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PROLOGO

Cuando ve la luz una obra bien hecha, que contribuye al conocimiento cientifico y mejora lo
hasta entonces realizado, se percibe su trascendencia. Cuando, ademds, posee el atractivo de que
con ella se ayuda a mejorar la practica cotidiana, se tiene |a certeza de ello.

No se entiende, en el siglo XXI, una agricultura basada exclusivamente en el empirismo y la
experiencia, por muy amplia que ésta sea. Hace falta algo mas. En efecto, el cultivo de las especies
frutales debe estar basado en la exaltacion de sus caracteres genéticos y en el conocimiento de la
influencia que el medio ejerce sobre su desarrollo. A ello se unen los factores enddgenos respon-
sables de sus mecanismos de vida. Los dos primeros, carga genética y medio, no son modifica-
bles en términos agrondmicos; los procesos fisioldgicos, sin embargo, si lo son. Pero para ello se
precisa de su entendimiento, y podran ser utilizados en agricultura tanto mejor cuanto mas pro-
fundamente sean conocidos. A esta utilizacion practica y racional del conocimiento la denomina-
mos cultivo y a las técnicas que de ella emanan, practicas de cultivo. Estas constituyen el método
para orientar al arbol en la direccion deseada, esto es, hacia la obtencion de cosechas elevadas de
frutos de gran calidad. Naturalmente, 1a citricultura no es una excepcion al respecto.

El primer paso para el avance en esta parcela del saber es conocer cémo son las plantas, sus
Organos y sus tejidos. Sélo en la medida en que accedamos a su conocimiento entenderemos su
funcionamiento. Y ello es lo que consigue el estudio que se presenta. Escrito con lenguaje cien-
tificamente depurado, preciso y con rigor, recorre todos los drganos de una planta citrica expli-
cando como estan organizados y como son sus tejidos. El apoyo grafico, con fotografias de gran
calidad, permite al lector seguir el texto con facilidad y ahondar en el conocimiento bésico de es-
tas especies. Desvela lo misterioso, por oculto, de los citricos hasta implicar al lector en una lec-
tura inevitable.

El libro esta avalado por sus autores, cientificos de gran prestigio en citricultura, con muchos
afos de dedicacion y con una labor reconocida en todo el mundo. Ello hace grande a este libro,
en el que muchos encontrardn una razon para el estudio y otros explicaciones hasta entonces no
entendidas, y todos el placer de leer ciencia en estado puro, esto es, como es un citrico "por den-
tro" y cémo estd "organizado”.

La obra se convierte en imprescindible por su calidad y por la carencia de este tipo de estu-
dios, no abordados desde los afios 60. Desde entonces, el avance en las técnicas de microsco-
pia Optica y electrdnica hacia todavia mas necesario el estudio que aqui se presenta. Estudiantes,
profesionales y, en general, l0s estudiosos de |a citricultura, encontrardn en él un texto formativo
de gran valor cientifico.

Manuel Agusti Fonfria






PREFACIO

El cultivo de los citricos es una tradicion muy arraigada en toda la cuenca mediterranea. Esta
practica supone una fuente apreciable de riqueza para los habitantes de las comarcas o regiones que
la explotan comercialmente.

El estudio de los citricos en Espafia comenzd a principios del siglo pasado en torno a la Gran-
ja Agricola de Burjassot, concretamente en la Estacion Naranjera de Levante, una institucion pio-
nera constituida en el afio 1931 y dedicada integramente a tal fin. Con posterioridad, a mitad de los
afos 70, el personal de la Estacion se trasladd a otras instalaciones mas modernas y espaciosas,
localizadas en Montcada, que hoy conocemos como Instituto Valenciano de Investigaciones Agra-
rias (IVIA). En este Instituto se contintia profundizando hoy dia en el conocimiento y en la mejora
del cultivo de los citricos.

Los trabajos de histologia y citologia interesaron al Dr. Eduardo Primo Millo desde su inicio en
el mundo de la investigacion agraria. Suya fue |a idea de, con el paso del tiempo, recopilar las apor-
taciones que su equipo venia realizando en este campo. Una antigua iniciativa que hoy se materiali-
za en esta "Histologfa y Citologia de Citricos". Este texto comienza con la descripcion tanto de las
estructuras y de los sistemas membranosos que pueden contener las células como de los diferentes
tejidos que componen un citrico. A continuacion se aborda la germinacion de la semilla, un com-
plejo proceso de degradacion y movilizacion de reservas nutritivas que permitiran el crecimiento de
gstructuras vegetativas vitales para 1a planta: el tallo y 1a raiz. El estudio de la porcion enterrada de la
planta, la raiz, comienza con su ontogenia y su estructura primaria y prosigue incidiendo sobre su
crecimiento secundario y su ramificacion, asi como sobre el papel que algunas fitohormonas pue-
den tener en estos procesos. La descripcion del tallo, en particular de su sistema vascular, y de 1a
hoja, se aborda haciendo hincapié en los cambios que experimenta la anatomia foliar en condicio-
nes medioambientales que inducen estrés en los citricos, como por ejemplo la salinidad. Para fina-
lizar se describe la morfologia y 1a anatomia de las estructuras reproductivas de los citricos repa-
sando los cambios anatomicos y ultraestructurales que se producen en las distintas partes de la flor
y en el fruto durante los procesos de floracion y de fructificacion. La mayoria de las descripciones
anatomicas, histoldgicas y ultraestructurales que aparecen en este texto estan ilustradas con image-
nes obtenidas en la investigacion realizada en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal del Departamen-
to de Citricultua y Otros Frutales del IVIA.

Este libro no solamente nacié como un reto personal de los autores, sino para intentar cubrir un
hueco en la literatura de citricos relacionada con la Biologia Celular. Esperemos que su lectura cau-
tive a nuevos entusiastas del estudio de los citricos y que sirva de apoyo 0 quiza de guia a otros en
sus tareas docentes, investigadoras o agricolas.

Quisiera agradecer al Dr. Manuel Agusti Fonfria sus comentarios y precisiones sobre el conteni-
do del libro, asi como sus facilidades a la hora de proporcionarnos material grafico para la cons-
truccion de este texto.

Por dltimo, quiero destacar que algunas de las fotograffas que aqui aparecen, en las que se
muestran detalles de 1a morfologia del tallo, de la flor y del fruto, fueron realizadas por Eduardo
Alonso Cabo, compafiero del [VIA muy apreciado y querido al que afioramos.

Francisco R. Tadeo






1. LA CELULA Y SUS COMPONENTES

Todos los organismos vegetales, incluidos los citricos, estan formados por células, que a Su vez
se dividen en compartimentos individuales por medio de membranas semipermeables. En las célu-
las que forman los diferentes tejidos de los citricos podemos encontrar los siguientes orgdnulos y
componentes: pared celular, sistemas membranosos (membrana plasmética o plasmalema, tono-
plasto, reticulo endopldsmico), ribosomas, vacuola, ndcleo, mitocondrias, plastos, areas de Golgi
y microcuerpos (Fig.1.1).

Figura 1.1. Componentes de una célula tipica de citricos.
RE = Reticulo endoplasmico.

En una célula, el plasmalema encierra un espacio denominado protoplasto, mientras que se
denomina citoplasma o citosol al espacio celular que se encuentra por fuera de 1as membranas
de los orgdnulos. Dado que el plasmalema de una célula se comunica con el de otra célula veci-
na a través de unos canales denominados plasmodesmos, los protoplastos asi unidos de una
planta conforman un espacio continuo que se denomina simplasto. Al espacio de la planta exclui-
do por el plasmalema, es decir, a las paredes celulares y a los espacios intercelulares, se le deno-
mina apoplasto.

1.1 LA PARED CELULAR.

Las células de todos los tejidos de los citricos presentan por la parte externa del plasmalema
una pared celular gruesa y relativamente rigida que permite el transporte pasivo de substancias (Fig.
1.2A). Los constituyentes quimicos que forman la pared se sintetizan en el citoplasma y son secre-
tados después al exterior para entrar a formar parte de la pared celular. Por tanto, la pared es un



producto y no un componente del citoplasma de la célula. La pared es indispensable para la célu-
la ya que, si no existiera, la incorporacion de agua por via osmgtica produciria un hinchamiento de
la célula que culminaria en su explosion. No obstante, 1a pared es relativamente eldstica y permite,
dentro de ciertos limites, cambios reversibles en el volumen celular.

La pared celular estd compuesta fundamentalmente por carbohidratos (90% en peso seco) y por
proteinas (10% en peso seco). La pared, dada su composicion, puede incorporar y retener agua y,
por tanto, sus componentes se encuentran hidratados. Entre los carbohidratos encontramos pecti-
nas, celulosa y hemicelulosa. Las proteinas son glicoproteinas (cadenas polipeptidicas unidas a
carbohidratos) especialmente ricas en el aminodcido hidroxiprolina.

En la pared de una célula madura pueden distinguirse varias capas, que de fuera hacia dentro
de la célula son: la ldmina media, la pared primaria y 1a pared secundaria (Fig. 1.2B). La ldmina
media esta compartida por las células en sus puntos de contacto y estd compuesta por pectinas.
La pared primaria, situada inmediatamente por debajo de la 1amina media, estd compuesta por
microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y proteinas. La pared secundaria se deposita a continua-
cion de la primaria nicamente en algunos tipos celulares. En general, es mucho mas gruesa que
la pared primaria y estd compuesta por celulosa y otras substancias como lignina (en 1os vasos
del xilema), cutina (en la cara externa de |a epidermis) o suberina (en |a hipodermis, la endoder-
mis y el stber). La pared secundaria comprende, de fuera hacia dentro, tres capas denominadas
S1, So 'y Sg. En cada una de ellas las microfibrillas de celulosa se disponen en una orientacion
diferente a la de la capa anterior.

Figura 1.2. Estructura de la pared celular. A: Microfotografia al microscopio electrénico de
transmision de la pared primaria y la Idmina media de dos células del cortex del estilo de una
flor de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis [L.] Osb.). Contraste: Acetato de uranilo y citrato
de plomo. CW = pared celular; M = mitocondria; D = dictiosoma. B: Esquema de la estructura de
la pared celular.

Los plasmodesmos son canales que se forman en la pared y que ponen en comunicacion las
células contiguas (Fig. 1.3). Estos canales son muy comunes entre células jovenes y en algunos
casos pueden persistir durante toda la vida celular. A su través se establece la libre circulacion de
liquidos, solutos y macromoléculas. Asociados a los plasmodesmos suelen encontrarse cisternas
de reticulo endopldsmico liso o rugoso. En algunas ocasiones pueden establecerse comunicacio-
nes entre plasmodesmos muy préximos formandose plasmodesmos ramificados.



Figura 1.3. Estructura del plasmodesmo. Microfotografias, al microscopio electronico de
transmision, de plasmodesmos ramificados y no ramificados presentes en paredes de células
del cortex de estilos de flores de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis [L.] Osb.) en los
estadios de pre-antesis (A) y antesis (B). Pd = plasmodesmo; IT = invaginacion del tonoplasto.
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

1.2. LAS MEMBRANAS CELULARES: EL PLASMALEMA, EL TONOPLASTO Y EL RETi-
CULO ENDOPLASMICO

El plasmalema o membrana plasmatica delimita el protoplasto y se sitda por debajo de la pared
celular (Fig. 1.4). Al espacio que queda entre la pared y el plasmalema se le denomina espacio peri-
plasmico. El tonoplasto es la membrana que delimita otro espacio celular denominado vacuola
(Figs. 1.4A, Cy D). Ambas membranas estan formadas por lipidos, proteinas y oligosacaridos. Los
lipidos forman una doble capa con los grupos apolares o hidréfobos en el centro y 1os polares o
hidrofilos en el exterior, en contacto con la fase acuosa. Las proteinas son anfipdticas, es decir, tie-
nen una distribucion asimétrica de los grupos polares y apolares que hace posible que estén en
parte embebidas en la membrana y en parte sobresalgan de ella. Podemos encontrar dos tipos de
proteinas en las membranas: las integrales, que atraviesan completa o parcialmente la membrana,
y las periféricas, que estan unidas a los lipidos de la membrana o a otras proteinas integrales. Los
oligosacaridos forman el glicocalix y pueden estar tanto asociados covalentemente a los lipidos
como a las proteinas.

Las membranas son semipermeables, es decir, dejan pasar al disolvente pero no al soluto. El
disolvente se mueve hacia donde el soluto es mas abundante para intentar igualar la concentracion.
Las membranas dejan pasar a favor de gradiente de concentracion moléculas pequefias polares
como el agua, el CO9, la urea o el glicerol, mientras que son impermeables a las moléculas no pola-
res como el oxigeno, el nitrégeno o el benceno. Sin embargo, las membranas son impermeables a
las moléculas polares grandes no cargadas, como los azlcares, y a todas las moléculas cargadas,
como los iones. Mediante los denominados sistemas de transporte, éstos dos Gltimos grupos de
moléculas pueden atravesar las membranas. El transporte puede realizarse a favor de gradiente,
electroquimico o de concentracion, y no se requiere gasto energético. A este tipo de transporte se
le denomina pasivo. Este tipo de transporte puede realizarse por difusion simple a través de cana-
les de la membrana o por difusion facilitada a través de proteinas transportadoras. Si el transporte
gs contra gradiente, éste requiere energia, que se obtiene a través de 1a degradacion del ATP, y se



denomina transporte activo. Este tipo de transporte requiere |a participacion de proteinas integrales
transmembranosas como las ATPasas.

Figura 1.4. Microfotografias, al microscopio electronico de transmision, de células del cortex
del estilo procedentes de flores de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.). En ellas se
observan porciones del plasmalema y del tonoplasto tanto normales como formando
invaginaciones. D = dictiosoma; EP = espacio periplasmico IP = invaginacion del plasmalema;
IT = invaginacion del tonoplasto; M = mitocondria; P = plasmalema; RER = reticulo endoplasmico
rugoso; T = tonoplasto; V = vacuola. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Algunas macromoléculas, como las proteinas o los acidos nucleicos, pueden entrar en la célu-
la englobadas en una membrana que proviene del plasmalema. A este proceso se le denomina
endocitosis. Asi mismo, las macromoléculas pueden seguir el camino opuesto y abandonar la célu-
la. A este proceso se le denomina exocitosis. Ambos procesos requieren gasto de energia.



Figura 1.5. Microfotografias, al microscopio electronico de transmision, de células del
mesocarpo de ovarios procedentes de flores de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.).
En ellas se observan regiones del citoplasma con grandes acimulos de ribosomas formando
polisomas (A) y secciones de reticulo endoplasmico rugoso (B). ER = reticulo endoplésmico;
M = mitocondria; R = ribosomas. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Ademas del plasmalema y del tonoplasto existen sistemas internos de membranas distribui-
dos por el citoplasma, solos o agrupados, que se denominan, globalmente, reticulo endoplasmi-
co (RE) (Fig. 1.5B). Estos sistemas membranosos corresponden tridimensionalmente a cisternas,
tabulos y vesiculas. La presencia o no de ribosomas adheridos a su superficie los diferencia en
rugoso y liso. Los ribosomas pueden también encontrarse libres por el citoplasma (Fig. 1.5A).
Los ribosomas estén formados por dos subunidades, una mayor y otra menor, y realizan la sin-
tesis de proteinas. Para cumplir esta funcion, los ribosomas se asocian formando polirribosomas
0 polisomas. Esta asociacion ocurre tanto en el citoplasma como en el RE rugoso. En el RE rugo-
S0 se almacenan las proteinas sintetizadas por los ribosomas para unirles oligosacaridos. Una
vez glicosiladas, las glicoproteinas saldran del RE incluidas en vesiculas hacia diferentes puntos
de destino bien en el citoplasma o bien en la pared celular. EI RE liso se dispone frecuentemen-
te cerca de |a pared celular y participa en la sintesis de fosfolipidos con destino al plasmalema y
a otras membranas celulares.

1.3. EL CITOPLASMA Y LA VACUOLA

El citoplasma o citosol es la zona del protoplasma que se encuentra por fuera de las mem-
branas de los orgdnulos (Fig. 1.6). Al microscopio electrénico aparece sin estructura, aunque
estd atravesado por el citoesqueleto. El citoesqueleto estd formado por elementos filamentosos y
contractiles, los microtdbulos y los microfilamentos, l0s cuales confieren a la célula un armazon
interno y, por tanto, estabilidad. EI citoplasma interviene en el intercambio de substancias entre
los orgdnulos celulares y, ademds, es el medio en el que se producen tanto la degradacion de
azlcares (la glicolisis), como el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato y parte de la biosintesis
de dcidos grasos.



Figura 1.6. Microfotografias al microscopio electrénico de transmisién de células de la
epidermis (A) y del mesocarpo (B) del ovario procedentes de flores de naranjo dulce Navelate
(Citrus sinensis L. Osh.). C = citoplasma; EP = epidermis; N = nicleo;.NL = nucleolo; P = plasto;
V = vacuola. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Las vacuolas poseen, en general, una apariencia amorfa. El jugo vacuolar, el material que relle-
na la vacuola, puede ser de naturaleza fibrilar o granular. En las células meristematicas suele obser-
varse la presencia de pequefias vacuolas dispersas por el citoplasma (Fig. 1.6B), mientras que las
células diferenciadas poseen frecuentemente una gran vacuola central que puede alcanzar hasta el
90% del volumen celular total (Fig. 1.6A). Entre las funciones que desempefian las vacuolas des-
tacan su participacion en el mantenimiento de |a turgencia celular, en el almacenamiento de subs-
tancias de reserva o de subproductos del metabolismo celular y en la digestion celular, puesto que
contienen enzimas liticas que degradan tanto orgdnulos celulares afuncionales como substancias
que penetran en ella englobadas en vesiculas derivadas del tonoplasto (Figs. 1.4Ay C).

1.4. EL NUCLEO

El ndcleo esta considerado como el centro de control de las células. Cada una de las funciones
de control esta basada en los dcidos nucleicos que contiene, el ADN y el ARN. En general, el tama-
fio del ndcleo guarda relacion con el del citoplasma y ésta relacion es constante para cada tipo celu-
lar. Cuando el ndcleo alcanza un determinado tamafio, si no aumenta el del citoplasma, la célula se
divide. EI tamafio del nicleo también esta relacionado con el trabajo que debe realizar la célula y
con la cantidad de ADN que contiene. La forma del nlicleo no es estdtica sino que cambia adaptan-
dose a la forma de la célula y a su actividad. Su posici6n en las células suele ser central.

Los nicleos en las células diferenciadas conservan todo su potencial funcional debido al ADN que
contienen. EI' ADN no es caracteristico de cada tipo celular sino que su cantidad es constante para cada
una de las células que constituyen los tejidos de una especie determinada. Es decir, una célula del
tallo, de lahoja o de la raiz del patron citrange Carrizo contendré la misma cantidad de ADN y los mis-
mos genes. Sin embargo, existe una gran influencia del citoplasma en la funcion celular.

La célula puede encontrarse en dos estadios claramente diferentes: el de no division o inter-
fase y el de division o mitosis. En la interfase, la célula realiza sus funciones habituales y antes
de producirse la mitosis o division celular debe duplicar o replicar el ADN que contiene el nlcleo.



A la etapa previa que existe entre la mitosis anterior y la interfase se la denomina Gq. A continua-
cion viene la etapa S en donde se produce la duplicacion del ADN y en la etapa posterior o etapa
Go se produce la sintesis de ARN para la division celular. Una vez finalizada esta etapa se produce
la division del citoplasma y |a tabicacion celular formandose una nueva pared que separa las dos
células hijas con la misma dotacion genética diploide (con 2n cromosomas) que la célula de la que
provienen. Existe otro tipo de division del material genético denominada meiosis. Este tipo de divi-
sion tiene lugar en los 6rganos reproductores, tanto masculinos (los estambres de las anteras)
como femeninos (los Gvulos del ovario). La meiosis convierte células dipliodes en haploides (con
n cromosomas). En estos 6rganos, una vez reducido el ndmero de cromosomas se producira una
mitosis, dando lugar a los gametos (la célula madre de las microsporas y de las megasporas).

Figura 1.7. Microfotografia, al microscopio electrénico de
transmision, del ntcleo de una célula del cortex del estilo de una flor
de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.). EN = envuelta
nuclear; EUC = eucromatina; HET = heterocromatina; NL = nucleolo.
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Citoldgicamente, en el nicleo en interfase pueden distinguirse los siguientes componentes
(Fig. 1.7):

La envoltura nuclear. Se trata de una doble membrana, externa e interna, separada por la
cisterna perinuclear. La envoltura celular posee caracteristicas semejantes al RE rugoso en cuanto
a composicion, estructura y funciones. La membrana externa puede tener ribosomas adheridos vy,
en algunos tipos celulares, se observa una continuidad entre la envoltura nuclear y el RE rugoso.
La membrana interna presenta, en su cara interna, un material fibroso y denso denominado lamina
nuclear que separa la cromatina de la envoltura nuclear. La ldmina nuclear estd compuesta por pro-
teinas que parecen participar como guia en las interacciones de la cromatina con la envoltura nucle-
ar. La envoltura nuclear estd perforada por los denominados poros nucleares, muy abundantes en
las células inmaduras y en las células muy activas que necesitan un alto grado de transferencias
entre el ndcleo y el citoplasma.

El nucleoplasma constituye |a fase acuosa en la que estan embebidas, fundamentalmente, Ias
enzimas relacionadas con el metabolismo de los dcidos nucleicos.



La cromatina de los ndcleos en interfase puede encontrarse en dos estados diferentes: laxo
(eucromatina) o formando masas densas y homogéneas en donde no puede apreciarse material
fibrilar (heterocromatina). La eucromatina corresponde a la cromatina desespiralizada y, por tanto,
activa, mientras que |a heterocromatina serfa la cromatina intensamente espiralizada o condensada
y, en principio, inactiva.

El nucleolo es una estructura globular, densa a los electrones, formada mayoritariamente por
ARN. En general, solamente se observa uno por nicleo y, en muchos casos, tiene asociada una
masa fibrilar densa que contiene exclusivamente ADN y que se denomina heterocromatina asocia-
da al nucleolo. EI nucleolo interviene activamente en la sintesis de proteinas. Su presencia y acti-
vidad van unidas estrechamente a la necesidad de ribosomas de la célula. Por tanto, es una
estructura temporal del nicleo y puede considerarse como la expresion morfoldgica de la trans-
cripcion del ARN ribosomico.

1.5. LAS MITOCONDRIAS Y LOS PLASTOS.

1.5.1. Las mitocondrias

Las mitocondrias presentan, en general, una estructura globular al microscopio electronico de
transmision (Fig. 1.8), aunque también pueden aparecer como bastones o filamentos al microsco-
pio dptico . Su tamafio y nimero es muy variable y estd relacionado con las necesidades energéti-
cas de la célula. Su distribucion celular estd también relacionada con los lugares en donde la
aplicacion de esa fuente de energia es mas intensa.

M Crestas
jmitocondria

Figura 1.8. Microfotografia al microscopio electronico de
transmision de mitocondrias localizadas en una célula del cortex del
estilo de una flor de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.).
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Las mitocondrias poseen una doble membrana, externa e interna. Entre ambas hay un espacio
denominado perimitocondrial. La membrana interna presenta invaginaciones hacia el interior que
forman unos tabiques denominados crestas mitocondriales. Estas crestas no se prolongan hasta el
lado opuesto de la mitocondria por lo que la compartimentalizacion que introducen en el orgdnulo



es de tipo abierto. El nimero de crestas que contienen las mitocondrias es variable y esta relacio-
nado con las necesidades de produccion de energia. Las crestas se orientan preferentemente de
modo perpendicular al eje longitudinal de la mitocondria. El interior de la mitocondria esta consti-
tuido por un contenido mas o menos fluido denominado matriz mitocondrial. En su interior encon-
tramos ribosomas, aunque en menor ndmero que en el citoplasma, el ADN mitocondrial y, en
algunas ocasiones, unos granulos electrodensos denominados granulos osmicfilos.

Las mitocondrias contienen las enzimas del ciclo de Krebs o de oxidacion de los glucidos, de
|a fosforilacion oxidativa y los componentes de la cadena de transporte electronico.

1.5.2. Los plastos

Los plastos se originan a partir de los proplastos y pueden interconvertirse entre si dando 1os
leucoplastos, los cloroplastos o los cromoplastos (Fig. 1.9). Estos tipos de plastos se diferencian
entre sf por los pigmentos que acumulan y por la funcién que desempefia.

Los leucoplastos no contienen pigmentos y son fotosintéticamente inactivos. Pueden almace-
nar proteinas, lipidos o almidon. En los tejidos no fotosintéticos de los citricos predominan los que
almacenan almiddn, denominados amiloplastos (Fig. 1.9A).

Figura 1.9. Microfotografias al microscopio electrénico de transmision de un amiloplasto (A),
un cloroplasto (B) y un cromoplasto (C; adaptada de Schneider, 1968) presentes en el exocarpo
de ovarios y frutos de naranjo dulce (Citrus sinensis L. Osb.). A = almiddn; Gr = grana;
Pg = plastoglébulos. Contraste: acetato de uranilo y citrato de plomo.

Los cloroplastos son verdes, debido a que el pigmento que predomina en ellos es la clorofila y
son fotosintéticamente activos (Fig. 1.9B). Los cloroplastos presentan forma esférica o elipsoidal y
tienen una longitud variable. Su nimero también es muy variable y depende del tejido en que se
encuentren. Son muy abundantes en las células del parénquima en empalizada de las hojas,
pudiéndose encontrar hasta 40 cloroplastos por célula, y menos abundantes en las capas mas



superficiales del ovario en desarrollo. Se localizan en |a periferia celular, alrededor de la gran vacuo-
la central. Al microscopio electronico aparecen delimitados por una doble membrana denominada
envoltura del cloroplasto. La doble membrana esta separada entre si por un espacio, el denomina-
do espacio periplastico. En el interior del cloroplasto, llamado estroma, pueden encontrarse ribo-
somas (similares a los de las mitocondrias), estructuras filamentosas compuestas por ADN,
denominadas nucleoides, y pequefias inclusiones esféricas de naturaleza lipoproteica, los plasto-
glébulos. Esporadicamente, dentro del estroma pueden encontrarse granulos de almidon. La
gstructura que predomina en el interior del cloroplasto corresponde al sistema de dobles membra-
nas denominadas lamelas. Las membranas estan separadas entre si por un espacio de aproxima-
damente 7 nm denominado espacio interlamelar. Las lamelas se orientan preferentemente en
sentido longitudinal y, entre lamelas paralelas, podemos encontrar otras dobles membranas en
forma de sdculos denominadas tilacoides. Los tilacoides se superponen unos con otros formando
apilamientos denominados grana. Las membranas de los tilacoides son las portadoras del aparato
fotoquimico de la fotosintesis. En ellas se encuentran tanto el conjunto de pigmentos que partici-
pan en la absorcion de la luz como los sistemas enzimaticos encargados del transporte electronico
y el factor de acoplamiento de la formacion de ATP.

Los cromoplastos son de color amarillo-anaranjado debido a que los pigmentos predominan-
tes que contienen son los carotenoides y son fotosintéticamente poco activos o inactivos (Fig.
1.9C). Los cromoplastos derivan de los cloroplastos y se localizan en las capas mas externas del
fruto de los citricos, en el flavedo. Se forman durante la maduracion del fruto y le confieren su color
caracteristico. Los cromoplastos jovenes se parecen a los cloroplastos y contienen lamelas y algu-
nos grana. Debido a la degradacion de clorofila, los cromoplastos van perdiendo paulatinamente
los granay se van formando en su interior cristales globulares de B-caroteno. En el estroma del cro-
moplasto también pueden encontrarse plastoglobulos y algunos granulos de almidon.

1.6. EL comPLEJO DE GOLGI

El complejo de Golgi debe su nombre a su descubridor, el patdlogo italiano Camilo Golgi, en
el afio 1889, y lo describié como un aparato reticular interno. Consta de varias unidades, posi-
blemente conectadas entre si'y denominadas dictiosomas (Fig. 1.10). Cada dictiosoma es un con-
junto de sdculos apilados, separados entre si alrededor de 20 nm, en cuya periferia se localizan
vesiculas de tamafio variable. La cara del dictiosoma més cercana al ndcleo celular se denomina
cara externa o cis, aunque también se la conoce como cara de formacion. En su periferia se loca-
lizan vesiculas que provienen del RE rugoso Ilamadas vesiculas de transicion. La cara del dictio-
soma mas cercana al plasmalema se denomina cara interna o trans, aunque también se la conoce
como cara de maduracion. Su luz es mds amplia que la de la cara cis y de su superficie derivan
grandes vesiculas denominadas vesiculas de condensacion. Estas vesiculas pueden migrar hacia
el plasmalema, vertiendo su contenido en el apoplasto o hacia otras localizaciones, como el liso-
soma. Los dictiosomas son muy abundantes en las células secretoras (las células estigmaticas del
estigma, las de los canales estilares, las de la superficie del disco floral o las células globosas de
las emergencias carpelares) o en las que se estd produciendo un rapido engrosamiento de la pared
celular (las células del protoxilema). Su localizacién en estos tipos celulares se sitta entre el
nicleo y la region apical por 1a que se vierte la secrecion. Los dictiosomas participan en la secre-
cion de glicoproteinas.



Figura 1.10. Microfotografia, al microscopio electrénico de
transmisién, de un area de Golgi localizada en una célula del cortex
del estilo de una flor de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L.
Osb.). Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

1.7. LOS MICROCUERPOS O CITOSOMAS: LOS LISOSOMAS Y LOS GLIOXISOMAS

Los microcuerpos o citosomas son organulos celulares esféricos, de tamafio variable, y rodeados
por una membrana simple. Su interior es denso y granuloso al microscopio electronico. En funcion
de sus caracteristicas biogquimicas podemos clasificarlos en lisosomas y glioxisomas (Fig. 1.11).

Figura 1.11. Microfotografias al microscopio electronico de transmision. (A) Lisosoma presente
en células del mesocarpo de ovarios de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) con
sintomas de degeneracion y (B) glioxisomas presentes en el cotiledon de una semilla de limén
(Citrus limon L. Burm.). G = glioxisoma; Li = lisosoma; PC = pared celular. Contraste: Acetato
de uranilo y citrato de plomo.

Los lisasomas contienen enzimas liticas que se encargan del fraccionamiento o desintegracion
de macromoléculas celulares (proteinas, polisacaridos y dcidos nucleicos) (Fig. 1.11A). En las célu-



las funcionales intactas, las macromoléculas se incorporan a los lisosomas a través de invaginacio-
nes de la membrana lisosomal. Sin embargo, cuando la célula deja de ser funcional se disuglve la
membrana del lisosoma y se liberan sus enzimas al citoplasma produciéndose la autodigestion o
autolisis celular. Las vacuolas suelen también incluirse como compartimentos lisosomicos.

Los glioxisomas se encargan, junto con las mitocondrias y el citosol, de la transformacion de
las grasas de reserva en carbohidratos. Los glioxisomas son especialmente abundantes en los coti-
ledones de la semilla de los citricos que contienen abundantes reservas lipidicas (Fig. 1.11B).



2. LOS THJIDOS

Las células de los citricos con origen, estructura y, en general, funciones comunes se disponen
formando los tejidos y los 6rganos que componen la planta adulta. Atendiendo a su funcion, pode-
mos clasificar los tejidos de los citricos en los siguientes tipos: meristemadticos, parénquimaticos,
mecdnicos o de sostén, protectores 0 aislantes, conductores o vasculares y secretores.

2.1. TEJIDOS MERISTEMATICOS

Los meristemos pueden considerarse como tejidos embrionarios que persisten en 1a planta de
citricos durante toda su vida y son responsables del crecimiento de sus 6rganos (raiz, tallo, hoja,
flor, fruto), no solamente en volumen sino también en ndmero. Los tejidos meristeméaticos no des-
aparecen nunca puesto que alguna de sus células hijas no se determina y conserva su primitivo
caracter meristematico. A estas células se las denomina células iniciales, mientras que las que se
determinan para diferenciarse posteriormente se denominan células derivadas de las iniciales. No
obstante, las células diferenciadas pueden, en algunos casos, volver a adquirir capacidad meriste-
mética como ocurre en el cultivo in vitro de entrenudos o en la iniciacion de raices laterales a par-
tir de las células del periciclo (ver capitulo 3).

Atendiendo al momento en que comienza su actividad, los meristemos pueden clasificarse en
primarios y secundarios.

Los meristemos primarios actlian durante la primera etapa de desarrollo de los 6rganos de la
planta y se asocian con su crecimiento en longitud. Estos meristemos son de dos tipos, apicales e
intercalares. Los meristemos apicales se sitdan en los dpices o0 extremos de los brotes y de las rai-
ces, y se denominan, respectivamente, meristemos caulinares y radicales. La proliferacion celular
en los meristemos caulinares produce el crecimiento del tallo y de las hojas y, durante la etapa
reproductiva, el de los 6rganos florales. En las axilas de las hojas se localizan también meristemos
caulinares. Por su parte, 1a proliferacion de los meristemos radicales permite el crecimiento de la
raiz. Los meristemos intercalares se localizan en la base de los entrenudos y, mediante su division
activa, producen el crecimiento en elongacion de tales entrenudos.

Los meristemos apicales presentan forma mas o menos conica. En el brote vegetativo, sus célu-
las iniciales se encuentran en la superficie del extremo apical, mientras que en la raiz estan prote-
gidas por otro tejido, la caliptra o cofia. Las células meristemdticas son de pequefio tamafio e
isodiamétricas y estdn densamente empaquetadas. Presentan una alta relacion citoplasma/vacuola
(siempre mayor que 1) y sus paredes celulares unicamente poseen la ldmina media y la pared pri-
maria. El citoplasma contiene abundantes ribosomas libres, mitocondrias y areas de Golgi y pocas
secciones de reticulo endoplasmico. Los plastos que contienen no estan diferenciados, es decir,
son aun proplastos. La tabicacion celular o formacion de las paredes de las nuevas células que se
producen son, tomando como referencia el eje principal del drgano, periclinales (cuando la division
de realiza en el plano paralelo a la superficie del 6rgano), anticlinales (cuando el plano de divisién
es perpendicular) u oblicuas.

En los meristemos caulinares pueden distinguirse dos zonas de células iniciales, la tinica y el
corpus (Fig. 2.1A). La tinica es la zona més externa y esta formada por entre una y cuatro capas



celulares perpendiculares a la superficie. Sus capas mas externas originan la epidermis y las mas
internas el cortex. El corpus es la masa mas interna de células iniciales poligonales y origina el
resto de tejidos del tallo. Los meristemos estan protegidos del medio externo por primordios folia-
res y por profilos o0 escamas.

Figura 2.1. Meristemos apicales. Meristemo caulinar (A, microfotografia cedida por el Prof. Manuel
Agusti) perteneciente a una planta de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.). C = corpus;
P = profilo 0 escama; Pf = primordio foliar; T = tinica. Tincion: Safranina-verde rapido. Meristemo
radical (B) perteneciente a una planta de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus
trifoliata L. Raf.). Tincion: Acido periddico-reactivo de Schiff (PAS).

En los meristemos radicales hay tres grupos de células diferentes entre si denominadas histo-
genos (Fig. 2.1B). Estos tres histdgenos son el dermatdgeno, el estrato celular mas externo del que
deriva la caliptra o cofia y la epidermis, el periblema, situado por debajo del dermatdgeno y del que
deriva la hipodermis y el cortex, y el pleroma que es el més interno y del que deriva la estela o cilin-
dro central de la raiz.

Figura 2.2. Meristemos secundarios. Seccion transversal de un tallo de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) (A) y un detalle de la zona vascular (B) en donde se
observa el cambium vascular, el floema y el xilema. Tincidn: Azul de toluidina.



Los meristemos secundarios se localizan en los laterales de las ramas, tallos y raices y son res-
ponsables del crecimiento en espesor de éstos 6rganos. Entre estos meristemos secundarios se
encuentran el cambium vascular, del que deriva el aumento en volumen del sistema conductor, y el
cambium suberoso o feldgeno que forma la corteza protectora del tronco y de la raiz.

El cambium vascular se origina a partir del procambium. Esté constituido por células alargadas
y planas de las que derivan por divisiones periclinales el floema secundario, hacia el exterior, y el
xilema secundario hacia el interior (Fig. 2.2). El cambium vascular puede presentar dos disposi-
ciones, bien formando un nimero variable de cordones de células equidistantes entre si y que en
seccion transversal aparecen como puntos o un cilindro que en seccion transversal aparece como
un anillo completo que divide el 6rgano en dos zonas, exterior e interior al cambium.

El cambium suberoso o feldgeno proviene de la desdiferenciacion de varias capas de células
corticales (Fig. 2.3). A partir del felégeno se produce el stber, compuesto por células muertas de
paredes suberizadas, y 1a felodermis, formada por unos pocos estratos de células parenquimaticas.
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Figura 2.3. Meristemos secundarios. Seccidn transversal de una raiz
vieja de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata
L. Raf.) en donde se observa el cambium suberoso o felogeno, el
sber y la felodermis. Tincion: Azul de toluidina.

2.2 EL PARENQUIMA

El parénquima es un tejido muy poco diferenciado, como de relleno, que ocupa los espacios
entre otros tejidos mas diferenciados. Sin embargo, constituye la porcién més voluminosa de 10s
organos y en él tienen lugar funciones muy importantes como la fotosintesis o la elaboracion y
almacenamiento de substancias.

Las células parenquimdticas presentan una forma variable, aunque en la mayoria de los casos
tienen un aspecto redondeado. Sus paredes constan de ldmina media y pared primaria y, en algu-
nos casos, también presentan una pared secundaria poco desarrollada. En el parénquima de reser-



va las paredes son gruesas mientras que en el parénquima del xilema secundario |as paredes pue-
den presentar deposiciones de lignina. El empaquetamiento de sus células es variable y presentan
gspacios intercelulares mds o menos voluminosos. Es muy caracteristica en sus células la presen-
cia de una gran vacuola central. Dado que se trata de células poco diferenciadas, conservan su
capacidad para dividirse, incluso cuando son maduras, como respuesta, por ejemplo, a la produc-
cion de heridas o a la aplicacion de substancias reguladoras del crecimiento.

En los citricos encontramos dos tipos de parénquima, el asimilador o clorofilico y el de reserva.

El parénquima asimilador o clorofilico (Fig. 2.4A) se encuentra principalmente en la hoja, aun-
que también existe en el tallo y en el ovario, pero mucho menos desarrollado. Realiza la fijacion del
carbono atmosférico mediante la fotosintesis y, por esa razon, se localiza bajo la epidermis, donde
puede penetrar bien la luz. Sus células contienen abundantes cloroplastos que pueden contener
almiddn o no. En 1a hoja, adquiere dos formas: en empalizada y lagunar. El parénquima en empali-
zada esta formado por células prismaticas, alargadas y densamente empaquetadas, mientras que el
lagunar esta formado por células redondeadas, con amplios espacios intercelulares y grandes
camaras de origen esquizogeno (formadas por separacion de las paredes de las células) o lisigeno
(formadas por degradacion de las células).

Figura 2.4. Tejidos parenquimaticos. (A) Seccion transversal de una hoja madura de citrange
Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) en donde se observan las dos formas
que adquiere el parénquima asimilador: en empalizada y lagunar. Tincién: Azul de toluidina. (B)
Microfotografia, al microscopio electrénico de transmision, de un cotiledén quiescente de limén
(Citrus limén L. Burm.) en donde se observan los depdsitos de proteinas (cuerpos proteicos) y
de lipidos (cuerpos lipidicos). Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

El parénquima de reserva se localiza fundamentalmente en los cotiledones de la semilla (Fig.
2.4B) y en la médula del tallo y de la raiz. Sus células presentan paredes finas, un pequefio ndcleo
periférico y una gran vacuola que acumula materiales de reserva en forma solida o solubilizada.
Pueden almacenar carbohidratos en forma de almiddn, asi como proteinas y lipidos.



2.3 LoS TEJIDOS MECANICOS O DE SOSTEN

Los drganos jovenes mantienen su forma gracias a |a turgencia de sus células, pero, a medida
(ue crecen en grosor y envejecen, algunas de sus células endurecen su pared y adquieren una gran
resistencia mecanica. Los citricos Uinicamente presentan un tejido con éstas caracteristica, el escle-
rénquima (Fig. 2.5). Sus células, ademds de la pared primaria formada por celulosa, desarrollan una
pared secundaria muy engrosada y endurecida por deposicion de lignina. El esclerénquima pre-
senta dos tipos celulares, las esclereidas y las fibras. Las esclereidas derivan de células parenqui-
mdticas del cortex y de la médula que depositan abundante lignina en su pared secundaria
quedando solamente una pequefia luz celular. Las fibras poseen una morfologia fusiforme y se
encuentran en el floema secundario formando anillos o placas.
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Figura 2.5. Tejidos mecanicos o de sostén. Seccion transversal del
peddnculo de un fruto maduro del hibrido Fortune (Citrus clementina
Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.) en donde se observan
las esclereidas y las fibras. Tincion: Azul de toluidina.

2.4 LoS TEJIDOS PROTECTORES O AISLANTES

El primer tejido protector o aislante que recubre la planta de citricos y forma una barrera con
el medio externo es la epidermis. En la raiz, existe otro tejido protector situado bajo la epidermis,
la hipodermis, mientras que la estela o cilindro central, también de la raiz, esta protegida por la
endodermis. El incremento en grosor del tallo y de Ia raiz por crecimiento secundario, producido
a partir del felégeno, conduce a la separacion del cortex (ver Figura 2.3), formdndose un tejido
protector secundario denominado peridermis, que comprende varias capas de stber, una de fel6-
geno y varias de felodermis.

La epidermis s |a capa celular més externa en las hojas, los verticilos florales, los cotile-
dones, los frutos, las semillas, los tallos y las raices y no estd diferenciada en los meristemos
apicales. Al tratarse de 1a capa mas externa y, por tanto, en contacto con el medio ambiente, su
mision estd relacionada con los intercambios entre éste y el interior de los diferentes Grganos.



Sus principales funciones son: a) la defensa del 6rgano frente a los agentes externos, tanto fisi-
cos (sol, radiaciones, calor, etc.) como bioldgicos (depredadores y microorganismos); b) la requ-
lacion de la transpiracion y del intercambio de gases a través de unas estructuras especiales
denominadas estomas; c) la acumulacion de substancias que van a secretarse al exterior, y d) la
absorcion por la raiz de agua y sales del suelo.

La epidermis, en todos los 6rganos de citricos, consiste en una sola capa de células intima-
mente unidas entre si, de naturaleza parenquimatica y que presenta una gran variedad de formas y
tamafios (Fig. 2.6A). Su pared primaria posee un espesor variable, aunque, en general, es fina. La
relacion citoplasma/vacuola suele se baja (siempre menor que 1) y su citoplasma contiene mito-
condrias, reticulo endoplasmico, areas de Golgi y amiloplastos. Las paredes tangenciales y radia-
les internas presentan plasmodermos y las tangenciales externas tienen engrosamientos por fuera
de la pared primaria, en la 1amina media, de naturaleza pectinica. Por fuera de la pared tangencial
externa y en contacto con el medio externo esta la cuticula. La formacion de la cuticula tiene lugar
durante los estadios tempranos del desarrollo del 6rgano. Esta capa es de grosor variable y contie-
ne, fundamentalmente, cutina y ceras. La cutina estd formada por dcidos grasos insaturados que se
sintetizan en la célula epidérmica y son luego secretados a la pared. Las ceras se depositan en la
superficie de la cuticula y pueden tener forma de placas, bastoncillos o grénulos (Fig. 2.6B). Se
denominan ceras epicuticulares.
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Figura 2.6. Tejidos protectores o aislantes de los citricos. (A) Seccion transversal de un fruto
maduro del hibrido Fortune (Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.) en
donde se observan la epidermis y la cuticula. Tincion: Azul de toluidina. (B) Microfotografia, al
microscopio electronico de barrido, de la porcién externa de un fruto maduro de Fortune en
donde se observan los depdsitos de ceras epicuticulares.

La epidermis no es completamente impermeable y deja salir agua con algunos solutos,
fenémeno que se conoce como transpiracion cuticular. Ademds, dispersos por la epidermis
encontramos los estomas, que comunican las zonas profundas del tallo, las hojas o el fruto con
el ambiente (Fig. 2.7). En las hojas se localizan exclusivamente en la superficie abaxial o envés.
Vistos de frente, los estomas estdn formados por dos células estomaticas, con forma arrifiona-
da, que se disponen simétricamente y se acoplan de modo que dejan entre ambas una abertura
u ostiolo. Las células estomaticas poseen paredes tangenciales muy gruesas en comparacion
con las radiales, un gran nicleo y abundantes mitocondrias, dictiosomas, reticulo endoplasmi-



co, vacuolas y plastos. Los plastos contienen abundantes granulos de almiddn que se disuglven
y Se regeneran causando variaciones en la presion osmotica. Estos cambios regulan la apertura
y cierre del estoma por aumento y descenso de la turgencia celular. Al lado de éstas células se
encuentran las células anexas, que son también modificaciones de las células epidérmicas. En
el interior del estoma se forma una cavidad de origen lisigeno denominada camara subestoma-
tica. Esta cavidad tiene una extension variable y esta comunicada con toda la red de espacios
intercelulares del 6rgano.
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Figura 2.7. Tejidos protectores o aislantes. Detalle de la cara
abaxial, en una seccién transversal de una hoja madura de citrange
Carrizo (Citrus sinensis L. Osh. x Poncirus trifoliata L. Raf.), en
donde se observan varios estomas con sus correspondientes
células estomaticas y anexas y las camaras subestomaticas.
Tincién: Azul de toluidina.

La hipodermis se sitla inmediatamente por debajo de la epidermis de la raiz (ver Fig. 3.5). La
pared tangencial externa y las radiales contienen lignina y 1a pared tangencial interna contiene suberi-
na.

La endodermis es la capa mas interna del cortex de la raiz (ver Fig. 3.5). Sus células tienen
un aspecto similar a las epidérmicas, con una gran vacuola. Sus paredes celulares presentan depo-
sitos de lignina y suberina.

El siiber es un tejido protector secundario que se forma cuando los 6rganos envejecen y pier-
den su epidermis por crecimiento secundario (Fig. 2.3). El stber se produce por division activa del
meristemo secundario denominado feldgeno y estd formado por un ndmero variable de células pris-
madticas densamente empaquetadas y con sus paredes suberificadas. La formacion del stber puede
también producirse como reaccion a una lesion externa del organo producida por el ataque de
insectos o herbivoros o por condiciones medioambientales adversas como, por ejemplo, el exceso



de viento. EI stber puede considerarse entonces como un tejido de cicatrizacion.
2.5. LoS TEJIDOS CONDUCTORES O VASCULARES

Los tejidos conductores o vasculares, el floema y el xilema, constituyen un sistema de canales
por el que discurren y se distribuyen por toda la planta tanto el agua como las substancias, orga-
nicas e inorganicas, disueltas en ella (Fig. 2.8).

El floema transporta los productos de la fotosintesis, azlicares y materiales orgénicos elabo-
rados, desde su lugar de sintesis hasta donde serdn consumidos. Durante el crecimiento primario
de la planta se forma el floema primario a partir del procambium. En primer lugar se forma el pro-
tofloema y después el metafloema. Posteriormente, a partir del cambium vascular, se forma el floe-
ma secundario durante el crecimiento secundario. El floema comprende tanto elementos vasculares
como no vasculares. Entre los elementos vasculares encontramos los tubos y las células cribosas,
mientras que entre los no vasculares encontramos las células anexas, las células albuminiferas, el

parénquima axial y el radiomedular y las fibras esclerenquimatosas.

Figura 2.8. Tejidos conductores o vasculares. Secciones transversal (A) y longitudinal (B) de un
tallo de naranjo amargo (Citrus aurantium L.) a nivel del 5° entrenudo en donde se observa el
tejido vascular. (C) Seccion transversal de un pedinculo de un fruto maduro del hibrido Fortune
(Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.). C = cortex; CA = células anexas;
Cb = cambium; CC = células cribosas; FE = fibras esclerenquimaticas; FnF = floema no funcional;
F2 = floema secundario; Md = médula; MF = metafloema; MX = metaxilema; PC = procambium;
PF = protofloema; PR = radios floematicos; PRM = parénquima radiomedular; PX = protoxilema;
PyF = parénquima y fibras del xilema; TC = tubo criboso; VX = vaso xilemético; X2 = xilema



secundario. Tincion: Acido periodico - reactivo de Schiff (PAS; A, B) y azul de toluidina (C).

El xilema transporta el agua y las substancias disueltas en ella desde la raiz a todas las par-
tes de la planta. Los principales elementos conductores del xilema son células alargadas despro-
vistas de citoplasma, con forma de tubo y con paredes lignificadas. Son las trdqueas 0 vasos
xilematicos. EI engrosamiento de las paredes de las traqueas es de tipo anular. Durante el creci-
miento primario se forma el xilema primario a partir del procambium (en primer lugar el protoxile-
ma y después el metaxilema). Posteriormente, con el crecimiento secundario se forma el xilema
secundario a partir del cambium vascular. El xilema consta también de elementos conductores y no
conductores. Los elementos conductores son |as traqueas 0 vasos xilematicos y 1as traqueidas,
mientras que los no conductores son el parénquima axial y el radiomedular y las fibras escleren-
quimaticas.

2.6. LoS TEJIDOS SECRETORES

Los tejidos secretores mds importantes, debido al papel fundamental que desempefian durante la
polinizacion, se encuentran en el gineceo de la flor de citricos. Son los tejidos mas externos del disco
floral 0 nectario y los tejidos que recubren el estigma y los canales estilares. El disco floral esta situa-
do en la base del ovario, justo por encima de los puntos de anclaje de los filamentos de los estam-
bres (Fig. 2.9). En el momento de la antesis, comienza a secretarse una gran cantidad de un néctar
acuoso a través de estomas modificados que tapizan la superficie del disco (Schneider, 1968). Esta
secrecion se prolonga durante al menos 48 horas despugés de la antesis y es capaz de atraer a las abe-
jas, responsables finales de que tenga lugar el proceso de polinizacién cruzada en los citricos (Vansell
y cols., 1942). Paralelamente a la secrecion del disco floral, las células de las papilas del estigma y
del estilo también secretan un exudado que permitird la hidratacion, la germinacion del grano de
polen y el crecimiento del tubo polinico (Fig. 2.9A, ver Capitulo 5). Las células que componen estos
tejidos tienen forma alargada y presentan una pared fina con plasmodesmos que las conectan con las
células parenquimdticas vecinas. Su relacion citoplasma/vacuola es elevada y poseen abundantes
perfiles de RE rugoso y gran ndmero de
areas de Golgi muy activas. El plasmale-
ma tiene apariencia ondulada debido a la
continua fusion de vesiculas con material
a secretar al exterior.

Exudado
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Figura 2.9. Tejidos secretores. (A) Seccion
transversal del estigma de una flor de naranjo
dulce Navelate (Citrus sinensis L. 0sb.) en
donde se observan las papilas del tejido




estigmético (ZST) y varios canales estilares (CE). (B) Seccion transversal de la corteza del fruto de
naranjo dulce Navelina (Citrus sinensis L. Osb.) en donde se observa una gldndula de aceites esenciales.
Tincion: Safranina - verde réapido (A) y azul de toluidina (B).

Otros tejidos secretores son las gldndulas de aceites esenciales (Fig. 2.9B). Se localizan bajo la
epidermis de un gran nimero de drganos como el tallo, 1a hoja, los pétalos, los sépalos, el ovario
y el fruto. Las primeras gldndulas de aceite comienzan a diferenciarse muy pronto en los 6rganos
recién formados y, después, comienzan a formarse otras cuando el 6rgano alcanza su maximo grado
de desarrollo y madura. La diferenciacion de la glandula es de origen lisigeno y comienza cuando
el citoplasma de un grupo de células subepidérmicas toma un aspecto denso y oscuro. Las células
que rodean la cavidad lisigena en formacin experimentan varios ciclos de division dando lugar a
un grupo de células parenquimaticas de paredes finas. Estas células se rodean a su vez de otras con
forma de madia luna y con paredes mas gruesas que las anteriores.



3. LA RAIZ

3.1. GERMINACION DE LA SEMILLA

La semilla de los citricos estd formada por
dos cotiledones y puede ser mono o poliembrio-
nica; es decir, puede contener entre uno y siete
embriones (Frost y Soost, 1968). Solamente uno
de los embriones deriva de la fusion sexual entre
los nicleos generativos que transporta el tubo
polinico y los ndcleos polares y de la oosfera
presentes en el saco embrionario del dvulo. El
resto de embriones derivan de células nucelares
localizadas en la proximidad del saco embriona-
rio del 6vulo (ver capitulo 5). Por tanto, de una
misma semilla pueden emerger varias plantulas
con carga genética diferente. La emergencia del
hipocotilo (la porcion de tallo entre el primordio .
radicular y los cotiledones) y de la radicula por el p,?,,‘i',':,i,
extremo micropilar de la semilla supone el
comienzo de la germinacion, aunque antes de
que esto ocurra debe pasar un periodo variable
de hidratacion o imbibicion (Fig. 3.1; Frost y
Soost, 1968). A continuacion aparecen el brote
vegetativo y el epicotilo (1a porcion de tallo entre
el brote vegetativo y los cotiledones). Todo este T
crecimiento se produce a expensas de las reser- [
vas energéticas (proteinas, lipidos y azlcares)
que contienen los cotiledones.

Zona
meristematica

Figura 3.1. Plantula de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) de 1
mes de edad en la que se muestran sus diferentes
partes y las zonas en que puede subdividirse la raiz.

Las células de los cotiledones quiescentes de |os citricos, es decir, los cotiledones desecados,
contienen abundantes reservas lipidicas y proteicas (Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1989). Estas
reservas representan en conjunto el 80% del peso seco de la semilla, mientras que las reservas de
azdcares son inferiores al 0,1 %. Las reservas lipidicas se encuentran en forma de vesiculas deno-
minadas cuerpos lipidicos, mientras que las proteicas se localizan en otro tipo de vesiculas deno-
minadas cuerpos proteicos (ver Fig. 2.4B). Estos cuerpos proteicos presentan frecuentemente
inclusiones cristalinas o globulares en su interior. Las reservas de carbohidratos se encuentran en
forma de almiddn y se localizan en los amiloplastos. El citoplasma de las células queda confinado
pues a una estrecha banda cercana a la pared celular. En él podemos encontrar secciones de reti-
culo endopldsmico liso y rugoso, ribosomas libres, mitocondrias y glioxisomas. La movilizacion de
reservas en los cotiledones comienza cuatro dias después de la imbibicion y se prolonga durante



aproximadamente veinte dfas. Seis dias después de la imbibicion se observa un incremento en el
grado de vacuolacion celular debido a la desintegracion parcial tanto de los cuerpos lipidicos como
de los proteicos (Fig. 3.2A). El proceso de movilizacion de reservas es progresivo y concomitante
con el incremento en el grado de vacuolacion celular y finaliza, practicamente, tras 20 dias de inbi-
bicion (Fig. 3.2B). A los cuarenta dias después de la imbibicién coexisten en los cotiledones célu-
las completamente desprovistas de reservas junto a otras que adn contienen parte de ese material
(Fig. 3.2C). Durante el proceso de germinacion se observa un ligero incremento en el nimero de
amiloplastos que se localizan preferentemente en las capas celulares mas externas del cotileddn.

Figura 3.2. Microfotografias, al microscopio electrénico de
transmision, de células pertenecientes a los cotiledones de limén
(Citrus limon L. Burm.) en diferentes etapas de la germinacion que
corresponden a 6 (A), 20 (B) y 40 dias después de la imbibicion (C).
A = almidon; CL = cuerpo lipidico; CP = cuerpo proteico; G = glioxisoma;
V = vacuola. Contraste: acetato de uranilo y citrato de plomo.

3.2. CRECIMIENTO DE LA RAizZ

La raiz principal o primaria de las plantulas de citricos crece activamente a medida que se
movilizan las reservas de los cotiledones. Entre sus funciones destacan las siguientes: anclaje de
la planta al suelo, absorcion de agua y nutrientes, almacenamiento de reservas y sintesis de hor-



monas. A los 26 dias después de la germinacion, las plantulas del patron citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) alcanzan una altura de 3-4 cm y la raiz primaria una
longitud de 8-10 cm (Fig. 3.1). A lo largo del eje longitudinal de la raiz podemos distinguir 3
Z0nas: la meristematica, la de elongacion y la de especializacion. La zona meristematica es 1a mas
apical de la raiz y también la menos extensa. En ella se producen la mayor parte de las divisio-
nes celulares que ocurren en la raiz. La zona de elongacion esta situada a continuacion de la
meristematica y en ella predomina la expansion celular, tanto longitudinal como radial. A conti-
nuacion se encuentra la zona de especializacion, que es la més extensa, y en donde ocurre la dife-
renciacion celular.

El alargamiento de la raiz se produce, fundamentalmente, en las dos zonas mds apicales, 1a
meristemadtica y la de elongacion, siendo la zona de especializacion la que menos activamente
crece. En 1a interfase entre las zonas de elongacion y de especializacion de la raiz primaria se pro-
duce la diferenciacion de las raices laterales o secundarias (Fig. 3.3). En principio, las nuevas rai-
ces parten perpendicularmente al eje longitudinal de la raiz primaria y, mas tarde, debido a su
gravitropismo positivo, cambian su direccion de crecimiento. Una vez las raices secundarias han
alcanzado un tamafio suficiente se ramifican a su vez, origindndose asi el entramado del sistema
radicular de la planta de cftricos. El crecimiento y desarrollo del sistema radicular, tanto en elonga-
cién como en formacion de nuevas raices, tiene lugar durante los periodos de brotacion y se alter-
na con el crecimiento de la parte aérea de la planta (Bevington y Castle, 1985). Los procesos de
crecimiento del tallo y la raiz se solapan ligeramente, aunque en general, cada brotacion permite el
crecimiento primero de la parte aérea y después de la parte enterrada de la planta, o sea, de 1a raiz.
La temperatura y la disponibilidad de agua y nutrientes regulan el crecimiento de la raiz. Cuando el
potencial hidrico del suelo desciende a -0,05 MP se produce la inhibicion tanto de la elongacion
como de la produccion de nuevas raices. Una vez han desaparecido las condiciones que generan el
estrés hidrico, bien por la lluvia o por el riego, tiene lugar la iniciacion de nuevas raices y después
se reactiva el crecimiento de las raices ya formadas anteriormente (Bevington y Castle, 1985).

Figura 3.3. Emergencia de raices laterales en plantulas de 1 mes de
edad de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata
L. Raf.) cultivadas durante 16 dias con acido indolbutirico.



3.3. ONTOGENIA DE LA RAiZ

La raiz se desarrolla a partir de un grupo de células iniciales localizadas en la region meriste-
matica apical. Estas células se localizan en tres histogenos: dermatdgeno, periblema y pleroma (ver
capitulo 2). El dermat6geno da lugar a la caliptra o cofia y a la epidermis, el periblema a la hipo-
dermis y al cortex y el pleroma a la estela o cilindro central, en donde se localizan el periciclo, el
tejido vascular y la médula.

Junto a las células iniciales meristematicas, aunque situadas en posicion algo mas apical que
éstas, se encuentra el denominado centro quiescente (Fig. 3.4). A diferencia de las células inicia-
les, que se encuentran en continua division, las células del centro quiescente no se dividen o lo
hacen mucho mas lentamente. EI centro quiescente constituye una reserva de células meristemati-
cas que pueden ser utilizadas para renovar la poblacion de células iniciales en caso de necesidad.
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Figura 3.4. Seccion longitudinal del &pice de una raiz de citrange Carrizo
(Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) mostrando la
estructura del centro quiescente. Tincion: Azul de toluidina.

3.4. ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA RAiZ

La estructura primaria de la raiz de los citricos se muestra en la figura 3.5, en donde pueden
apreciarse los siguientes componentes:

La caliptra o cofia. Esta region de la raiz estd formada por varios estratos de células de
tipo parenquimatico que recubren el dpice de la raiz. Las células producen una secrecion de tipo
mucilaginoso que se acumula en sus paredes celulares. Al morir las células de los estratos mas
externos de la caliptra se desprenden creando un entorno lubrificado a las células en creci-
miento, evitando asi lesiones celulares. Ademas, este tejido participa en el geotropismo positi-
vo de la raiz.

La epidermis. Es ¢l tejido mds externo de |a raiz en las zonas meristematica y de elongacion.
Forma una sola capa de células estrechamente empaquetadas que, en determinadas condiciones,
pueden diferenciar pelos radiculares. Estos pelos radiculares son protuberancias o extensiones de
la epidermis que incrementan considerablemente a superficie de la raiz con capacidad para absor-
ber agua. Con el crecimiento de la raiz y el rozamiento con el suelo, las células epidérmicas dege-
neran en la zona de especializacion y, de esta forma, la siguiente capa celular, la hipodermis, pasa
a ser la mas externa.

La hipodermis. Estd normalmente situada bajo la epidermis y constituye también una sola
capa de células estrechamente empaquetadas. Sus paredes periclinales externas y radiales presen-



tan depdsitos de lignina, mientras que las periclinales internas y parte de las radiales presentan
depdsitos de suberina (Walker y cols., 1984). Estas deposiciones secundarias representan la pri-
mera barrera selectiva de la raiz al transporte apoplastico de agua y sales y, en su conjunto, se les
denomina banda de Caspary. A intervalos variables de células hipodérmicas, entre 2 y 10 células,
encontramos una sin depdsitos en la pared denominada célula de paso.
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Figura 3.5. Componentes anatomicos de la raiz de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.), en seccion longitudinal (A) y transversal (B), a nivel de las zonas
meristematica y de elongacion. Tincion: Azul de toluidina.

El cortex. Constituye, junto con la estela, el tejido mds extenso en volumen de la raiz de los
citricos y esta formado por células de naturaleza parenquimatica. Atendiendo al tamafio de sus célu-
las, puede dividirse en externo e interno. Las células del cortex externo son mas pequefias que las
del interno y estdn mas estrechamente empaquetadas. El cortex interno es la zona cortical més
extensa con continuos espacios intercelulares de tamafio variable.

La endodermis. La endodermis es una monocapa de células situada a continuacion del cor-
tex. Al igual que la hipodermis, las paredes radiales presentan depositos de lignina y las periclina-
les internas y parte de |as radiales depdsitos de suberina formando otra barrera més interna (Walker
y cols., 1984).

La estela o cilindro central.
Esta estructura, la més interna de la raiz, estd compuesta por:

El periciclo. Esta monocapa de células es la mas externa que limita |a estela. Sus paredes
celulares son finas y presentan plasmodesmos que las conectan entre si y con las células endo-
dérmicas. Suelen contener en su interior depositos lipidicos. A partir del periciclo se diferencian los
primordios de las raices secundarias o laterales y, ademds, apoya el crecimiento secundario en gro-
sor de la raiz generando nuevas células.

Haces vasculares. El tejido vascular se sitda por debajo del periciclo y su disposicion, en
las zonas meristematica y de elongacidn, es radial alterna. En la porcion mas distal de la zona de
elongacion encontramos protofloema, compuesto por tubos cribosos, y protoxilema, compuesto
por traqueas con una luz muy fina (Fig. 3.6A). En la porcién proximal encontramos un nimero
variable de bandas de protoxilema y protofloema, entre tres y ocho (Fig. 3.6B). En la zona de espe-



cializacion, el tejido vascular aparece ya como un anillo continuo que envuelve la médula y presenta
zonas de floema y xilema completamente diferenciados (Figs. 3.6C-D).

Figura 3.6. Secciones transversales de la raiz de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) en las porciones distal (A, C) y proximal (B, D), respectivamente, de
las zonas de elongacion y de especializacion. Tincién: Azul de toluidina.

En el xilema secundario, formado a partir del cambium vascular, se distinguen los elementos
siguientes (Fig. 3.7): a) las trdqueas o vasos, que son los elementos conductores de mayor grosor,
b) las traqueidas, de menor luz que las anteriores y c) las fibras, de menor tamafio que las traquei-
das y que actdan como elementos de sostén. Ademas, encontramos células parenquimaticas dis-
puestas en haces axiales y radiales.

Células s
parenquimaticas .~

Figura 3.7. Seccion transversal de xilema secundario de citrange Carrizo (Citrus sinensis L.
Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) en la que se indican los distintos elementos que lo componen.
Tincion: Azul de toluidina.



Los estudios histologicos centrados en los elementos conductores del xilema secundario
muestran que las raices de un patron relativamente vigoroso, como puede ser citrange Carrizo
(Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.), poseen una estructura fisica que le permite una
mayor capacidad para el transporte de agua que otro patrén considerado menos vigoroso, como el
mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) (Moya 2000). En las raices de citrange Carrizo,
el tamafio en seccion transversal de las traqueidas y, sobre todo, de 10s vasos es claramente mayor
que en el mandarino Cleopatra. Cuando injertamos ambos patrones entre si, se observa que el
tamafio de los vasos de las raices del citrange Carrizo sobre el que se ha injertado mandarino
Cleopatra aumenta considerablemente respecto a las raices de una planta de Carrizo sin injertar,
mientras que en las plantas de mandarino Cleopatra sobre las que se ha injertado citrange Carrizo
no Se aprecian variaciones respecto a las raices de una planta de Cleopatra sin injertar (Fig. 3.8).

El sistema radicular de los citricos tiene una gran influencia sobre un gran ndmero de caracte-
risticas de la variedad injertada (Castle 1987; Forner 1984). Cuando se realizan injertos reciprocos
entre los patrones Cleopatra y Carrizo, se observa como el sistema radicular de Cleopatra induce
un crecimiento menos vigoroso de la parte aérea de Carrizo, mientras que el vastago de Cleopatra
mejora Su crecimiento cuando crece injertado sobre Carrizo. El sistema radicular condiciona paré-
metros como la altura de las plantas, el nimero de hojas e incluso el area foliar. De forma general,
podemos decir que las raices de los patrones considerados vigorosos generan plantas con gran
capacidad de crecimiento, mientras que las raices de los patrones menos vigorosos parecen redu-
cir el vigor de las plantas que crecen sobre ellos (Fig 3.9).

La médula. Es un tejido de tipo
parenquimdtico, con escasos espa-
cios intercelulares, que ocupa el
centro de 1a estela. Este tejido tam-
bién se extiende entre los haces vas-
culares hasta llegar al periciclo. En
algunas ocasiones, cuando el creci-
miento secundario es importante,
parte del tejido puede transformarse
en esclerénquima.

Figura 3.8. Seccion transversal de xilema
secundario de raices de plantas de
citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) (A), mandarino
Cleopatra (Citrus reshniHort. ex Tan.) (B),
y de plantas injertadas de Cleopatra sobre
Carrizo (C) y de Carrizo sobre Cleopatra
(D). Tincién: Azul de toluidina.




Figura 3.9. Plantas de injertos reciprocos entre patrones. A la
izquierda Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) injertada sobre
Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) y a
la derecha Carrizo injertado sobre Cleopatra.
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3.5. CRECIMIENTO SECUNDARIO DE LA RAizZ

Las raices crecen radialmente, es decir, engrosan, por un proceso de crecimiento secundario y
acumulan, en general, nuevos elementos floematicos y xilematicos derivados de una zona cambial
localizada en el cilindro vascular de la estela (Fig. 3.6C-D). Ese cambium aparece cuando los ele-
mentos vasculares primarios (protofloema y protoxilema) se han diferenciado completamente. La
actividad cambial genera hacia afuera elementos floematicos y hacia adentro elementos xilematicos,
de forma que los haces vasculares iniciales, separados por tejido parenquimatico medular, se trans-
forman en un anillo continuo (Fig. 3.6C). La presion ejercida por el aumento en grosor del tejido
vascular causa el colapso de las capas celulares intermedias del cortex, origindndose un tejido peri-
dérmico que, con el tiempo, ocupard la porcion mas externa de la raiz (Fig. 3.6D). Ademds, otros
tejidos de la raiz, como el cortex, también pueden aumentar en volumen contribuyendo asf al cre-
cimiento secundario de la raiz.

El crecimiento en grosor de la raiz estd claramente influenciado por las fitohormonas, funda-
mentalmente por las giberelinas (GAs), las auxinas y el etileno. La velocidad normal de crecimien-
to de la raiz de citricos se obtiene con los denominados niveles basales de estas hormonas. Sin
embargo, si los modificamos podemos modular tanto el crecimiento longitudinal como el creci-
miento radial de la raiz (Tadeo y cols., 1996; 1997; 1998). Asi, niveles infrabasales de GAs o supra-
basales de auxinas o etileno ralentizan el crecimiento longitudinal y estimulan la expansion radial
de la raiz de plantulas de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Rat.). Sin
embargo, la regién diana de la raiz cambia con la naturaleza de la hormona. Las GAs y las auxinas
modulan el crecimiento radial en la region apical de 1a raiz, en la zona de elongacién, mientras que
el etileno afecta a la region basal, a 1a zona de especializacion. Estos efectos morfolégicos de la raiz
derivan de los cambios que experimentan tanto el cortex como la estela. En cualquier caso, 1a pre-
sencia de niveles de GAs inferiores a los basales o de auxinas y etileno superiores a los basales
incrementan el espesor del cortex y el didmetro de la estela al estimular, respectivamente, un cam-
bio en la polaridad de crecimiento de sus células y la division en el cambium vascular (Fig. 3.10).
Los efectos producidos por GAs y por auxinas parecen estar propiciados, respectivamente, por
cambios en la sensibilidad y en la produccion de etileno por el dpice radicular.



Figura 3.10.

Secciones longitudinales (A, B, C) y
transversales (D, E, F, G) de la raiz de
citrange Carrizo (Citrus sinensis L.
Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) a
nivel de la zona de elongacion. (A 'y
E) Plantas cultivadas en un medio
basal; (B y F) plantas cultivadas en
un medio suplementado con acido
indolbutirico; (C, D y G) plantas
cultivadas en un  medio
suplementado con paclobutrazol.
Tincion: Azul de toluidina.

Por otra parte, la inhibicion del crecimiento longitudinal de 1a raiz inducida por deficiencia en
giberelinas (mediante cultivo en paclobutrazol) no puede revertirse con dcido giberélico (GAg),
aunque la adicion de acido p-clorofenoxi-isobutirico si permite una elongacion mas activa (Fig.
3.11A). Este proceso estd acompafiado de una reduccion en el didmetro apical de la raiz. La
reactivacion del patrén normal de crecimiento esta promovida por la restauracion tanto del tamafio
como de la forma de las células corticales y también por una contencion en el crecimiento del
sistema vascular de la estela (Fig. 11B).

Figura 3.11. (A). Morfologia de
pldntulas de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata
L. Raf.) de 1 mes de edad cultivadas
durante 7 dias en presencia de
paclobutrazol (PCB; un inhibidor de
la sintesis de giberelinas) solo o con
acido p-clorofenoxi-isobutirico
(PCIB; una antiauxina). En la parte
inferior izquierda se muestra un
detalle de la porcion apical de la raiz
de ambas plantulas. Secciones
transversal (B) y longitudinal (C) en
la zona de elongacion de una raiz
cultivada en presencia de PCB y
PCIB. Tincion: Azul de toluidina.




3.6. FORMACION DE RAICES SECUNDARIAS O LATERALES

Las raices secundarias o laterales se forman a cierta distancia del dpice de la raiz principal, con-
cretamente en la porcion més distal de la zona de especializacion, entre 8 y 18 mm del dpice radi-
cular. La formacion es enddgena, a partir de las células del periciclo, en contraposicion a la
ramificacion del tallo que es exdgena. Una de las células del periciclo, contigua a un haz vascular
xilematico, comienza a dividirse periclinalmente formando las células iniciales. A continuacién, por
divisiones tanto periclinales como anticlinales, se genera el primordio de la nueva raiz. Este primor-
dio crece por division y elongacion celular atravesando la endodermis, el cortex y la epidermis hasta
alcanzar el exterior (Fig. 3.12A). Simultdneamente, se organiza la conexién con |os tejidos conduc-
tores de la raiz principal entre la base del primordio radicular y la estela (Fig. 3.12B).

Figura 3.12. Secciones transversales de la raiz de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. 0sb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) mostrando la formacion de una raiz secundaria (A) y un detalle de la
conexion de los tejidos conductores de la raiz primaria y secundaria. Tincion: Azul de toluidina.

AIB 100 puM
Control PCB20ppm AIB100 puM +
STS 500 pM

Figura 3.13. Morfologia de pldntulas de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) de 1 mes de edad
tratadas con diferentes reguladores del crecimiento (AIB: &cido
indolbutirico) e inhibidores de la sintesis (PCB: paclobutrazol) y de la
accion hormonal (STS: tiosulfato de plata), solos o en combinacion.



La formaci6n de los primordios de las raices laterales y su crecimiento estd también claramen-
te influenciado por las mismas hormonas que controlan el crecimiento radial: giberelinas, auxinas
y etileno (Fig. 3.13). La presencia de niveles de giberelinas inferiores a los basales o de auxinas o
de etileno superiores a los basales estimula la diferenciacion de nuevos primordios radiculares a
partir del periciclo. El exceso de auxinas y etileno es mas eficaz que la deficiencia en giberelinas a
la hora de promocionar la formacion de nuevas raices (Tadeo y cols. 2000). Ademds, la combina-
cion del exceso de auxinas con |a deficiencia en giberelinas o el exceso de etileno tiene un efecto
sinérgico sobre la formacion de raices laterales.






4. EL TALLO Y LA HOJA

4.1. EL 1ALLO.

El brote vegetativo y el epicotilo, la porcion de tallo localizado entre el meristemo vegetativo y
los cotiledones, comienzan a elongar una vez la raiz principal de la pldntula ha alcanzado varios cm
de longitud (ver Fig. 3.1). La funci6n principal del tallo es poner en comunicacion dos 6rganos
clave para la nutricion de la planta, la raiz y las hojas. Por el interior del tallo viajan el agua y las
sales minerales absorbidas por la raiz y los fotoasimilados producidos por Ias hojas. Ademds de
esta funcion de transporte, el tallo realiza una funcion mecanica ya que mantiene la nueva brotacion
vegetativa producida por el rebrote de las yemas axilares, formandose asi nuevas ramas que Sopor-
tardn tanto el crecimiento de hojas como de flores y frutos.

La brotacion y el crecimiento del tallo son procesos que dependen de las condiciones
medioambientales. Estos procesos necesitan una determinada cantidad de luz y de agua, asi como
un rango de temperatura idoneo para llevarse a cabo. Los citricos son plantas de dia neutro y el
mdximo de eficacia fotosintética se alcanza aproximadamente entre 700 y 1000 umol-m‘Q-s‘1
(Syvertsen, 1984): es decir, un rango de iluminacion suficiente para permitir el crecimiento en los
citricos se alcanza en muchas regiones de nuestro planeta. En cuanto al estado hidrico de la plan-
ta, los periodos de sequia ralentizan el crecimiento del tallo, aunque una vez superados tras la llu-
via 0 el riego, el crecimiento vuelve a ser enérgico. La temperatura restringe los periodos de
brotacion en las regiones con clima subtropical como la nuestra. En estas condiciones, en el
Hemisferio Norte solamente se producen tres brotaciones importantes; en primavera (durante los
meses de Marzo y Abril), en verano (durante los meses de Junio y Julio) y en otofio (durante los
meses de Septiembre y Octubre). Sin embargo, las altas temperaturas permiten que en las regiones
con clima tropical la brotacion sea practicamente continua. En estas regiones solamente el descen-
S0 en el aporte de agua a la planta puede ralentizar o suspender el crecimiento vegetativo.

El meristemo vegetativo de la yema apical produce
hojas, yemas axilares y espinas a intervalos regulares.
Los puntos de aparicion de estas estructuras se deno-
minan nudos. Los nudos se alejan entre si mediante el
crecimiento intercalar y, de esta forma, el tallo elonga,
es decir, crece en longitud y en anchura. EI meristemo
intercalar se localiza en la base de cada nudo y el espa-
cio comprendido entre dos nudos se denomina entre-
nudo (Fig. 4.1).

Figura 4.1. Detalle del tallo de una pléntula de 1 afio de edad de
mandarino Clementino (Citrus clementina Hort. ex Tan.) donde
se observan las yemas axilares, los nudos y un entrenudo.




Las hojas de los citricos se insertan en el tallo segln un esquema geométrico determinado
denominado filotaxis, de manera que la sombra producida por las hojas nuevas interfiera lo menos
posible con las hojas mds viejas y no afecte a la fotosintesis. En el naranjo dulce, la filotaxis es 3/8
(Schneider, 1968); es decir, la octava hoja emerge sobre la primera hoja siguiendo un patr6n en
espiral produciéndose tres vueltas de derecha a izquierda del tallo. En el pomelo, sin embargo, la
filotaxis es 2/5 (Davies y Albrigo, 1994).

En la axila de cada hoja, dispuesta en un nudo, crece una yema cubierta de varias escamas.
Cada yema estd compuesta por un meristemo apical y los primordios de las hojas (ver Fig. 2.1). A
la derecha de cada yema crece una espina. A partir del meristemo se forma el tallo flexible y verde
que morfol6gicamente varia desde triangular, como en el patrén mandarino Cleopatra (Citrus res-
hni Hort. ex Tan.), hasta redondeado, como en el citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Secciones transversales de tallos, a nivel del 5° entrenudo, pertenecientes a
plantulas de mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan., A) y de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf., B). Tincién: Azul de toluidina.

Figura 4.3. Microfotografia, al microscopio electrénico de barrido, de la superficie del tallo de
citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) mostrando un pelo
epidérmico y varios estomas.



La porcion mas superficial del tallo joven es la epidermis (Fig. 4.4), una monocapa de células
parenquimaticas recubiertas en su cara externa por una fina cuticula y que pueden desarrollar pelos
epidérmicos (Fig. 4.3). En la epidermis se insertan también algunos estomas irregularmente repar-
tidos. Por debajo de la epidermis se encuentra el cortex cuyo volumen aumenta con la edad del tallo
(Fig. 4.4). A continuacién del cortex encontramos el cilindro central compuesto por el tejido vas-
culary lamédula. El tejido més importante del tallo, debido a su funcion, es el vascular, cuya estruc-
tura es cilindrica y esta compuesto, del exterior al interior, por floema, cambium y xilema.

En general, la estructura del tallo, fundamentalmente del tejido vascular, cambia en funcion de
su edad. A nivel del meristemo, podemos distinguir, desde el exterior al interior del tallo, una capa
protodérmica y una region meristematica de la que derivan el cortex y los elementos provasculares,
los tubos cribosos del protofloema y las traqueidas y vasos del protoxilema (Schneider, 1968).

Figura 4.4. Seccion transversal del tallo de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) a nivel del 10°
entrenudo. Cb = cambium; CExt = cortex externo; CInt = cortex
interno; Ep = epidermis; Fl = floema; Gl = glandula de aceite;
Md = médula; X = xilema. Tincion: Azul de toluidina.

A nivel del 10° entrenudo (Fig. 4.4) el cortex ya se ha diferenciado completamente y podemos
distinguir en él dos regiones en funcion del tamafio de sus células, una externa y otra interna. Las
células del cortex externo, cuya porcion basal envuelve a las glandulas de aceite, son mas peque-
fias y estdn mds densamente empaquetadas que las del cortex interno. En el tejido vascular pode-
mos distinguir una estrecha franja de células cambiales que han producido hacia el exterior fibras
metafloematicas insertadas en tejido parenquimético y metaxilema hacia el interior.

La anatomia de los tallos més viejos, con alrededor de un cm de didmetro, muestra una mayor
diferenciacion en los tejidos que lo componen (Fig. 4.5). La epidermis del tallo comienza a des-
prenderse y a renovarse por otro tejido mas duro derivado de la formacion del siber mientras que
en el cortex interno aparece ya tejido esclerenquimatico. En el floema podemos distinguir tres regio-
nes: una zona con floema funcional, otra menos extensa con fibras metafloematicas degeneradas y



otra formada por agrupaciones mas o menos densas de fibras de floema primario. El xilema, por su
parte, ha aumentado tanto en extension como en ndmero y tamafio de sus vasos. Los tubos cribo-
s0s del floema solamente son funcionales durante un periodo vegetativo ya que después son aplas-
tados por el crecimiento vascular del siguiente periodo. En las plantas lefiosas como los citricos,
los tejidos conductores se renuevan afio tras afio para hacer frente a las exigencias conductoras y
mecdnicas que demanda el continuo crecimiento de la copa. Una vez ha finalizado su desarrollo pri-
mario, el anillo cambial continua dividiéndose produciendo floema hacia afuera y xilema hacia
adentro. Con cada ciclo de crecimiento se va depositando un anillo vascular facilmente distingui-
ble compuesto fundamentalmente por vasos xileméticos.

Figura 4.5. Seccion transversal de un tallo de citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osh. x Poncirus trifoliata L. Raf.) de alrededor de 1 cm de
diametro. Cb = cambium; Cx = cdrtex; Es = esclereidas; Fb = fibras;
Fd = felodermis; Fe = felégeno; Ff = floema funcional: Fnf = floema no
funcional; Rf = radio floematico; Su = siber; X = xilema. Tincién: Azul
de toluidina.

El volumen del cilindro central y el grado de diferenciacién de los elementos vasculares del tallo
también dependen del ndmero de estructuras, tanto vegetativas (hojas) como reproductivas (flores)
que contenga. La superficie en seccidn transversal del cilindro central de tallos que soportan el cre-
cimiento de inflorescencias sin hojas es siempre menor que la de aquellos con inflorescencias con



hojas, mientras que los tallos vegetativos que soportan Unicamente el crecimiento de hojas se sitl-
an entre estos dos extremos (Ermer y Shomer, 1996).

El andlisis de los elementos conductores del xilema muestra que, tal como sucede en las raices
(ver capitulo 3), los tallos de los patrones mas vigorosos poseen una mayor capacidad fisica para
el transporte de agua, es decir, presentan unos elementos conductores mas desarrollados (Moya
2000). En el citrange Carrizo, tanto las trdqueas (vasos) como las traqueidas tienen un grosor supe-
rior a las observadas en el mandarino Cleopatra. Ademas, Carrizo también presenta una abundan-
cia de vasos por mm? mayor (Fig. 4.6).

@

Figura 4.6. Seccion transversal de xilema secundario de tallos de
plantas de citrange Carrizo (Citrus sinensis [L.] Osb. x Poncirus trifo-
liata [L.] Raf.) (A), mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.)
(D) y de plantas de Carrizo injertadas sobre Cleopatra (B, E) y de
Cleopatra sobre Carrizo (C, F). En las plantas injertadas, las microfo-
tografias B y C corresponden a la zona de tallo de Carrizo, mientras
que E y F corresponden a la de Cleopatra. Tincidn: Azul de toluidina.

Cuando injertamos entre si ambos patrones, podemos distinguir dos zonas en el tallo, una
inferior correspondiente al patron y otra superior que corresponde a la planta injertada. El tama-
fio de los vasos en las dos zonas del tallo de las plantas de Carrizo injertadas sobre Cleopatra
es muy similar, y con valores cercanos a los obtenidos en plantas de Cleopatra sin injertar.
Cuando Cleopatra crece sobre Carrizo, en la zona de tallo correspondiente a Cleopatra el drea
de los vasos se duplica respecto a una planta de Cleopatra normal, no variando en |a corres-
pondiente a Carrizo (Fig. 4.6). En las plantas injertadas, cada zona del tallo presenta una abun-
dancia de vasos por mm< similar a su respectiva especie, excepto en la zona de tallo de
Cleopatra de las plantas de Cleopatra injertadas sobre Carrizo, donde la densidad aumenta en
un 27%. Por tanto, la capacidad fisica del tallo para transportar agua esta condicionada por el
sistema radicular, de forma que las raices de Carrizo inducen vasos xilematicos de mayor luz en
los tallos, que las raices de Cleopatra.



4.2. LA HOJA.

Las hojas son estructuras con forma plana que se desarrollan como consecuencia del creci-
miento intercalar del apice vegetativo. Su principal funcion es la transformacion de la energia lumi-
nosa en metabdlica mediante la fotosintesis y el desprendimiento de vapor de agua que se pierde
por la transpiracion. Inicialmente, la hojas son importadoras netas de los fotoasimilados (aztcares)
producidos por las estructuras mds viejas y, a medida que se desarrollan y aumentan su superficie,
pasan a ser exportadoras netas de fotoasimilados. Durante un periodo de tiempo compiten pues por
la fuente de energia metabdlica con los frutos en desarrollo. El tiempo medio de vida de una hoja
de citricos es de tres afios.

La hoja de los citricos esta formada por el peciolo y el limbo (Fig. 4.7). El peciolo s la estruc-
tura que une la hoja al tallo, mientras que el limbo desarrolla la funcion fotosintética. En el limbo
podemos distinguir una cara adaxial 0 haz y una abaxial o0 envés que esta tapizada de estomas.

Peciclo

Figura 4.7. Brote vegetativo de mandarino Clemenules (Citrus
clementina Hort. ex Tan.). ZA-L/P = zona de abscision limbo/peciolo;
ZA-P/R = zona de abscision peciolo/rama.

4.2.1. Estructura del limbo foliar.

La estructura interna del limbo foliar se ha adaptado espacialmente para realizar la fotosintesis
y controlar la pérdida de agua por transpiracion. En el limbo encontramos tres tejidos diferentes
(Fig. 4.8): el superficial o epidermis que recubre tanto la cara adaxial como la abaxial, el asimila-
dor 0 mesdfilo que realiza la fotosintesis y el conductor formado por los haces vasculares.

La epidermis es una monocapa formada por células parenquimaticas y realiza dos funciones a
simple vista incompatibles, proteger a la planta de la desecacion y permitir el intercambio gaseo-
s0. Para ello, desarrolla una capa semipermeable a los gases denominada cuticula perforada por
poros, los estomas, que pueden llegar a cerrarse completamente.

Entre las epidermis de las dos caras del limbo se encuentra el mesdfilo, formado también por
células de naturaleza parenquimatica especializadas en realizar la fotosintesis. En los citricos el
mesofilo es bifacial. En la hoja joven, el mesdfilo es un tejido compacto e indiferenciado, sin ape-
nas espacios intercelulares (ver Fig. 4.11A), en comparacion con su apariencia en la hoja madura,
cuando ha finalizado su desarrollo. En |a parte adaxial se encuentra el parénquima en empalizada,



compuesto por células alargadas dispuestas en columna y orientadas perpendicularmente a la
superficie de la hoja. En la capa celular mds externa se observan células mas voluminosas y redon-
deadas que las que las rodean que contienen cristales de oxalato célcico, denominadas idioblastos,
y que se encajan entre las células epidérmicas. Debajo del parénquima en empalizada se dispone
el parénquima lagunar, compuesto por células redondeadas con amplios espacios intercelulares.
Estos espacios vacios suelen ser especialmente grandes en la proximidad de los estomas y forman
las denominadas camaras subestomaticas.
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Figura 4.8. Seccion transversal de una hoja madura de citrange
Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.). Tincion:
Azul de toluidina.

Figura 4.9. Secciones transversales de hojas de naranjo amargo
(Citrus aurantium L.) mostrando la estructura de los nervios central
(A) y laterales (B). F = fibras esclerenquimaticas; Fl = floema; Me =
mesofilo; PE = parénquima en empalizada; PL = parénquima lagunar;
X = xilema. Tincién: Acido periédico - reactivo de Schiff.



El tejido conductor esta formado por un haz vascular o nervio principal y varios haces o ner-
vios secundarios o laterales del tipo colateral abierto (Fig. 4.9).

4.2.2. Estructura del peciolo.

El peciolo es la estructura que une la hoja al tallo, y a través de ella circulan tanto el agua y los
nutrientes que necesita la hoja, como las sustancias que sintetizadas en la hoja son exportadas al
resto de la planta.

Los peciolos pueden ser casi cilindricos, o presentar zonas laterales aplanadas que asemejan
una prolongacion del limbo foliar. En estas zonas laterales encontramos los mismos tipos celula-
res dispuestos de forma similar a la observada en el limbo foliar (Fig. 4.10).

La parte central del peciolo estd ocupada por un cilindro de elementos conductores dispuestos
de forma concéntrica. El centro de esta estructura estd ocupado por la médula, formada por células
parenquimdticas muy densamente empaquetadas. Rodeando la médula, se encuentra un anillo de
varias capas de células xilematicas, que a su vez esta envuelto por un anillo exterior de células flo-
ematicas. Entre ambos tejidos conductores encontramos una capa de células meristematicas. Por
fuera del floema aparecen grupos de esclereidas, células muertas con paredes muy engrosadas que
aportan rigidez al peciolo. La parte mas exterior estd ocupada por células parenquimdticas, y por
Gltimo una epidermis rodea todo el peciolo.
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Figura 4.10. Seccion transversal del peciolo lobulado de hojas de
citrange Carrizo (Citrus sinensis [L.] Osb. x Poncirus trifoliata [L.]
Raf.). (A) Zona central. (B) zona lateral. Tincion: Azul de toluidina.



El tamafio de los elementos conductores del peciolo también esta influenciado por el genotipo
del sistema radicular sobre el que crecen tanto el tallo como las hojas (Moya 2000). De ese modo,
la luz media de los vasos de xilema del peciolo de Carrizo es un 50% superior al de los peciolos
de Cleopatra. Cuando injertamos Cleopatra sobre Carrizo el area media de los vasos xilematicos del
peciolo de Cleopatra aumenta 1.4 veces, mientras que cuando Carrizo crece sobre Cleopatra suce-
de lo contrario y el rea se reduce.

4.2.3. Cambios anatomicos relacionados con la abscision.

Las hojas, dependiendo de las condiciones medioambientales y de la conclusion de su ciclo
vital, pueden desprenderse del drbol por dos zonas de abscision (ZA): limbo-peciolo y peciolo-
rama. Esta dltima zona de abscision se activa tinicamente cuando la hoja senesce al haber comple-
tado su ciclo vital. Por el contrario, 1a zona de abscision limbo-peciolo puede activarse por
tratamientos quimicos con etileno o con la substancia liberadora de etileno conocida como etefén
0 también por condiciones medioambientales adversas.

Morfolégicamente, la zona de abscision limbo-peciolo (ZA-L/P) presenta dos superficies, ada-
xial y abaxial, recorridas por un estrangulamiento o acanaladura . La porcion interna del estrangu-
lamiento estd rodeada por entre 10 y 15 capas de células corticales de pequefio tamafio y con
abundantes depasitos de almiddn en su interior que constituyen, anatdmicamente hablando, la zona
de abscision (Goren, 1993). Las células corticales situadas en posicion distal y proximal a las célu-
las de Ia zona de abscision estan, sin embargo, practicamente desprovistas de acumulos de almi-
don. El primer cambio anatémico en la zona de abscision, la formacion de una capa de separacion
en las células proximas al estrangulamiento, se produce tras 16-24 h de exposicion de las hojas al
gtileno. El citoplasma de estas células se vuelve mas denso que el de las células que las rodean
apareciendo en su interior abundantes lisosomas y sus paredes se vuelven mds gruesas y se tifien
intensamente por los colorante afines a polisacaridos. A las 50 h después del tratamiento con eti-
leno la intensa coloracion para polisacdridos desaparece y las paredes toman una apariencia gela-
tinosa, sintoma de que se estd produciendo su degradacion. Finalmente, una vez desintegrado el
tejido de la zona de separacion y los tejidos conductores por un proceso lisogénico, las hojas se
desprenden del drbol.

En el mutante de Washington Navel denominado Ricalate (Citrus sinensis L. Qsb.), el etileno
tnicamente es capaz de promocionar la abscision en explantos de hojas jovenes (Zacarfas y cols.,
1993). Aunque las ZA-L/P de los explantos de hojas maduras (12 meses de edad) de Ricalate res-
ponden y producen etileno a niveles similares a los del parental Washington Navel y el etileno indu-
ce el mismo incremento en las actividades poligalacturonasa y celulasa en ambas variedades (Stead
y cols., 1996), no se concluye el proceso de abscision. La ZA-L/P en Ricalate presenta ciertas modi-
ficaciones estructurales que cambian el patrén normal de abscision. Esta ZA solamente presenta
estrangulamiento o acanaladura en |a superficie abaxial y es aqui donde el etileno induce la degra-
dacion de las paredes de las células que la componen (Stead y cols., 1996). En la porcion adaxial,
la ZA no esta diferenciada y las paredes de las células son sensiblemente mas gruesas que Sus
homologas en el parental Washington Navel.



4.2.4. Cambios anatomicos inducidos por diferentes condiciones de estrés.

Las hojas de los citricos experimentan cambios o sufren dafios en su anatomia como conse-
cuencia del efecto de diferentes estreses, bidticos, como por ejemplo los causados por el ataque de
insectos, o abidticos, como por ejemplo los causados por la salinidad.

El dcaro Phyllocaptruta oleivora Ashm. ataca tanto al peciolo como a la cara adaxial de la hoja
de citricos, produciendo la aparicion de zonas de coloracion oscura como resultado de las malti-
ples punteaduras producidas por sus estiletes (Achor y cols., 1991). Las células epidérmicas afec-
tadas de Ia hoja quedan précticamente vacias de organulos, aunque rapidamente se rellenan de un
material parecido a la cutina. Estas células se necrosan, apareciendo muy densas a los electrones,
y en sus paredes celulares se depositan tanto lignina, como goma y suberina. A continuacion, las
células necrosadas son reemplazadas por nuevas células como resultado de la activa division que
se produce en las células adyacentes. La division celular que se produce en el parénquima en
empalizada representa el inicio en la formacion de una capa protectora peridérmica. En los tejidos
seriamente dafiados, |a peridermis esta compuesta por 5-6 capas de células alargadas, 1a feloder-
mis, una capa de células colapsadas con paredes gruesas suberizadas, el sdber, y las células epi-
dermicas necrosadas. Ultraestructuralmente, las paredes de las células del sdber presentan las
ldminas tipicas de la suberina.

El minador de hojas de citricos (Phyllocnistis citrella Stainton) es una plaga de origen asiético
cuya presencia se detecto en Espafia a principios de los afios 90 (Garcia-Marf y cols., 1997). El
minador ataca a las hojas jovenes en desarrollo procedentes, principalmente, de la brotacion de
verano. La estimacion de dafios indica que P citrella destruye entre el 50 y el 60% de la superficie
foliar producida entre los meses de Julio y Octubre. EI minador pone los huevos en la superficie
abaxial de hojas muy jovenes, de 1a 2,5 cm de longitud, cerca del nervio central. Una vez eclosio-
nan los huevos, las larvas atacan dnicamente Ia epidermis abaxial y, a medida que se alimentan del
contenido de las células, van creciendo y excavando una galeria en la hoja (Garrido y cols. 1998).
En su recorrido por la hoja, las larvas parecen dejar intactas las paredes periclinales de las células
epidérmicas (Fig. 4.11). Las paredes periclinales internas separan a las larvas del mesofilo de la
hoja y las externas del medio ambiente adverso. A medida que la hoja crece, las larvas se desarro-
llan y alcanzan la fase adulta después de haber recorrido la mayor parte de su envés. A pesar de no
existir una epidermis activa y funcional, los estratos celulares del parénquima lagunar mds cerca-
nos a ella no presentan sintomas aparentes de deterioro, aunque su tamafio es menor y su cito-
plasma mds denso. En las paredes periclinales epidérmicas pueden observarse los restos de las
paredes anticlinales destruidas por las larvas.

Las especies de citricos consideradas como tolerantes y sensibles a la salinidad, como el man-
darino Cleopatra (Citrus reshniHort. ex Tan.) y el citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus
frifoliata L. Raf.), respectivamente, responden al riego con una solucion de NaCl 30 mM ralentizando
el desarrollo del tallo y reduciendo el nimero de hojas que soporta (Romero-Aranda y cols., 1998).
Ademds, el NaCl disminuye también la superficie de 1as hojas que permanecen en el arbol, aunque
éstas se vuelven mas carnosas o suculentas. La salinidad incrementa el espesor de la hoja debido,
fundamentalmente, a los cambios que induce sobre las caracteristicas anatomicas y celulares del
parénquima lagunar (Fig. 4.12). EI NaCl incrementa considerablemente el volumen de las células del
parénquima lagunar y reduce, en general, el volumen del mesdfilo ocupado por espacios aéreos inter-
celulares. Por tanto, el mesdfilo de la hoja se transforma con la salinidad en un tejido mds compacto
y grueso que el normal, lo que afecta, entre otras cosas, al intercambio gaseoso fotosintético.



Figura 4.11. Secciones transversales de hojas de naranjo amargo (Citrus aurantium L.)
parasitadas de minador de los citricos (Phyllocnistis citrella Stainton). Las figuras Ay B
corresponden a secciones de hojas jovenes, mientras que las figuras C y D corresponden a
secciones de una hoja madura. La figura D muestra como la larva ha aprovechado la curvatura
de la hoja para construir el pupario. Tincion: Azul de toluidina.

Figura 4.12. Secciones transversales de hojas de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) (A, C) y de mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) (B, D). Las
secciones C y D corresponden a hojas pertenecientes a plantas tratadas durante 3 meses con una
solucion 30 mM de NaCl. Tincién: Azul de toluidina.



Sinos fijamos en los distintos tipos celulares de las hojas vemos como la exposicion a la sali-
nidad provoca la reduccion en el tamafio de las células del parénquima en empalizada, que llega a
ser del orden de un 30 % menor que en las hojas no salinizadas (Moya 2000). Esta reduccion se
debe principalmente a una disminucion del citoplasma de hasta en un 50 %. El volumen celular
ocupado por la vacuola aumenta considerablemente y pasa del 20 % en las células control, al 50
% en las células salinizadas (Fig. 4.13).

Figura 4.13. Microfotografias, al microscopio electrénico de
transmision, de secciones transversales de células del parénquima
en empalizada de hojas de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) (A, C) y mandarino Cleopatra (Citrus
reshni Hort. ex Tan.) (B, D). Plantas control (A, B), plantas tratadas
con 60 mM de NaCl durante 120 dias (C, D). Contraste: Acetato de
uranilo y citrato de plomo.

Los cambios mds drasticos se observan en las células del parénquima lagunar, y en mayor
medida en el patrdn citrange Carrizo, sensible a la salinidad. Asi, el tratamiento salino casi duplica
el tamafio de estas células en Cleopatra y lo triplica en Carrizo. El tamafio del citoplasma no se
modifica, pero la vacuola aumenta més de 4 veces, llegando a ocupar mas del 75 % del volumen
de este tipo celular en ambos patrones (Fig. 4.14).

La salinidad también provoca alteraciones tanto en los organulos como en las estructuras sub-
celulares. Un ejemplo claro lo constituyen los cloroplastos, en los que la salinidad causa un incre-
mento notable en su contenido en almidon, que llega a ocupar el 70 % del volumen del cloroplasto,
afectando a las estructuras fotosintéticas (Moya 2000). La salinidad también causa un descenso en
el nimero de cloroplastos por célula.

La exposicion a la salinidad provoca un aumento paulatino en los niveles foliares de ele-
mentos potencialmente toxicos como son el sodio y el cloruro. La acumulacion de iones, sobre
todo el cloruro, se relaciona con la mayoria de las alteraciones fisioldgicas y anatomicas causa-
das por la salinidad (Romero-Aranda y cols. 1998). Mediante el empleo de la microscopia elec-
trénica de barrido acoplada a un detector de rayos X se ha comprobado que la distribucién de
estos iones en los diferentes compartimentos celulares de Ia hoja de los patrones citrange Carrizo
y mandarino Cleopatra es muy similar, y no parece existir un mecanismo efectivo de comparti-
mentalizacion de iones toxicos en la vacuola que posibilite un buen funcionamiento de la maqui-
naria metabdlica citoplasmatica (Moya 2000).



Figura 4.14. Microfotografias, al microscopio electrénico de transmisién, de secciones
transversales de células del parénquima lagunar de hojas de citrange Carrizo (Citrus sinensis L.
Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) (A, C) y mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) (B,
D). Plantas control (A, B), plantas tratadas con 60 mM de NaCl durante 120 dias (C, D).
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.






5. LA FLOR Y EL FRUTO

La funcion reproductiva de los citricos, como ocurre en todas las plantas angiospermas, se
localiza en un 6rgano especial, 1a flor. En ella se rednen los elementos sexuales necesarios para lle-
var a cabo el proceso reproductor.

La floracion es la primera fase del proceso reproductivo y culmina con la antesis o apertura de
la flor. La floracion comienza con la induccion floral, es decir, con la transicion o el paso de una
yema vegetativa a una yema reproductiva. A continuacion se produce la diferenciacion y madura-
cion de cada uno de los verticilos o elementos florales. La antesis, como ya hemos dicho, consti-
tuye el final de la floracion y, al mismo tiempo, marca el inicio de la segunda fase del proceso
reproductivo, 1a fructificacion. Durante esta etapa, el ovario crece y se desarrolla hasta convertirse
en un fruto maduro, tanto desde el punto de vista fisioldgico como comercial.

5.1. MORFOLOGIA DE LA FLOR

Estigma
Antera )
4 ] Estilo
Filamento "
Ovario
ta::nlsco floral
? ‘\"‘" Sépalos

Pétalos — T \\ / Rewptaculo

Canales Pedunculo

estilares

ESTILO OVARIO

Figura 5.1. Morfologia y anatomia de la flor de citricos en el estadio fenoldgico de antesis.

En general, la flor de los citricos esta compuesta por unos elementos protectores y unos ele-
mentos propiamente reproductivos (Fig. 5.1). La flor presenta 5 sépalos ovales dispuestos en cir-
culo sobre el receptaculo que se localiza en la porcion apical del peddnculo. El conjunto de sépalos
forma el cdliz. Dispuestos en posicion alterna a los sépalos se encuentran 5 pétalos que forman la
corola. El caliz y 1a corola forma el perianto. Los pétalos envuelven directamente a los 6rganos pro-
piamente reproductivos, el androceo y el gineceo. El androceo esta compuesto por entre 20 y 40
estambres, dependiendo de la variedad, que estan formados por un filamento y por una antera tetra-
lobular. Los filamentos suelen estar unidos parcialmente por su porcion basal y soldados a la base



del disco floral, una estructura de origen carpelar (Schneider, 1968) localizada en el receptéculo.
Los estambres rodean al gineceo, que esta compuesto por el ovario, el estilo y el estigma. El ova-
rio contiene un nimero variable de carpelos fusionados o ldculos que son 10s precursores de 0s
segmentos en el fruto. Por ejemplo, en el género Fortunella el ovario puede contener entre 3y 7
carpelos, mientras que en los géneros Cifrus o Poncirus, mas de 7 carpelos. Cada Ioculo contiene
entre 4 y 5 dvulos que podran transformarse o no en semillas. Al exterior de los l6culos encontra-
mos el pericarpo o pared del ovario. En él podemos distinguir tres regiones; una externa denomi-
nada exocarpo, una intermedia, el mesocarpo, y la méds interna denominada endocarpo. En la
porcion distal del ovario encontramos el estilo, que presenta una estructura cilindrica y esta atra-
vesado por tantos canales como l6culos tiene el ovario. Estos canales, denominados canales esti-
lares, constituyen el tejido de transmision por el que viajaran los tubos polinicos y desembocan en
los I6culos del ovario. En el extremo superior del estilo encontramos un estigma globular que reci-
bird, durante su periodo receptivo, a los granos de polen. El periodo receptivo del estigma, depen-
diendo de la especie y de la variedad de citricos, puede extenderse desde 3 dias antes de la antesis
0 apertura de la flor hasta 8 dias después.

5.2. VASCULARIZACION DE LA FLOR
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Figura 5.2. Representacion esquematica de la vascularizacion del la flor de los citricos a nivel
del peddnculo, del receptaculo, del ovario y del estilo.



El sistema vascular de la flor de los citricos representa una red muy ramificada de haces pri-
marios y secundarios (Fig. 5.2). Toda la red vascular deriva del sistema formado por 7 a 9 haces
colaterales abiertos que transitan por el pedtnculo. Al llegar a la base del receptaculo los haces que
llegaran hasta las estructuras del perianto, sépalos y pétalos, se separan formandose los haces cen-
trales y los laterales. En el centro del receptaculo se mantiene el sistema de haces vasculares axia-
les. Los haces vasculares de los estambres, llamados haces estaminales, entre 20 y 40 dependiendo
de la variedad, se ramifican a partir del sistema axial una vez lo han hecho los haces que van a l0s
pétalos. En el ovario, el sistema vascular se ramifica considerablemente. Los haces axiales forman
un cilindro discontinuo en el gje central del ovario. De ellos divergen los haces ovulares y los haces
marginales. En la porcion mas interna de la pared del ovario, entre el mesocarpo interno y el endo-
carpo, se localizan los haces septales, enfrentados a los septos de los I6culos, y los haces dorsa-
les, situados hacia el centro de los I6culos. Los haces septales, los dorsales y los marginales se
unen en la parte superior de los Idculos transforméndose en los haces estilares.

5.3. MORFOLOGIA DEL FRUTO

El fruto de los citricos es un tipo de baya, denominado botanicamente hesperidio, cuya parte exter-
na es relativamente rigida y la interna, la parte comestible, esta dividida en segmentos o gajos (Fig.
5.3). Las capas externas del fruto se denominan, colectivamente, piel o corteza. La porcién mas exter-
na de la piel, coloreada, se denomina flavedo y la interna, incolora excepto en algunas variedades de
pomelo (Citrus paradisi Mact.), se denomina albedo. La piel de la mayoria de los frutos citricos se
considera no comestible debido a la gran cantidad de glandulas de aceite que contiene el flavedo,
aunque en los kumaquats (Fortunella crassifolia Swingle) es dulce y puede comerse junto con la pulpa.
El flavedo esta formado por células de naturaleza parenquimatica densamente empaquetadas en el teji-
do. En la parte més externa del flavedo encontramos una fina cuticula. El albedo esta compuesto tam-
bién por células parenquimaticas aunque débilmente empaquetadas y con grandes espacios
intercelulares entre ellas que confieren a este tejido su apariencia esponjosa caracteristica. La porcion
interna del fruto se denomina pulpa y estd compuesta por segmentos 0 gajos, con forma de media
luna en seccion longitudinal, que rodean al eje central del fruto. EI nimero y tamafio de los segmen-
tos es caracteristico de cada especie y variedad. Los segmentos estdn compuestos por septas que
envuelven a las vesiculas, en donde se almacena el zumo, y a las semillas que puedan haberse for-
mado por fecundacion de los dvulos. Las vesiculas derivan de la superficie adaxial del endocarpo de
la pared del ovario y son sdculos multicelulares con una diminuta gldndula de aceites esenciales en
el centro. Las vesiculas tienen forma de huso y estén unidas al septo por un corto peddnculo filifor-
me. El sistema vascular del fruto conserva la misma estructura ya descrita en el ovario de la flor.
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En algunas ocasiones, en el extremo estilar del fruto aparece un fruto secundario, de pequefio
tamafio, que se denomina comunmente navel (Fig. 5.4). El primordio de este carpelo secundario se
diferencia en la yema floral una vez lo ha hecho el principal (Lima y Davies, 1984) y su presencia
es caracteristica de las naranjas pertenecientes al grupo Navel, aunque también aparece en algunas
mandarinas (Spiegel-Roy y Goldschmidt, 1996).

Fruto /

secundario
{navel)

Figura 5.4. Seccidn longitudinal de un fruto maduro de naranjo dulce
Navelina (Citrus sinensis L. Osb.) en donde puede observarse el fruto
secundario o navel en su extremo estilar.

5.4. LA FLORACION.

La floracin tiene lugar tras un prolongado periodo juvenil de la planta de citricos cuya dura-
cion depende tanto de las condiciones medioambientales como de la especie y la variedad. Las
especies vigorosas, como por ejemplo la lima (Citrus aurantifolia Christm. Swing.) y el limén
(Citrus limon L. Burm.), presentan en condiciones de cultivo subtropicales periodos juveniles de
aproximadamente 2 afios, mientras que en los mandarinos (Citrus sp.), 10s naranjos dulces
(Citrus sinensis L. Osb.) y los pomelos (Citrus paradisi Macf.) este periodo puede prolongarse
entre 5y 10 afios.

En condiciones climdticas subtropicales como la nuestra, l0s citricos producen 3 brotaciones
al afio, aunque la brotacion de primavera es la que, en general, desarrolla la floracion més inten-
sa y abundante. Sin embargo, en condiciones climaticas tropicales, con una alta temperatura
media a lo largo del afio, las brotaciones y el crecimiento es casi continuo, siempre y cuando la
disponibilidad de agua no suponga un problema.

Las condiciones medioambientales, principalmente la temperatura y el aporte hidrico, regu-
lan 1a induccion floral en los citricos. En las regiones con clima subtropical, el frio es el factor
medioambiental mds importante en el control de la floracion. Sin embargo, en las regiones con
clima tropical es el estrés hidrico. En general, son necesarios alrededor de 30 dias de estrés
hidrico en condiciones de campo para inducir la diferenciacion de un nimero significativo de
yemas florales. Estas yemas comenzardn su desarrollo entre 3 y 4 semanas después de la lluvia
0 el riego (Davies y Albrigo, 1994).

La diferenciacion de la yema floral implica una serie de cambios morfolGgicos en la anatomia
del meristemo vegetativo que consisten en el ensanchamiento y alisamiento de su porcion apical



(Lord y Eckard, 1985). La organogénesis floral tiene lugar de forma acropétala, es decir, desde
los Grganos mds externos a los mas internos, y comienza con la formacion de los verticilos 0
glementos protectores, los sépalos y los pétalos. A continuacion se produce la diferenciacion de
las estructuras propiamente reproductivas, los estambres y los carpelos. Estos cambios en el
meristemo floral se producen, en las regiones con clima subtropical localizadas en el Hemisferio
Norte, entre los meses de Diciembre y Enero. En el mes de Febrero pueden reconocerse ya facil-
mente Ias yemas florales y, entre dos y tres meses después, los elementos de la flor ya han madu-
rado y se producird la antesis o apertura de la flor.

La floracion puede subdividirse en una serie de estadios fenoldgicos atendiendo a las carac-
teristicas tanto externas como internas del brote floral (Fig. 5.5). En el estadio floral A los péta-
los comienzan a ser visibles, aunque los sépalos los recubren casi completamente. Los extremos
apicales de las anteras se localizan a nivel del estigma. En el estadio floral B los pétalos han
alcanzado casi la mitad de su tamafio final y los extremos apicales de los sépalos se encuentran
amitad de camino entre 1a base y el dpice de los pétalos. El estigma en este estadio sobresale de
las anteras. En el estadio floral C los pétalos casi han alcanzado su tamafio definitivo, aunque se
solapan adn unos con otros. Los filamentos de los estambres han elongado ya considerable-
mente. En el estadio floral D los pétalos estdn a punto de abrirse y, en realidad, pueden hacerlo
al aplicar una leve presion sobre ellos. En este estadio, dependiendo de la variedad, pueden
gncontrarse ya algunas anteras dehiscentes. El siguiente estadio floral corresponde a la antesis
0 apertura de la flor.

B A N

Estadio A ' Estadio B
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Figura 5.5. Estadios fenoldgicos de la flor de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.).



5.5. LA FRUCTIFICACION

La fructificacion, es decir, el proceso mediante el cual el ovario crece y se desarrolla hasta con-
vertirse en un fruto maduro tanto fisioldgica como comercialmente, comienza tras la antesis y se
prolonga entre 6 y 16 meses, en funcion de la especie y la variedad. En el momento de la antesis,
el estigma es receptivo a los granos de polen que han madurado ya en las anteras y puede comen-
zar la polinizacion. En las variedades de citricos autocompatibles, 1a autopolinizacién puede pro-
ducirse por contacto directo de las anteras con el estigma o por medio de insectos polinizadores.
En el primer caso, las anteras se rompen 0 alcanzan la dehiscencia antes de la antesis. A este pro-
ceso de polinizacion antes de la apertura de la flor se le denomina cleistogamia. Las abejas, sin
embargo, son los principales agentes responsables de la polinizacion cruzada en las variedades
autoincompatibles de los citricos. Una vez el grano de polen ha alcanzado el estigma, se hidrata
gracias a las secreciones estigmaticas y germina emitiendo una prolongacion del citoplasma deno-
minada tubo polinico (Fig. 5.6A). En el &pice del tubo polinico se encuentran 3 nlcleos: el nicleo
vegetativo que gobierna las funciones tréficas del tubo polinico y dos nicleos generativos que se
fusionaran, respectivamente, con la oosfera para formar el zigoto y con los dos ncleos polares para
formar el endospermo. El tubo polinico penetra en el estigma y desciende por el estilo hasta alcan-
zar los l6culos del ovario siguiendo el camino marcado por los canales estilares (Fig. 5.6B). Sin
embargo, |os tubos polinicos pueden seguir también un camino mas tortuoso por el estilo a través
de los espacios intercelulares de sus células corticales. Este camino a través del cortex exige cons-
tantes cambios en la direccion de crecimiento del tubo polinico que estan marcados por una fuer-
te deposicion de calosa. Ya en los l6culos, los tubos polinicos alcanzan 1a nucela del dvulo a través
del micropilo y contactan con el saco embrionario produciéndose la fecundacion. A este tipo de
fecundacion se la denomina porogdmica.
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Figura 5.6. Germinacion del grano de polen en el estigma (A) y
seccion transversal del estilo (B) de la flor del hibrido Fortune (Citrus
clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.) mostrando
varios tubos polinicos en su transito, por uno de los canales
estilares, hacia los l6culos del ovario. Tincion: Azul de anilina.

La fertilizacion conduce a la formacion de la semilla que, en general, puede considerarse
como un requisito para que el fruto de algunas variedades de citricos cuaje y se desarrolle. La
ausencia de fertilizacion y, por tanto, de crecimiento de la semilla, conduce irreversiblemente en
estas variedades a la caida o abscision precoz del ovario. Por ejemplo, las flores del naranjo
dulce Pineapple (Citrus sinensis L. Osb.) abscinden en tres dias si no se polinizan 0 no son tra-
tadas con dcido giberélico (Ben-Cheick y cols., 1997). Sin embargo, existen otras variedades
capaces de producir frutos sin semillas, es decir, son variedades partenocarpicas. El hecho de
que el ovario de estas variedades partenocarpicas pueda continuar su crecimiento sin que para-



lelamente se desarrollen las semillas no quiere decir que estén exentan de experimentar el pro-
ceso de abscision. La capacidad partenocarpica de las variedades para producir frutos sin semi-
llas esta relacionada con los diferentes tipos de esterilidad gamética que pueden producirse. La
esterilidad gamética puede ser relativa o absoluta. La esterilidad gamética relativa representa
tanto la autoincompatibilidad gamética o incapacidad de producir embriones por autopoliniza-
cion, aunque los gametos sean perfectamente viables, como |a incompatibilidad cruzada o inca-
pacidad para formar gametos por polinizacion cruzada. En cualquiera de estos casos, el grano de
polen germina al entrar en contacto con el exudado del estigma y comienza el crecimiento del
tubo polinico; sin embargo, éste no progresa mas alld de las papilas estigmaticas y, morfoldgi-
camente, presenta deposiciones irregulares de calosa (Kahn y DeMason, 1986; 1988). Por ejem-
plo, en el mandarino Clemenules (Citrus clementina Hort. ex Tan.) y en el hibrido Fortune (Citrus
clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.), el crecimiento de los tubos polinicos
no progresa mas alla del extremo apical del estilo cuando se fuerza la autopolinizacion en el esta-
dio fenoldgico de flor abierta o antesis (Perez-Botella y cols., 1997). Sin embargo, cuando la
autopolinizacion se fuerza en el estadio de flor cerrada, solamente en el hibrido Fortune pueden
encontrarse tubos polinicos a nivel de los I6culos del ovario. Asi, mientras Clemenules es una
variedad completamente autoincompatible, Fortune, sin embargo, no lo es. Por otra parte, la poli-
nizacion cruzada reciproca entre Clemenules y Fortune es muy efectiva, tanto cuando se realiza
en flor cerrada como en antesis, y pueden encontrarse tubos polinicos en los l6culos del ovario.
La esterilidad gamética absoluta puede ser masculina (incapacidad para producir polen funcio-
nal) o femenina (incapacidad para producir sacos embrionarios). Dos buenos ejemplos de este-
rilidad gamética masculina son el naranjo dulce Washington Navel (Citrus sinensis L. Osbeck) y
el mandarino Satsuma (Citrus unshiu Marc.). En la variedad Washington Navel si se diferencian
las células madre del polen, aunque degeneran antes de dividirse y, por tanto, no se produce
polen maduro y viable en las anteras (Frost y Soost, 1968). La esterilidad gamética femenina
absoluta no es, sin embargo, muy frecuente en los citricos, aunque existen variedades en las que
la mayoria de los dvulos que producen estan desprovistos de saco embrionario. Este es el caso,
por ejemplo, del mandarino Satsuma (Citrus unshiu Marc.), los naranjos dulces Washington
navel y Valencia (Citrus sinensis L. Osbeck), los pomelos Ruby y Duncan (Citrus paradisi Macf.)
y los limones Lisbon y Eureka (Citrus /imon L. Burm.). En todos ellos, excepto en el limén
Lisbon, el grado de formacion de embriones no sexuales en los 6vulos, denominado embriogé-
nesis adventicia o nucelar, es elevado (Wakana y Uemoto, 1987).

El patron de crecimiento y desarrollo del fruto de los citricos, medido en tamafio (didmetro, lon-
gitud o volumen) o en peso, sigue una curva en el tiempo de tipo sigmoide que puede dividirse en
tres estadios o fases que presentan puntos de solapamiento (Bain, 1958).

La fase I corresponde a un periodo de crecimiento lento en el que predomina la division celu-
lar en todos los tejidos del ovario. Durante esta fase se produce la diferenciacion de todos los teji-
dos que compondran el fruto. El incremento en tamafio se debe principalmente al crecimiento de
los tejidos de la pared del ovario que formardn la corteza o piel del fruto de forma que, al final de
esta fase, la corteza alcanza su espesor maximo. Los frutos durante esta fase soportan dos perio-
dos de abscision. El primero implica a flores y a frutos en el estadio fenoldgico de caida de pétalos
y tiene lugar una vez concluida la polinizacion. El desprendimiento de las estructuras reproductivas
se produce por la zona de abscision A, situada entre el peddnculo y el tallo (Schneider, 1968). La
segunda fase, llamada “caida de Junio” en el Hemisferio Norte, comienza entre 2 y 3 semanas des-



pués de la primera. En este momento, los ovarios abscinden por la zona de abscision C, situada en
la region de union entre el disco floral y el ovario. En general, la mayor parte de los frutos que
sobrepasan este segundo periodo de abscision permanecen en el arbol hasta la recoleccion.

La fase Il corresponde a un periodo de crecimiento rapido del fruto en el que predomina la
elongacion celular. El incremento en tamafio del fruto se debe al crecimiento de la pulpa. En esta
fase las vesiculas de zumo crecen considerablemente y llenan los segmentos 0 gajos ejerciendo una
fuerte presion sobre la corteza del fruto. Cuando concluya esta fase el fruto habrd alcanzado su
méximo tamafio.

La fase HI corresponde a un periodo en el cual el fruto puede incrementar ligeramente su tama-
fio debido a la elongacion celular remanente. En esta fase el fruto madura, aunque el proceso de
maduracion en los frutos citricos no sigue un ciclo bien definido en términos fisioldgicos. Es decir,
el fruto no experimenta cambios notables ni en su capacidad para producir etileno ni en la tasa res-
piratoria de sus tejidos. El fruto sigue, por tanto, un patrén no climatérico de maduracion. La apa-
riencia externa del fruto y las preferencias de los consumidores con respecto al sabor y textura de
su parte comestible, de la pulpa, definen el momento de la recoleccion. Si por diversos motivos la
recoleccion no se produce y el fruto se mantiene en el arbol, éste entra en una etapa senescente
durante la cual pierde calidad progresivamente. La calidad para la comercializacion en fresco de los
frutos citricos, aunque varia con el mercado de destino de la fruta, debe cumplir unos minimos en
cuanto a la apariencia externa (tamafio, forma, coloracion y ausencia de defectos en la superficie) e
interna (sabor y textura). Las mermas en la calidad del fruto de origen abidtico se denominan des-
ordenes fisioldgicos y, aunque pueden originarse antes de la maduracion, es en esta fase cuando
suelen ser muy evidentes.

5.6. ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS.

5.6.1. El pedunculo.

El pedunculo de la flor de citricos es una estructura cilindrica, de alrededor de 1 cm de longi-
tud y 1 mm de didmetro, que une la estructura reproductiva con el tallo. Anatomicamente podemos
distinguir cuatro tejidos diferentes en el pedtnculo: Ia epidermis, el cortex, los haces o cordones
vasculares y la médula. La epidermis es una monocapa de células parenquimaticas que envuelve al
cOrtex, que esta constituido por 8-10 capas celulares, también de naturaleza parenquimdtica. A con-
tinuacion del cortex encontramos los haces vasculares que rodean al tejido medular parenquimati-
¢0. En el estadio fenoldgico de antesis, el pedidnculo contiene entre 7'y 9 haces vasculares del tipo
colateral abierto (Schneider, 1968; Bustan y cols., 1995). En la porcion més externa del haz vascu-
lar encontramos el protofloema, mientras que en la porcion mas interna se sitGa el protoxilema.
Entre ambos se observan varias capas de células procambiales. El tejido vascular del pedinculo es
anatémicamente muy importante ya que el fruto en desarrollo es un drgano con una fuerte deman-
da de fotoasimilados sintetizados por las hojas.

La dindmica de crecimiento en grosor del pedinculo es paralela a 1a del fruto durante la fase
| de crecimiento (Bustan y cols., 1995; Erner y Shomer, 1996). A los 30 dias después de la ante-
sis, el sistema vascular del pedidnculo se ha expandido considerablemente formandose un ani-
llo vascular completo debido a la actividad del cambium. En la porcidn interior del anillo



encontramos el xilema secundario, rodeado por 5 a 7 capas de células cambiales. En la porcion
exterior se encuentra el floema secundario que estd separado del protofloema por cordones de
células esclerenquimatosas. El sistema vascular continda creciendo hasta los 60 dias después
de la antesis debido fundamentalmente al intenso desarrollo que experimenta el tejido escle-
renquimatoso del floema

Existen diferentes tratamientos exdgenos que pueden emplearse para aumentar el tamafio del
fruto de los citricos. Estos tratamientos estan orientados tanto a la eliminacién de la competencia
entre organos por aclareo manual y quimico de flores o frutos como al incremento de la capacidad
de crecimiento del fruto por rayado, anillado o incisién anular completa de 1 mm de anchura alre-
dedor de las ramas secundarias o por aplicacion de auxinas de sintesis. Estos Gltimos tratamientos
son eficaces cuando se realizan al final de la caida fisiologica de frutos denominada “caida de
Junio” en el Hemisferio Norte.

El tratamiento conjunto de rayado y aclareo de frutos puede duplicar el peso fresco que alcan-
zan los frutos de pomelo Marsh (Citrus paradisi Macf.) tras 5,5 meses de tratamiento (Bustan y
cols., 1995). Asi mismo, el didmetro del pedidnculo también aumenta en el mismo orden de mag-
nitud que lo hace el fruto. Los efectos anatomicos se manifiestan en el peddnculo solamente 1 mes
después del doble tratamiento. La actividad cambial es mds intensa que en los pedinculos de los
frutos procedentes de los drboles no tratados y produce tanto floema como xilema secundario.
Ambos tejidos parecen funcionales ya que la mayor actividad del cambium no produce el aplasta-
miento del protofloema y el protoxilema que si se observa en los peddnculos de los frutos control
no tratados. A 10s 5,5 meses después del tratamiento, el incremento en el didmetro del pedtnculo
se debe, fundamentalmente, al aumento en el espesor del floema secundario y del tejido escleren-
quimatoso del floema.

Figura 5.7. Secciones transversales de pedunculos de frutos del
hibrido Fortune (Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina
Hort. ex Tan.). Anatomia de un pedinculo control (A) y de otro
después de 6 meses del tratamiento, al final de la caida fisiologica,
con 50 ppm del éster del 2,4-DP (B). Tincion: Azul de toluidina.



El tratamiento con auxinas sintéticas al arbol completo del mandarino Fortune (Citrus cle-
mentina Hort. ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.) al final de la caida fisiologica de frutos
también incrementa significativamente tanto el tamafio del fruto maduro (15%) como el didme-
tro de los pedinculos (40%) después de 6 meses de tratamiento (Fig. 5.7). Este efecto sobre el
didmetro del peddnculo se debe, al igual que en el caso anterior, al incremento en el tamafio de
su sistema vascular (Agusti y Tadeo, datos no publicados). El cambium de los pedudnculos de
los frutos tratados con auxinas es mas activo y éste incremento en la actividad cambial se tra-
duce en un mayor espesor tanto del xilema secundario y de sus vasos como del floema secun-
dario y de las fibras esclerenquimatosas. Por tanto, parece existir una estrecha relacion entre el
engrosamiento secundario del pedinculo y el incremento en el tamafio del fruto. Es decir, podria
existir una fuerte dependencia entre la tasa de crecimiento del fruto y la capacidad de transpor-
te del pedinculo.

5.6.2. El estigma vy el estilo.

El estigma, el estilo y el ovario comienzan su desarrollo como una unidad. Sin embargo, el con-
junto formado por el estigma y el estilo difiere del modelo de desarrollo del ovario debido, proba-
blemente, a que desempefian funciones diferentes. El estigma y el estilo son las estructuras de la
flor de los citricos especificamente preparadas para la polinizacion y germinacion del grano de
polen (estigma) y la conduccidn del tubo polinico hasta los Idculos del ovario (estilo).
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Figura 5.8. Inflorescencia del mandarino Clementino
(Citrus clementina Hort.) en donde se observa la zona de
abscision estilo/ovario.

Durante la antesis, el ovario atraviesa un periodo de ralentizacion del crecimiento, mientras
que el estigma y el estilo experimentan, al mismo tiempo, su mas rdpido aumento en peso. El
crecimiento de estas dos estructuras cesa practicamente al mismo tiempo que se produce la caida
de los estambres y los pétalos de la flor, mientras que el ovario continia aumentando en peso.
El primer sintoma externo de senescencia del conjunto estigma-estilo es la aparicion de un ani-



llo de tonalidad més clara que se localiza por encima de la zona de unién entre el estilo y el ova-
rio, la denominada zona de abscision estilo/ovario (Fig. 5.8). Este anillo adquiere con el tiempo
una coloracion marron, a la vez que el estilo cambia su color verde claro a amarillento, hasta que
finalmente se separa del ovario (Zacharia, 1951; Einset y cols., 1980). En los naranjos del grupo
Navel (Citrus sinensis L. Qsbeck), por ejemplo en la variedad Navelate, la abscision de estas
estructuras se produce aproximadamente dos semanas después del estadio fenoldgico de caida
de pétalos (Tadeo, 1988). En otras especies como el limén (Citrus limon L. Burm.), la abscision
se produce dos semanas mds tarde, mientras que en el cidro (Citrus medica L.), un porcentaje
considerable de estilos permanece unido al fruto durante todo su ciclo de vida en el &rbol
(Goldschmidt y Leshem, 1971).

Los citricos poseen un estigma del tipo himedo, debido al exudado que lo recubre durante el
periodo receptivo, y un estilo del tipo hueco, ya que los tubos polinicos crecen, mayoritariamente,
a través de canales rellenos de un material mucilaginoso (Fig. 5.9).

El estigma puede dividirse en dos zonas (Figs. 5.9Ay C; Cresti y cols., 1982; Tadeo, 1988):
a) Una superficial, de tipo glandular, formada por papilas y denominada zona estigmatica.

b) Una interior, no glandular, denominada zona estigmatoide, formada por células
parenquimadticas, la cual envuelve el tejido de transmision, los canales estilares, y que se
continda en el estilo constituyendo el cortex.

El estilo, por su parte, se divide en tres zonas (Figs. 5.9B y D; Ciampolini y cols., 1981; Tadeo, 1988):

a) Epidermis; una monocapa compuesta por células parenquimaticas de estructura
rectangular, con una pared periclinal externa recubierta de una gruesa cuticula.

b) Cértex; formado por varias capas de células, también de naturaleza parenquimati-
ca, que envuelven los haces vasculares y los canales estilares.

¢) Células de los canales estilares; de naturaleza glandular y que producen y liberan
una secrecion al canal.

Figura 5.9. Secciones transversales del estigma y del estilo de la flor del naranjo dulce Navelate
(Citrus sinensis L. Osh.). (A) Vista general del estigma. CE = canal estilar; ZED = zona
estigmatoide; ZET = zona estigmatica. (B) Vista general del estilo. C = cortex; CE = canal estilar;
E = epidermis; HV = haz vascular. (C) Detalle de las papilas de la zona estigmética del estilo. (D)
Detalle de un canal estilar en el estilo. Tinciones = Acido periddico-reactivo de Schiff (PAS; Ay
D) y Safranina-verde réapido (B y C).



Las regiones glandulares del estigma y del estilo producen y secretan al exterior un exudado
compuesto por azdcares, lipidos y proteinas que el grano de polen utiliza para hidratarse y germi-
nary, también, como medio nutritivo para poder mantener el crecimiento longitudinal del tubo poli-
nico. La secrecion de exudado comienza, al menos en la variedad de naranjo dulce Navelate (Citrus
sinensis L. Osbeck), en el estadio floral D, antes de que se produzca la antesis o apertura de la flor,
y se prolonga hasta que se produce la caida de los pétalos (Tadeo, 1988). En el estadio de antesis
se secreta el mayor volumen de exudado. La porcion azucarada de la secrecion se produce a expen-
sas de la desintegracion del almidon almacenado en los amiloplastos. Aunque 1as papilas contie-
nen en el estadio de antesis cierto nimero de amiloplastos, el mayor reservorio de almidon se
localiza en las células estigmatoides situadas inmediatamente por debajo de las papilas del estig-
ma y en las células corticales que rodean los canales estilares (Figs. 5.9A y D). Los depdsitos de
almidon desaparecen completamente de las células al inicio de la senescencia del estigma y del
estilo, unas dos semanas después de la antesis (Tadeo, 1988).
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Figura 5.10. Microfotografias al microscopio electrénico de transmision de las papilas de la zona
estigmética del estigma de la flor del naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.). Estigmas
procedentes de flores en los estadios fenologicos de flor cerrada (A), “caida de pétalos” (B) y 15
dias después de la antesis de la flor (C). Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.



La estructura fina de las células del estigma y del estilo presenta caracteristicas diferencia-
les. Las papilas de la zona estigmatica varian tanto en el tamafio como en el nimero de células
de que constan. Podemos encontrar desde pequefias papilas unicelulares hasta grandes papi-
las multicelulares (Cresti y cols., 1982; Tadeo, 1988). En el estadio floral D, las células de las
papilas presentan un citoplasma denso, con pequefias vacuolas en su interior (Fig. 5.10A).
Ademds, el citoplasma posee abundante perfiles de RE, ribosomas y dictiosomas muy activos
con un abundante niimero de vesiculas tanto rodeandolos como en contacto con el plasmale-
ma o cerca de él. Las papilas contienen también amiloplastos y mitocondrias, aungue no son
muy abundantes. El nicleo se sitla generalmente en el centro de las células, es de apariencia
redondeada y contiene un tnico nucleolo. La cromatina se localiza dispersa en el interior del
nicleo, con pocas zonas de condensacion. En los estadios senescentes, el grado de vacuola-
cion de las papilas aumenta considerablemente y aparecen invaginaciones del plasmalema y
del tonoplasto, asi como vesiculas intravacuolares con material citopldsmico en su interior
Figs. 5.10B y C). Antes de que se produzca la abscision, las papilas estan altamente vacuola-
das, quedando el citoplasma reducido a estrechas bandas junto a la pared celular y rodeando
al ntcleo, el cual suele ocupar una posicion basal. El tonoplasto pierde su integridad, los plas-
tos han perdido el almiddn y contienen abundantes plastoglobulos y los perfiles de RE estan
dilatados en alguna de sus zonas. Sin embargo, contintan observdndose dictiosomas y mito-
condrias aparentemente activos.

La epidermis del estilo es una capa uniseriada, compuesta por células parenquimaticas
(Ciampolini 'y cols., 1981; Tadeo, 1988). Las paredes periclinales externas son relativamente grue-
sas y estdn recubiertas por una espesa cuticula de apariencia ondulada (Fig. 5.11). Las células estan
altamente vacuoladas y el citoplasma contiene amiloplastos, mitocondrias y perfiles de RE. El
nicleo, con un Unico nucleolo y pocos aclimulos de cromatina condensada, presenta forma elip-
soidal y se localiza, preferentemente, junto a la pared periclinal interna.

Figura 5.11. Microfotografia, al microscopio electrénico de transmision, de la epidermis del
estilo de la flor del naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en el estadio fenoldgico de
“caida de pétalos”. CT = cuticula; N = nicleo; P = plasto. Contraste: Acetato de uranilo y citrato
de plomo.



La zona estigmatoide del estigma y el cortex del estilo esta formada por células de natura-
leza parenquimatica. En estos tejidos podemos encontrar dos tipos celulares que se distinguen
tanto por su localizacion tisular como por su contenido en amiloplastos (Giampolini y cols.,
1981; Cresti y cols., 1982; Tadeo, 1988). Uno de los dos tipos celulares se localiza lejos de las
regiones glandulares, 1as papilas y los canales estilares, y el citoplasma presenta pocos amilo-
plastos. Sus células estan empaquetadas de manera laxa, con amplios espacios intercelulares
entre ellas, y presentan una relacion citoplasma/vacuola baja. Las células del segundo tipo se
localizan junto a las regiones glandulares y contienen abundantes reservas de almid6n en sus
plastos (Fig. 5.12A). El grado de vacuolacion de estas células también es alto, aunque menor
que las anteriores, y el citoplasma contiene, ademds de amiloplastos, mitocondrias, dictioso-
mas y RE muy activos. La relacion de estas células con sus vecinas de naturaleza glandular es
gstrecha dado que se observa un gran nimero de plasmodesmos, en muchas ocasiones ramifi-
cados. A medida que progresa el crecimiento del estigma y del estilo estas células pierden gra-
dualmente el almidon de sus plastos y aparecen sintomas de degeneracion celular como
invaginaciones del plasmalema y del tonoplasto y material citopldsmico en el interior de Ia
vacuola (Figs. 5.12B y C).

Figura 5.12. Microfotografias, al microscopio electrénico de transmision, de las células de la
zona estigmatica del estigma de la flor del naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.)
localizadas inmediatamente por debajo de las papilas en los estadios fenoldgicos de flor cerrada
(A), “caida de pétalos” (B) y 15 dias después de la antesis de la flor (C). Pg = plastogl6bulos;
St = almiddn. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Las células glandulares que recubren los canales estilares presentan una forma elipsoidal,
con su eje mayor orientado perpendicularmente al canal (Ciampolini y cols., 1981; Tadeo, 1988).
En el estadio floral D y en antesis, las paredes que rodean el protoplasto de estas células son del-
gadas y de espesor uniforme (Figs. 5.13A y B). El ntcleo, de apariencia redondeada, ocupa una
posicion central y contiene un nucleolo y cromatina condensada en contacto con la membrana
nuclear interna. Las células contienen un reducido nimero de pequefias vacuolas y el citoplas-



ma estd ocupado por abundantes orgdnulos (amiloplastos, dictiosomas, RE y mitocondrias). En
el estadio fenoldgico de caida de pétalos, 1a pared periclinal en contacto con el canal y las pare-
des anticlinales aumentan en grosor (Fig. 5.13C). Como consecuencia de ello, el volumen del
citoplasma se reduce considerablemente, quedando sus componentes densamente empagqueta-
dos y perdiendo sus caracteristicas funcionales. La senescencia del estigma y del estilo acentda
aln mas estas caracteristicas celulares.

La pared de las células que constituyen las papilas del estigma, asi como las paredes de la
células epidérmicas y los estratos mas superficiales del cortex del estilo, experimentan una pro-
gresiva deposicion de lignina a medida que avanza la senescencia del estigma y del estilo (Fig.
5.14; Tadeo, 1988; Tadeo y Primo-Millo, 1990). La deposicion de lignina estd precedida por la
acumulacion la substancias fendlicas, autofluorescentes, en las paredes. La autofluorescencia
comienza a observarse en el estadio fenoldgico de caida de pétalos, en las secciones de pared
que delimitan los espacios intercelulares, y mas tarde, cuando ya se ha entrado en el periodo
senescente, Ia autofluorescencia se localiza en regiones mas extensas de la pared celular y es
concomitante con la presencia de lignina. La lignificacion esta asociada al aumento en peroxi-
dasas con actividad siringaldazina-oxidasa (Tadeo y Primo-Millo, 1990) que se localizan tanto
en la zona estigmatica como en las paredes de las células epidérmicas y corticales del estilo
(Tadeo, 1988).

Figura 5.13. Microfotografias, al microscopio electronico de transmision, de las células de los
canales estilares del estilo de la flor del naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en los
estadios fenoldgicos de flor cerrada (A y B) y “caida de pétalos” (C). CC = células del canal; CE =
canal estilar; M = mitocondria; N = nucleo; PC = pared celular; RE = reticulo endoplasmico.
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.



Figura 5.14. Secciones transversales (A, B, D, E) y longitudinales (C, F) del
estigma y del estilo de la flor del naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.).
(A'y B) Papilas de la zona estigmética del estigma de una flor a los 15 dias
después de la antesis. (C y D) Epidermis y cortex del estilo de una floralos 11y
15 dias, respectivamente, después de la antesis. (E) Epidermis y cortex del estilo
de unafloralos 11 dias después de la antesis. (F) Epidermis y cortex del estilo de
una flor a los 15 dias después de la antesis. Tincién: Autofluorescencia
(criosecciones; A, Cy D); Test de Wiesner (B, Ey F).

5.6.3. Los estambres.

Los estambres constituyen el aparato sexual masculino de la flor y se diferencian en el meris-
temo floral una vez lo han hecho los sépalos y los pétalos. Cada estambre consta de dos partes: un
filamento alargado de color blanquecino y una antera (Fig. 5.1). La antera es |a parte fértil del estam-
bre y consta de dos tecas bilobulares separadas por un corddn o haz vascular que proviene del fila-
mento y que se encuentra englobado por tejido conectivo (Fig. 5.15). En cada I6bulo de las tecas
j6venes aparece una cavidad denominada l6culo o saco polinico que contiene las microsporas, 10s
primordios de los granos de polen. La monocapa de células exteriores de la antera se denomina
exotecio. Por debajo de él se encuentra una monocapa de células denominada endotecio y rodean-
do los Iaculos se encuentra el tapetum.

En el estadio floral A, el interior del saco polinico estd relleno de las células madre de las micros-
poras (Frost y Soost, 1968; Koltunow y cols., 1995). Estas células son poligonales, estan densamen-
te empaquetadas y comprimidas por el tapetum y presentan una alta relacion citoplasma/vacuola.
Contienen un gran ndcleo y abundantes ribosomas libres. Cada célula madre de las microsporas es



dipliode y realiza dos divisiones meicticas que rinden una tétrada de microsporas haploides que se
convertirdn en cuatro granos de polen. Cada antera de citricos producira de media 16.000 granos de
polen. En el estadio floral B las microsporas se han individualizado quedando envueltas por la mem-
brana y la pared celular. Cada microspora contiene un nico ndcleo que experimentara una mitosis
normal, rindiendo dos niicleos, uno vegetativo, grande y de contenido poco denso, que desempefia
funciones tréficas, y otro generativo, también llamado espermdtico o germinativo. Una vez formados
ambos nicleos queda constituido el grano de polen. Posteriormente, el nlcleo generativo se divide
mitoticamente generando dos ndcleos que se fusionardn, uno de ellos con la oosfera y el otro con los
dos nuicleos polares del saco embrionario del ovulo. En el estadio floral C los granos de polen estan
maduros y el tapetum comienza a degenerar. Los granos de polen han generado ya sus dos cubiertas,
laintinay la exina. En algunas variedades, se produce la ruptura o dehiscencia de las anteras ya en el
estadio floral D, liberdndose los granos de polen. Los granos de polen deshidratados presentan mor-
fologias diversas y adquieren una forma globular cuando se hidratan (Crescimanno y cols., 1988a y
b). En algunas variedades de citricos, como por ejemplo en el naranjo dulce Valencia (Citrus sinensis
L. Osh.), los granos de polen presentan anormalidades, en cuanto a su tamafio y su forma, que sugie-
ren que la gametogénesis masculina ha sido defectuosa (Koltunow y cols., 1995).

Léculos o sacos polinicos

Tejido conectivo

Figura 5.15. Representacion esquematica de una seccidn transversal
de una antera de una flor de citricos.

5.6.4. El ovario y el fruto.

El ovario estd compuesto por un nimero variable de carpelos fusionados o l6culos que rodean
al eje central, con el pericarpo o pared del ovario situado al exterior de los loculos (Fig. 5.1). El peri-
carpo esta compuesto en su gran mayorfa por células de naturaleza parenquimdtica y se divide en
tres regiones: exocarpo, mesocarpo y endocarpo (Fig. 5.16). El limite entre cada una de estas regio-
nes no puede establecerse con precision, aunque las células de cada region presentan algunas
caracteristicas diferenciales (Ben-Cheikh y cols., 1997). Sin embargo, podemos considerar al exo-
carpo como la fraccion del pericarpo localizada entre su superficie externa y el extremo basal de las
glandulas de aceite. El endocarpo es la fraccion del pericarpo comprendida entre los haces vascu-
lares dorsales y la superficie interna del pericarpo, que mira a los l6culos, mientras que la fraccion



intermedia del pericarpo es el mesocarpo. Con el desarrollo del fruto, a partir del endocarpo se dife-
rencian las emergencias carpelares y las vesiculas de zumo.

Exocarpo

Mesocarpo

Endocarpo

Figura 5.16. Seccion transversal del pericarpo en el ovario del
naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en donde se definen
las tres regiones en que puede subdividirse: exocarpo, mesocarpo y
endocarpo. Tincién: Azul de toluidina.

El exocarpo esta formado por la epidermis, la monocapa celular mas externa, que contieng un
nimero variable de estomas (Fig. 5.17). La porcion superficial de su pared periclinal externa esta
recubierta por una fina cuticula en la que se depositan ceras epicuticulares. La epidermis estd com-
puesta por células de apariencia rectangular cuyo eje mayor estd orientado perpendicularmente a la
superficie del fruto. Su relacion citoplasma/vacuola es baja y suelen contener miembros de toda la
gama de organulos celulares, asi como plasmodesmos que las conectan entre si 'y con las células
hipodérmicas. Por debajo de la epidermis encontramos un nimero variable de capas de células
hipodérmicas que envuelven las glandulas de aceites esenciales. Estas células poseen las mismas
caracteristicas citoldgicas que las de la epidermis y estan densamente empaquetadas sin apenas
espacios intercelulares entre ellas.

El mesocarpo es la porcion del pericarpo que mas se expande con el crecimiento del ovario
durante la fase | de la fructificacion (Tadeo y Primo-Millo 1988a). En él podemos distinguir perfec-
tamente dos regiones, al menos durante las primeras etapas de la fase | de crecimiento: el meso-
carpo externo y el interno (Figs. 5.18 y 5.19). El mesocarpo externo es una estrecha franja de células
que conserva rasgos meristematicos (Fig. 5.18). Podria considerarse pues como un meristemo
secundario. Sus células estdn estrechamente empaquetadas y su relacion citoplasma/vacuola es
alta. Estas células poseen abundantes ribosomas libres, mitocondrias, plastos y dreas de Golgi dis-
persas por el citoplasma. A medida que avanza el crecimiento del ovario, la relacion
citoplasma/vacuola desciende y adquieren preponderancia los plastos sobre los demds organulos
celulares. En el mesocarpo interno, por el contrario, Ia relacion citoplasma vacuola siempre es baja
y con el tiempo, el empaquetamiento celular se vuelve mds laxo, haciéndose mds evidentes los
espacios intercelulares, y las paredes celulares son més gruesas (Fig. 5.19). Los cambios més
importantes, a nivel de los organulos celulares, que se producen en el mesocarpo corresponden a
los plastos (Fig. 5.20). Inicialmente encontramos amiloplastos en el mesocarpo interno y cloro-
plastos fotosintéticamente activos con actimulos discretos de almidon en el mesocarpo externo



(Tadeo y Primo-Millo 1988a). Tanto los amiloplastos como los cloroplastos van perdiendo progre-
sivamente los pocos actmulos de almiddn que contienen. Sin embargo, el sistema endomembra-
noso de los cloroplastos del mesocarpo externo crece en extension y complejidad mientras que en
el mesocarpo interno disminuye su estructura interna a medida que las células alcanzan porciones
mds profundas del tejido. Al final de la fase | de crecimiento, el mesocarpo interno se convierte en
el tejido esponjoso y laxo caracteristico del albedo y sus células aparecen profundamente vacuola-
das y con protuberancias tubulares que representan los puntos de union entre células vecinas.

Figura 5.17. Microfotografia al microscopio electrénico de
transmision del exocarpo del ovario de naranjo dulce Navelate
(Citrus sinensis L. Osb.) de 5 mm de didmetro. Las flechas indican
las paredes nuevas formadas por division celular. CT = cuticula;
EP = epidermis; HD = hipodermis. Contraste: Acetato de uranilo y
citrato de plomo.

Figura 5.18. Microfotografia al microscopio electrénico de
transmision del mesocarpo externo de un ovario de naranjo dulce
Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en el estadio fenoldgico de “caida
de pétalos”. Las flechas indican las paredes nuevas formadas por
division celular. M = mitocondria; N = ndcleo; NL = nucleolo; P =
plasto; Pd = plasmodesmo; V = vacuola. Contraste: Acetato de
uranilo y citrato de plomo.



Figura 5.19. Microfotografias al microscopio electrénico de
transmision del mesocarpo interno de ovarios de naranjo dulce
Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en el estadio fenoldgico de “caida
de pétalos” (A) y con 5 mm de didmetro (B). C = citoplasma;
El = espacio intercelular; PC = pared celular; V = vacuola. Contraste:
Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Figura 5.20. Microfotografias al microscopio electrénico de
transmision de plastos del pericarpo del ovario de naranjo dulce
Navelate (Citrus sinensis L. Osb.). (A) Amiloplasto en el mesocarpo
interno de un ovario en el estadio fenoldgico de flor carrada. (B)
Cloroplasto con acimulos de almidén en el mesocarpo externo de un
ovario en el estadio fenoldgico de “caida de pétalos”. (C) Cloroplasto
en el mesocarpo externo de un ovario de 15 mm de didmetro. (D)
Plastos en degeneracion en el mesocarpo interno de un ovario de 15
mm de didmetro. Gr = grana; Pg = plastogldbulos; St = almiddn;
Th = tilacoides. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.



A'lo largo de la fase | de crecimiento se producen dos oleadas de abscision que implican a
flores y a ovarios. Los ovarios que van a abscindir pueden diferenciarse de los que van a perma-
necer en el arbol por su coloracién verde pélida (Fig. 5.21A). Las células del pericarpo de estos
ovarios con sintomas de abscision se caracterizan por la presencia de invaginaciones del tono-
plasto y del plasmalema y porque en sus paredes, mds electrodensas que las de las células per-
tenecientes a ovarios sin sintomas de abscision, se acumula material granular (Figs. 5.21By C;
Tadeo 1988). El citoplasma posee una apariencia diluida y se observan secciones hinchadas de
RER. Las mitocondrias poseen pocos perfiles de crestas mitocondriales y su matriz es muy poco
electrodensa (Fig. 5.21D). Los plastos, por su parte, comienzan a perder su Sistema endomem-
branoso (Fig. 5.21E).

La region mas profunda del pericarpo, el endocarpo, no experimenta profundas modificaciones
en su espesor a o largo de la fase | de crecimiento. Sin embargo, los cambios més notables en esta
region provienen de los elementos que se diferencian a partir de las células epidérmicas y subepi-
dérmicas de la superficie adaxial del carpelo y cuyo crecimiento se dirige hacia el interior de los
l6culos. Estos elementos son las emergencias carpelares y las vesiculas de zumo (Fig. 5.22).

Figura 5.21. (A) Morfologia de ovarios de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) que
contintian su desarrollo normal (izquierda) o que presentan sintomas de degeneracion-abscision
(derecha). (B-E) Microfotografias al microscopio electronico de transmision del pericarpo de
ovarios con sintomas de degeneracion-abscision en el estadio fenolégico de “caida de pétalos”.
EP = epidermis; HY = hipodermis; IT = invaginacion del tonoplasto; M = mitocondria;
MI = mesocarpo interno; P = plasto. Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

Las emergencias carpelares comienzan a formarse en el estadio floral D, aproximada-
mente 3 dias antes de la antesis (Fig. 5.22A), a partir de las células iniciales, las cuales son cla-
ramente diferentes al resto de células superficiales (Burns y cols., 1994). A los 7 dias después
de la antesis, las emergencias carpelares estan compuestas por agrupaciones de células globu-
lares que se dividen activamente y se disponen desordenadamente en su region terminal junto
con otras células, de menor tamafio, situadas en la porcion basal. En los espacios intercelulares



que se localizan entre determinadas células globulares se observa la presencia de material que
se tifie intensamente con azul de toluidina. El crecimiento de las emergencias carpelares es mas
rapido que el de las vesiculas de zumo aunque se ralentiza considerablemente y acaba detenién-
dose a los 35 dias después de |a antesis. El citoplasma de las células globulares contiene nume-
rosas areas de Golgi y vesiculas, mitocondrias, cuerpos lipidicos y extensas zonas de RE. Las
vesiculas estdn rellenas de material fibrilar, compuesto por polisacaridos con residuos de galac-
tosa y arabinosa, y se fusionan con el plasmalema vertiendo su contenido a la pared celular. A
los 60 dias después de la antesis, el citoplasma de las células que se localizan en el centro de la
region terminal es muy electrodenso, lo que refleja que ha comenzado a degenerar. Al igual que
ocurria con las células que tapizan los canales estilares, las paredes de las células globosas
situadas en la superficie aumentan considerablemente en grosor. Las emergencias carpelares
son, por tanto, estructuras de naturaleza secretora que podrian participar en el desarrollo de las
vesiculas de zumo, al menos durante sus primeras etapas.

El crecimiento y desarrollo de las vesiculas de zumo (Fig. 5.22B) puede dividirse en tres
etapas (division, elongacién y maduracion celular) que se corresponden con las fases de creci-
miento del fruto (Burns y cols., 1992). La etapa de division celular se prolonga desde 2 dias antes
de antesis hasta 10 semanas después de ocurrida ésta. Su diferenciacion comienza a partir de
determinadas células epidérmicas y subepidérmicas con caracteristicas meristematicas. A los 10
dias después de la antesis podemos distinguir en los primordios de las vesiculas dos tipos celu-
lares: las meristematicas, que se localizan en la region terminal, y 1as pedunculares, en la region
basal. Las células meristemadticas contienen nlicleos activos y abundantes mitocondrias, plastos
y extensas zonas de RE.

Figura 5.22. Secciones transversales de ovarios de naranjo dulce
Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en las que se observan el
desarrollo de las emergencias carpelares (A) y de las vesiculas de
zumo (B) a partir del endocarpo. EC = emergencias carpelares;
VZ = vesiculas de zumo. Tincion: Azul de toluidina (A) y safranina-
verde rapido (B).

Entre 4 y 10 semanas después de la antesis la porcion externa de las vesiculas presenta una
capa de células epidérmicas con una fina cuticula y entre 3 'y 8 capas de células hipodérmicas,
mientras que 1a porcion central estd ocupada por las células de la denominada cavidad central. En



los tipos celulares localizados al exterior de |a vesicula la relacion citoplasma/vacuola es baja, aun-
que el citoplasma contiene mitocondrias, areas de Golgi, plastos y secciones de RE liso y rugoso.
En las células de la cavidad central, sin embargo, la relacion citoplasma/vacuola es alta. A medida
que nos acercamos al centro de la cavidad central, la densidad a los electrones de las células
aumenta. Es decir, parece existir una zona de transicion entre las células hipodérmicas y las célu-
las que ocupan el centro de la cavidad. El citoplasma de las células centrales contiene cuerpos lipi-
dicos, en algunos casos englobados por el tonoplasto, mitocondrias y material osmiofilico
asociado al espacio periplasmico celular. Los plastos en estas células centrales estdn muy reticu-
lados y contienen abundantes plastoglGbulos e inclusiones lipidicas. Entre las paredes de las célu-
las electrodensas centrales de la cavidad comienzan a formarse espacios globulares de origen
esquizdgeno y lisigeno que van aumentando en tamafio. A las 10 semanas después de la antesis
comienza la etapa de elongacion celular en todos los tejidos de la vesicula, que se prolonga hasta
12 semanas después. Las células que conformaban la zona de transicion en la cavidad central
aumentan considerablemente de tamafio, la relacion citoplasma/vacuola también aumenta y sola-
mente presentan una estrecha franja de citoplasma situado en una posicion parietal. El proceso de
lisis celular continua desarrollandose en las células de la cavidad central. A las 22 semanas des-
pués de la antesis, |a estructura que presentan las vesiculas es |a tipica del tejido maduro con célu-
las epidérmicas, subepidérmicas o hipodérmicas, elongadas y contenedoras del zumo.

5.6.4.1. Desordenes fisiologicos precosecha.

Una vez el fruto ha comenzado la fase Il de maduracion pueden observarse, tanto en su super-
ficie externa como en su porcion interna, dafios de origen no parasitario o abidtico que deprecian
su valor comercial. Estos dafios se conocen genéricamente como desordenes fisiologicos y pueden
tener su origen tanto en esta fase como en la anterior. Los desordenes fisioldgicos que afectan a la
pulpa producen mermas tanto en el sabor, ya que afectan al contenido en azdcares y dcidos, como
en la textura del zumo almacenado en las vesiculas. Sin embargo, son los desordenes que afectan
a la corteza los mas importantes en las variedades cultivadas en Espafia. Los dafios en la corteza
pueden afectar tanto al flavedo como al albedo, aunque son mas numerosos y variados los que
deterioran la calidad del flavedo (Agusti y Almela, 1991; Taln y cols., 1995). La manifestacion de
los desordenes en el flavedo se produce en forma de manchas, grietas o depresiones en su porcion
externa que, con el tiempo, facilitan la aparicion de dafios de origen bidtico por ataque de hongos
y bacterias. Entre las alteraciones que afectan al flavedo, las que en |a actualidad concentran una
mayor atencion y esfuerzos para reducir su incidencia son el picado y el colapso de la corteza.

5.6.4.1.1. El picado de la corteza.

Este desorden ha sido considerado hasta hace pocos afios como exclusivamente postcosecha y
se ha asociado a las bajas temperaturas utilizadas normalmente para la conservacion de los frutos
citricos (Grierson, 1986). Sin embargo, el picado puede detectarse al inicio de la fase IIl de la fructifi-
cacion, en los meses de Diciembre y Enero, en el flavedo de la mandarina Fortune (Citrus clementina
Hort. ex Tan.x Citrus tangerina Hort. ex Tan.) (Almela y cols., 1992). Las causas y el mecanismo de
accion del picado se desconocen por ahora, aunque Su aparicion coincide con bajos registros de 1a
temperatura y la humedad relativa. El picado afecta predominantemente a la cara externa de los frutos
situados en el cuadrante noroeste del drbol y se caracteriza por la aparicion de manchas de coloracion
marrdn a negra. Las manchas son, al principio, de pequefio tamafio e histologicamente se caracteri-



zan por la presencia de zonas discretas de la epidermis dafiadas (Figs. 5.23A y B; Vercher y cols.,
1995). A medida que progresa el desorden, las manchas crecen en extension y también aparecen
dafiados estratos celulares més profundos del exocarpo (Fig. 5.23C). En los frutos severamente afec-
tados de picado las manchas acaban agregandose y la superficie del fruto adopta una apariencia ondu-
lada. Las irregularidades en la superficie estdn relacionadas con el plegamiento que experimentan las
paredes de las células epidérmicas e hipodérmicas afectadas. En los pliegues de las paredes se obser-
va, ademas, la presencia de depdsitos andmalos de material de naturaleza pectinica (Figs. 5.23D).

Figura 5.23. Caracterizacion morfoldgica, histolégica y ultraestructural
del flavedo del fruto picado del hibrido Fortune (Citrus clementina Hort.
ex Tan. x Citrus tangerina Hort. ex Tan.). (A) Fruto con sintomas severos
de picado ( 50% de la superficie del fruto afectada). (B) Seccién
transversal del flavedo de un fruto con sintomas ligeros de picado
(10% de la superficie del fruto afectada). (C-E) Secciones transversales
del flavedo de un fruto con sintomas severos de picado. (F-G)
Microfotografias al microscopio electronico de barrido de la superficie
de un fruto con sintomas severos de picado. A = amiloplasto;
C = cuticula; E = células epidérmicas; H = células hipodérmicas;
IC = células epidérmicas e hipodérmicas dafadas; OG = glandula de
aceites esenciales. Tinciones: Acido periddico-reactivo de Schiff (PAS;
B, C); rojo de rutenio (D); auramina O (E).



A pesar de todos estos cambios celulares tan drdsticos, la cuticula mantiene su estructura con-
tinua, aunque ésta se adapta a la superficie ondulada de la corteza (Fig. 5.23E). La superficie de los
frutos severamente afectados muestra también al microscopio electronico de barrido una aparien-
cia ondulada (Fig. 5.23F). Las depresiones han perdido las ceras epicuticulares de estructura cris-
talina caracteristicas de las zonas sanas y la morfologia de las ceras restantes toma una apariencia
rugosa (Figs. 5.23G). Estos cambios morfolgicos y anatémicos coinciden con aumentos impor-
tantes en la permeabilidad al agua de las cuticulas (Vercher y cols., 1995). Por tanto, parece que las
bajas temperaturas inducen la degeneracion de los estratos celulares més externos de la corteza del
fruto de Fortune. En ellos tiene lugar el metabolismo y la secrecion de las ceras que embeben Ia
cuticula y que se depositan en su cara externa. La ausencia de ceras modifica la funcion fisioldgi-
ca de las cuticulas, es decir, hace mas facil el trdnsito de agua y gases hacia el exterior del fruto, lo
cual induce estrés hidrico en su superficie.

5.6.4.1.2. El colapso de la corteza.

Esta alteracion, conocida cominmente como “pateta de rata”, se presenta en todas las varieda-
des de naranja del grupo Navel (Citrus sinensis L. Osbeck), aunque la mayor incidencia se obser-
va en las variedades Navelina y Navelate. En éstas variedades, el colapso de la corteza puede llegar
a afectar hasta al 50% de la cosecha (Zaragoza y Alonso, 1975). Los sintomas iniciales de |a alte-
racion consisten en la depresion de zonas concretas del flavedo en las que puede apreciarse per-
fectamente como sobresalen las glandulas de aceites esenciales (Fig. 5.24A). Con el paso del
tiempo, la superficie afectada aumenta en extension y las depresiones toman una coloracion 0scu-
ra (Fig. 5.24B). El origen de esta alteracion parece radicar en cambios bruscos en la humedad rela-
tiva entre el final de la fase Il 'y el inicio de la fase Il de la fructificacion (Aqusti y Zaragoza, 2000).
A nivel anatémico, los dafios que este desorden produce en el flavedo son similares a los descri-
tos para el picado. El colapso comienza en la zona de transicion flavedo/albedo y rapidamente se
expande hacia la epidermis (Figs. 5.24C-E; Agusti y cols., 2001). Con el progreso del desorden, las
células colapsadas rodean y comprimen la porcion apical de las gldndulas de aceites esenciales
hasta llegar a deformarlas (Fig. 5.24F). Cuando el fruto presenta sintomas severos de colapso, el
grado de deformacion de las glandulas es maximo. A pesar de ello, las glandulas en el fruto de
Navelate contindan mostrando una estructura, tanto interna como externa, continua. En otras varie-
dades, como por ejemplo Navelina, se ha descrito que el colapso induce la ruptura de las glandu-
|as de aceite y se han asociado los dafios a un proceso de tipo oleocelosis (Du Plessis, 1978; Casas
y Garcia-Bataller, 1986). Sin embargo, esta correlacion parece descartarse en la variedad Navelate.
Al microscopio electronico de barrido se observa perfectamente la depresion que experimenta la
superficie colapsada, que esta salpicada por los perfiles de las glandulas (Fig. 5.24G). El recubri-
miento de ceras epicuticulares en la zona dafiada ha perdido estructuras cristalinas en forma de pla-
cas y las ceras restantes presentan una estructura rugosa (Figs. 5.24H).

5.6.5. El évulo y la semilla.

Los Gvulos se asientan en el interior de los l6culos del ovario. La placentacion o disposicion de
los primordios ovulares en el ovario de los citricos es de tipo axial (Fig. 5.25). Es decir, los carpe-
los, que se originan a partir de los primordios curvados situados alrededor del eje meristemético
se doblan sobre si mismos formando una cavidad cerrada o l6culo y se disponen rodeando al eje
central. La fusion de las paredes de los carpelos adyacentes formard los septos. La uni6n de los
bordes de los carpelos forma la placenta que presenta dos filas de primordios ovulares por loculo.



Los primordios estan unidos a la placenta por el funiculo. A cada I6culo llega un canal estilar que
se abre entre las filas de los primordios ovulares.

El 6vulo de los citricos es de tipo andtropo (Fig. 5.26A). Es decir, el primordio ovular se curva
amedida que crece hasta quedar su eje mayor paralelo a la placenta. Anatdmicamente, el Gvulo esta
compuesto por la nucela, l0s tegumentos, la chalaza y el funiculo (Fig. 5.26A-B). La nucela cons-
tituye el tejido mas voluminoso del 6vulo y contiene el megagametofito o saco embrionario. La
nucela esta envuelta por dos tegumentos, externo e interno. Por tanto, el 6vulo de los citricos es
bitégmico. La porcion apical de los tegumentos esté abierta formando el micropilo, un orificio por
el que pasaran los tubos polinicos en busca del saco embrionario. La chalaza es la region basal del
ovulo en la que se insertan los tegumentos y de la que emerge el funiculo, una especie de pedun-
culo que une el 6vulo a la placenta. Por la parte central del funiculo discurre un haz vascular cola-
teral que llega hasta la chalaza del ovulo y se encarga de nutrir a la nucela. Este haz colateral
representa una ramificacion de uno de los haces axiales localizados en el eje central del ovario.

Figura 5.24. Caracterizacion morfologica, histolégica y
ultraestructural del fruto del naranjo dulce Navelina (Citrus sinensis
L. Osh.) afectado de colapso de la corteza. (A) Fruto con sintomas
ligeros de colapso ( 10% de la superficie del fruto afectada). (B)
Fruto con sintomas severos de colapso ( 30% de la superficie del
fruto afectada). (C) Seccion transversal del flavedo de un fruto con
sintomas ligeros de colapso. (D-E) Secciones transversales del
flavedo de frutos con sintomas moderados de colapso. (F) Seccion
transversal del flavedo de un fruto con sintomas severos de colapso.
(G-H) Microfotografias al microscopio electrénico de barrido de la
superficie de un fruto con sintomas severos de colapso.
GAD = glandula de aceites esenciales deformada; ZD = zona dafiada
del flavedo. Tincidn: Azul de toluidina.
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Figura 5.25. Representacion esquematica de la placentacion en el ovario de los citricos.

Figura 5.26. Secciones longitudinales (A) y transversales (B y C) de
ovarios de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en donde
se observan los diferentes elementos y tejidos que componen el
6vulo. Ch = chalaza; F = funiculo; HV = haz vascular; M = micropilo;
N = nucela; TE = tegumento externo; Tl = tegumento interno.
Tincion: Safranina-verde rapido.

La nucela y los tegumentos que la rodean estan formados por células de naturaleza parenqui-
matica (Tadeo y Primo-Millo, 1988b). En general, la forma de las células que componen ambos teji-
dos del dvulo es elipsoidal o rectangular en seccion transversal, siendo el tamafio de las células de
la nucela algo menor que las de los tegumentos (Fig. 5.27A). Ademas del tamafio, las células de la
nucela y los tegumentos varian en su relacion citoplasma/vacuola. Asi, las células de la nucela pre-
sentan una relacion citoplasma/vacuola alta, mientras que en las células de los tegumentos esta rela-



cion es baja. Es decir, las células de los tegumentos estan altamente vacuoladas y las de la nucela
no lo estdn. Las paredes que delimitan el protoplasto de las células que componen ambos tejidos
son ,en general, bastante finas (0,04-0,06 um) y estdn atravesadas por un escaso nimero de plas-
modesmos. Embebido en el citoplasma encontramos el ndcleo, de apariencia redondeada, con un
tnico nucleolo, y conteniendo escasos actimulos de cromatina condensada localizados junto a su
envoltura interna. En el citoplasma pueden observarse ribosomas, libres o formando parte del reti-
culo endoplasmico, areas de Golgi con escasos saculos asociados, mitocondrias con pocos perfiles
de crestas mitocondriales y amiloplastos con grandes actmulos de almidon en su interior.

Figura 5.27. Microfotografias, al microscopio electrénico de
transmision, de dvulos de naranjo dulce Navelate (Citrus sinensis
L. Osb.) en diferentes momentos de la floracion y de la fructificacion.
(A) Caracteristicas celulares de los tegumentos externo e interno y de
la nucela de un 6vulo en el estadio fenoldgico de flor cerrada y (B) 15
dias después de la antesis. (C) Célula de la nucela con apariencia
normal y (D) con sintomas de degeneracion. N = nucela;
St = almidén; TE = tegumento externo; Tl = tegumento interno.
Contraste: Acetato de uranilo y citrato de plomo.

La morfologfa, asi como las caracteristicas de las células que constituyen los tegumentos v la
nucela varian a medida que el 6vulo envejece (Fig. 5.28). En la variedad de naranjo dulce Navelate
(Citrus sinensis L. Osbeck), los tegumentos empaquetan perfectamente a la nucela en el estadio
fenoldgico de antesis (Fig. 5.28A). Quince dias después, el empaquetamiento de la nucela es mas
laxo (Figs. 5.27B y 5.28B) y a los 25 dias después de la antesis pueden observarse sintomas de



degeneracion tisular tanto en los tegumentos como en la nucela (Fig.5.28C). Alrededor de un mes
después de la antesis el proceso de degeneracion de estos tejidos esta muy avanzado (Fig. 5.28D).
Las células de la nucela comienzan a mostrar sintomas de degeneracion cuando los ovarios alcan-
zan entre 5y 6 mm de didmetro (Fig. 5.27B). Estas células en degeneracion coexisten con otras de
apariencia normal (Fig. 5.27C) y se caracterizan por la contraccion de su protoplasto, apareciendo
una zona vacia de contenido entre la pared celular y el plasmalema (Fig. 5.27D). Su citoplasma pre-
senta un apariencia desorganizada y es muy dificil reconocer a la mayoria de organulos celulares.
El ndicleo es picndtico y la vacuola central ha desaparecido encontrandose gran cantidad de vacuo-
las multivesiculares libres.

Figura 5.28. Secciones transversales de 6vulos pertenecientes a ovarios de naranjo dulce
Navelate (Citrus sinensis L. Osb.) en diferentes momentos de la floracion y la fructificacion. (A)
Estadio fenoldgico de antesis, (B) 15 dias después de antesis, (C) 25 dias después de antesis y
(D) 1 mes y medio después de antesis. Tincion: Safranina-verde répido.

Los primordios ovulares emergen en zonas discretas de la placenta y se forman a partir de
divisiones periclinales de las células epidérmicas y las dos primeras capas de células subepidér-
micas; por esta razon, se dice que los primordios ovulares de los citricos son del tipo tri-zonal.
Estos primordios ovulares son ya visibles en los I6culos del ovario en el estadio floral A en la
variedad de naranjo dulce Valencia (Koltunow y cols., 1995). EI tegumento interno se diferencia y
comienza su desarrollo antes que el externo y en el estadio floral B ya se reconocen cubriendo la
mitad de la nucela. En la region micropilar de la nucela puede distinguirse ya en este estadio una
célula de considerable tamafio en relacion a las que la rodean; es la célula madre de la megaspo-
ra. Esta célula se localiza varias capas celulares por debajo de la epidermis de la nucela por lo que
el vulo de los citricos es de tipo crasinucelado. La megasporogénesis comienza con dos ciclos
de division meiotica, formandose cuatro megasporas. La megaspora que ocupa la posicion mas
basal es la que persiste mientras que las otras degeneran. A este tipo de magasporogénesis se la
denomina monosporica. En el estadio floral C, el tegumento externo rodea completamente a la
nucela, mientras que el interno atn no ha alcanzado su maximo grado de desarrollo. La megaga-
metogénesis o formacion del saco embrionario ya ha comenzado en este estadio pudiendo obser-
varse dos nicleos en el megagametofito. Este hecho significa que ya se ha producido la primera



division mitdtica. En el estadio D el tegumento interno ha completado su desarrollo y el micropi-
lo estd perfectamente formado. En el megagametofito encontramos cuatro ndcleos por lo que ya
ha concluido la segunda divisién mit6tica. Inmediatamente después de la antesis se produce en el
megagametofito la tercera division mitdtica y se organiza el saco embrionario maduro. En los citri-
cos, el saco embrionario es del tipo polygonium y esta formado por una oosfera y dos sinérgidas
en la zona micropilar, dos ndcleos polares que ocupan la porcion central y tres antipodas que se
sitlian en la zona chalazal.

Mediante la fertilizacion del saco embrionario, al unirse los ndcleos generativos transportados
por el tubo polinico con la oosfera y los ndcleos polares, se formara el embrion sexual (2n) y el
endospermo (3n), comenzando asf el desarrollo de la semilla. A medida que crece y se desarrolla
el embrion sexual, el endospermo y a nucela desaparecen mientras que los tegumentos, externo
g interno, comienzan a formar las dos cubiertas de la semilla madura, la testa y el tegmen, res-
pectivamente (Frost y Soost, 1968). La parte externa de la testa, con una estructura de tipo en
empalizada, se denomina exotesta, mientras que la parte interna se denomina mesotesta. El
embrion sexual pasard sucesivamente por los estadios de corazdn, torpedo y cotiledonar hasta su
completa maduracion.

En los citricos, la formacion de embriones no sexuales a partir de células de la nucela es un
fenémeno bastante frecuente. Este tipo de embriogénesis se denomina adventicia o nucelar
(Wakana y Uemoto, 1987; 1988; Koltunow y cols., 1995). Los embriones nucelares pueden for-
marse tanto en los dvulos no fertilizados, contengan o no saco embrionario, como en |os fertiliza-
dos. Estos embriones se forman a partir de las denominadas células iniciales nucelares y se
localizan en el extremo micropilar de la nucela, en los alrededores del lugar que deberia ocupar u
ocupa el saco embrionario. Estas células presentan forma rectangular en seccion transversal, pose-
en un ndcleo prominente y conforman una masa eliptica. No todas las células iniciales contindan
su desarrollo. Las células que progresan pronto forman pequefios grupos de embriones globulares
con una red vascular que los conecta con la chalaza de los 6vulos. Estos embriones se localizan
rodeando al saco embrionario tanto en los Gvulos fertilizados como en los no fertilizados.
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Brote vegetativo ........... 25, 35, 47,52
C
Caida de pétalos ....... 67, 71,72, 73,74,
75,79, 80, 81
Caliptra .................... 25, 26, 38
Caliz ... . 61
Calosa .......... 66, 67
Camara
subestomatica ............. 31,53
de origen esquizdgeno . ......... 28
de origen lisigeno ............. 28
Cambium
Suberoso ... 27
vascular ... ... 26, 27, 32, 33, 40, 42
Canales estilares ... .. 22, 33,62, 66, 71, 72
74,75, 85
Capa protodérmica . ................. 49

Carotenoides ...................... 22
Carpelo ........... 62, 64, 65, 77, 81, 85
Células

albuminiferas ........ (ver Floema)

anexas ............. (ver Floema)
corticales .. ... 27,43, 55, 66, 72, 75

de los canales estilares ... 22,75, 85
depaso..................... 39
derivadas de las iniciales . ....... 25
gsclerenquimatosas ............ 69
estigmaticas ................. 22
gstomaticas ............... 30, 31
globosas de las

emergencias carpelares ......... 22
iniciales ......... 25, 26, 38, 44, 81
iniciales nucelares ............. 90
madre de la megaspora ... ... 19, 89
madre de las microsporas ....19,76
nucelares ................... 35

parenquimdticas . . . 27, 29, 33, 34, 40
49, 52, 54, 63, 68, 71,73

secretoras . ... ... 22
Celulosa ...................... 14,29
Centro quiescente ............. (ver Raiz)
Ceras epicuticulares ........... 30, 78, 85
Cisterna perinuclear ................. 19
Citoesqueleto . ..................... 17
Citoplasma ... 13,14,17-19, 21, 24, 25, 30

33-35, 55, 56, 58, 66, 73-76,

78, 80-83, 87-89

Citosol . ................ ... 13,17, 24
Citosomas ........................ 23
Chalaza .................... 86, 87,90
Cleistogamia ...................... 66
Clorofila ...................... 21,22
Cloroplasto ............... (ver Plastos)
Cofia ...................... 25, 26, 38
Colapso de lacorteza .. ... (ver Desordenes
fisioldgicos)

Compartimentos lisosémicos .......... 24
Corola ............. .. 61
Corpus ... 25, 26

Cortex . ... 14,15,16, 19, 20, 23, 26, 29, 31
32, 38, 39, 42, 44, 49, 50, 66, 68
7,73,75,76



Corteza del fruto

Esclereidas .................. 29, 50, 54
Esclerénquima .................. 29, 41
Espacio ......... 13, 15, 16, 20, 47, 80, 83

interlamelar .................. 20

periplasmico ............ 15,16, 83
Espinas........................... 47
Estambres ... .16, 33, 61, 62, 63, 65, 70, 76
Estela........ 26, 29, 38, 39, 41, 42, 43, 44
Esterilidad gamética ................. 67
Estigma ...... 22, 33,62, 65, 66, 67, 70-76
Papilas estigmaticas ................. 67

Zona estigmatica ............. 71-76

Zona estigmatoide ............. 71
Estilo ....... 14,16, 19, 20, 23, 33, 62, 66

67,70,71,72,73, 74,75, 76
Estomas . .... 30, 31, 33, 48, 49, 52, 53, 78

Albedo ............. 63,79, 83, 85
Flavedo ...... 22,63, 83, 84, 85, 86
Crecimiento intercalar ............ 47 82
Cromatina ............ 19, 20, 73, 74, 88
Eucromatina .............. 19,20
Heterocromatina ............ 19, 20
Cromoplastos ............. (ver Plastos)
Cuticula ........... 30, 49, 52, 63, 71, 73
78,79, 82, 84, 85
Cutina ..................... 14, 30, 56

D
Dehiscencia del fruto ............. 66, 77
Depésitos lipidicos ................. 39
Dermat6geno ................... 26, 38
Desordenes fisiologicos ........... 68, 83
Colapso de la corteza . . . .. 83, 85, 86
Picado ................ 83, 84, 85
Dictiosomas ........... 22,30,73,74,75
Discofloral .............. 22, 33, 62, 68
Dotacion genética .................. 19
Dipliode ................. 19, 77
Haploide ................. 19, 77

E
Elementosde laflor ................. 65
Protectores ............... 61, 65
Reproductivos ................ 61
Embriogénesis .................. 67, 88
Adventicia . ............... 67, 88
Nucelar ............... 33,67, 88
Embrionsexual .................... 88
Embriones no sexuales ............ 67, 88
Emergencias carpelares ........ 22,78, 81
Endocarpo .................. (ver Fruto)
Endocitosis .......... ... ...l 16
Endodermis ............ 14,19, 31, 39, 44
Endotecio .................. (ver Antera)
Entrenudo . ............ 25,32, 47,48, 49
Envoltura . ................. 19,22, 88
del cloroplasto ............... 22
nuclear ..................... 19
Epicotilo ................... ... 35, 47
Epidermis ....14,18, 26, 28, 29, 30, 31, 34

38, 44, 49, 52, 54, 56, 68 71
73, 76, 78,79, 81,84, 85,89

Estoma .......................... 22
Exina .............. (ver Grano de polen)
Exocarpo ................... (ver Fruto)
Exocitosis ............ ... ... 16
Exotecio ................... (ver Antera)
F
Fecundacion .................... 63, 66
Felodermis ................ 27,29, 50,56
Felogeno ................ 27,29, 31,50
Fibras de esclerénquima .. ... 32, 3353, 70
Filotaxis.......................... 48
Flavedo ............ (ver Corteza del fruto)
Floema .......................... 26
Células albuminiferas .......... 32
Células anexas ............. 31,32
Fibras esclerenquimatosas .32, 33, 53, 70
Metafloema .................. 32
Parénquima axial y radiomedular . 32, 33
Protofloema . .. 32, 39, 42, 49, 68, 69
Tubos y células cribosas ... ..... 32
Flor ...... 11,14,19, 20, 23, 25, 31, 61-63

65-68, 70-77, 80, 88
Haces . 39, 40-42, 52, 63, 68, 71, 77, 86

centrales . ............. 63
dorsales .............. 63
gstaminales ........... 63
estilares .............. 63
laterales .............. 63
marginales ............ 63
ovulares .............. 63



septales .............. 63

vasculares axiales . . .. ... 63

Verticilos o elementos florales 29, 61, 65
Floracion .......... 11, 61, 64, 65, 88, 89
Fotosintesis ........ 22, 27,28, 32,48, 52
Eficacia fotosintética . .. ..... ... 47
Fructificacion . 11, 61, 66, 78, 83, 85, 88, 89
Fruto ..... 11, 21, 22, 25, 29, 30, 32-34, 47

52, 61-64, 66-70, 77, 78, 82-86
Endocarpo . 21, 62, 63, 77, 78, 81, 82

Exocarpo ........ 21,62, 77-79, 84
Mesocarpo . 17, 18, 23, 62, 63, 77-81
Pericarpo ....... 62, 77,78, 80, 81
secundarioo navel ............ 64
Funiculo .......... ... ... ...... 86, 87

G
Gineceo .................... 33,61, 62
Glandulas de aceite . . . . .. 34,49, 63, 77,85
Glicolisis .......... ... ... .. 17
Glicoproteinas . .............. 14,17, 22
Glioxisomas ................. 23,24, 35
Grana............. ... .. ... 21,22, 80
Grano de polen ... ... 33,66, 67, 70,72, 77
Exina ......... ... ... ..., 77
Intina ...................... 77
Grdnulos ... .. 21,30
dealmidon ............... 22, 31
osmiofilicos ................. 21

H
Hemicelulosa ...................... 14
Hesperidio ........................ 63
Hidroxiprolina ..................... 14
Hipocotilo ........................ 35
Hipodermis ... 14, 26, 29, 31, 38, 39, 79, 81
Histogenos .................... 26, 38
Dermat6geno ............. 26, 38
Periblema ................ 26, 38
Pleroma ................. 26, 38
Hoja ..... 11,18, 21, 25, 28-31, 34, 41, 47
48, 50-59, 68
Envés (cara abaxial) ..... 30, 52, 56
Haz (cara adaxial) ....... 52, 55, 56
Nervio ..................... 56
principal .............. 54

secundarios o laterales .. .54

1
[dioblastos . .................. L. 53
Intina .............. (ver Grano de polen)
Imbibicién ................ .. ... 35, 36
Incompatibilidad cruzada ............. 67
Induccionfloral ................. 61, 64
Interfase ................. 18,19, 20, 37
J
Jugovacuolar ....... ... . L 18
L
Lamelas .................. . ..., 22
Lamina .............. ... .. 56
media ............. 14,25, 27, 30
nuclear..................... 19
Leucoplasto ............... (ver Plastos)
Lignina ......... 14, 28, 29, 31, 39, 56, 75
Limbo ..................... 52,54, 55
Lisosoma ................ 22,23, 24,55
Laculos . . 62, 63, 66, 67, 70, 76, 77, 81, 85, 89
M
Maduracion ........ 22,61, 68, 82, 83, 90
Megagametofito .............. 86, 89, 90
Megasporas .................... 19, 89
Megasporogeénesis . ................. 89
Meiosis .............. 19
Membrana plasmdtica ............ 13,15
Meristemos .. ................... 25,26
Apicales .............. 25,26, 29
Caulinares .................. 25
Intercalares ................. 25
Primarios ................... 25
Radicales ................ 25,26
Mesocarpo .. ... (ver Fruto)
Mesofilo ................... 52, 53, b6
Metafloema . ............... (ver Floema)
Metaxilema ................ (ver Xilema)
Microcuerpos . ................ .. 13,23
Microfilamentos . ................... 17
Micropilo ................ 66, 86, 87, 90
Microspora ................. 19,76, 77



Microtbulos

Mitocondria .. 13,14, 16,17, 20, 21, 22, 24
25, 30, 35, 73-75, 78-83, 88
Mitosis ... ... 18,19, 77

N
Nectarios .............. (ver Disco floral)
Nucela ............ 66, 86, 87, 88, 89, 90
Nicleo ...... 13,18, 19, 20, 22, 28, 30, 66
73,74,75,76,77,79, 88, 89, 90
generativo .................. 77
picndtico ................... 89
polares .. ... (ver Saco embrionario)
Nucleoides ....................... 22
Nucleolo ........ 18,19, 20, 73,74, 79, 88
Nucleoplasma ..................... 19
Nudo ... 47, 48

0
Qosfera .................... 35, 77,90
Organogénesis floral ................ 65
Ostiolo ... 30
Qvario .. 18,19, 22, 28, 33, 34, 61, 62, 63, 66
67,68, 70,71, 77,78, 79, 80, 85, 86, 87, 89
Ovulo ....... 35, 66, 77, 85, 86, 87, 88, 89
Anatropo . ... L. 86

P

Papilas estigmaticas ........ (ver Estigma)
Pared celular . . . .. 13,14,15,17, 22, 23, 35
73, 75,77, 80, 82, 89

primaria ........ 14,25, 27,29, 30
secundaria ............ 14,27, 29
Parénquima ......... 217,28, 32, 33, 53, 56
asimilador o clorofilico ......... 28

axial o radiomedular . . . . (ver Floema

y Xilema)

dereserva .................. 28

en empalizada . 21, 28, 52, 53, 56, 58
lagunar ............... 53, 56, 58
Peciolo.................. 52, 54, 55, 56
Pectinas. ..., 14

Pedtinculo . 29, 32, 61, 62, 63, 67, 68, 69, 70, 86

Pelos
gpidérmicos ................. 49
radiculares .................. 38
Perianto ....................... 61, 63
Periblema .............. (ver Histdgenos)
Periciclo ........... 25,28, 39,41, 44, 45
Peridermis ........... ... .. .... 29, 56
Peroxidasas ....................... 75
Pétalos . ... 34, 61, 63, 65, 67, 70-76, 79-81
Picado....... (ver Desordenes fisioldgicos)
Placenta .................... 85, 86, 89
Placentacion axial .................. 85
Plasmalema . ... (ver Membrana plasmética)
Plasmodermos . .................... 30
ramificados . ........... 14,15, 74
Plastoglobulos . .. ... 21,22,73,74, 80, 83
Plastos ...13,20, 21,25, 31, 74, 78, 80-83
Amiloplastos . . 21, 30, 35, 36, 72-75
78,79, 88
Cloroplastos .. 21, 22, 28, 58, 78, 79
Cromoplastos ............. 21,22
Leucoplastos ................ 21
Pleroma ............... (ver Histdgenos)
Polirribosomas (polisomas) ........... 17
Porosnucleares .................... 19
Primordios ......... 26, 45, 48, 76, 82, 86
de las raices secundarias ....... 39
ovulares ................. 85, 89
Procambium ................ 27,32, 33
Proteinas de membrana .............. 15
Protofloema ............... (ver Floema)
Protoplasto . ........... 13,15, 74, 88, 89
Protoxilema ................ (ver Xilema)
R
Radicula ......................... 35
Raiz ... 18, 25-29, 31, 33, 35-40, 42-44, 47
Centro quiescente . ............ 38
Médula ........ 28, 29, 32, 38, 40,
41,49, 54, 68
Raices laterales
0 secundarias .......... 25, 37, 45

Zona
de elongacion . 37, 39, 42, 43
de especializacion 37, 39, 42, 43
meristematica



Rayado .......................... 69
Receptaculo ................. 61, 62, 63
Reticulo endoplasmico ... ... 13-17, 25, 30
35,75, 88
Ribosomas ......... 13,17,19, 20-22, 25
35,73,76,78, 88

S
Saco embrionario . 35, 66, 67, 77, 86, 89, 90
Antipodas ................... 90
Sinérgidas ............... ... 90
Ndcleos polares ... .. 35, 66, 77, 90
Segmentos . ... ..., 62, 63, 68
Semilla ......... 23,24, 28, 35, 66, 85, 90

Cuerpos lipidicos . 28, 35, 36, 82, 83

Cuerpos proteicos ......... 28,35
Monoembrionica ............. 35
Poliembridnica . .............. 35
Sépalos ..., 34,61, 63, 65, 76
Septos ... 63, 85
Simplasto ............ ... L 13
Sistemas membranosos ........... 13,17
Stber .......... 14,27, 29, 31, 49, 50, 56
Subering ... 16, 31, 39, 56
T
Trdqueas .................. (ver Xilema)
Traqueidas . ................ (ver Xilema)
TECAS ..o 76
Tegmen ................ ... ... ... 90
Tegumentos ........... 86, 87, 88, 89, 90
externo ... ... 86, 88, 90
interno ... 86, 88, 90
Tejidos
conductores o vasculares ....... 32
meristematicos ............... 25
parenquimaticos .............. 28
protectores o aislantes 25, 29, 30, 31
secretores . ............ 25,33, 34
vasculares de laraiz ........ 25, 32
Testa .. ... 90
Endotesta ................... 90
Exotesta .................... 90
Tilacoides ..................... 22,80

Tonoplasto . . . . ... 13,15-18, 73, 74, 81, 83

Transpiracion ................... 30, 52

cuticular . .......... ... ...... 30
Tubo polinico . ... 33, 35, 66, 67, 70, 77, 90
Tubocriboso ... 32
Tdnica ... 25, 26

\Y

Vacuola . .. 13, 15-18, 22, 25, 28, 30, 31, 33
36, 58, 74, 76, 78-80, 83, 87

Variedades
autocompatibles .............. 66
autoincompatibles ............ 66
partenocarpicas .............. 66
Vesiculas .......... 17,18, 22, 33, 35, 63
68, 73, 78, 82, 83
dezumo ........... 68, 78, 81, 82
X
Xilema
Fibras esclerenquimaticas . 32, 33, 53
Metaxilema . ........... 32, 33,49
Parénquima axial
oradiomedular ............ 32,33
primario .................... 33
Protoxilema ..... 22,32, 33,39, 42
49, 68, 69
secundario ... 27, 28, 32, 33, 40, 41
51,69, 70
Trqueas ........... 33, 39, 40, 51
Traqueidas ...... 33, 40, 41, 49, 51
Vasos xilematicos .. .33, 50, 51, 55
Y
Yemas axilares . ........... ... .. 47
Z
Zona

de abscision . .. .. 52,55, 57, 70, 71
gstigmatica.......... (ver Estigma)
gstigmatoide ........ (ver Estigma)
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