium
vascular. A partir de 62 dda los niveles de AIA en
el pedicelo disminuyeron y en consecuencia,
el crecimiento secundario se produjo en
condiciones de concentracion de  AIA
relativamente bajas.

Los mayores niveles de AIA en el fruto se
presentaron luego de la antesis y se relacionaron
con la fase lenta de crecimiento, mientras que el
aumento en la velocidad de crecimiento del fruto
ocurri6é en condicion de baja concentracion pero
alto contenido de AIA.
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