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RESUMEN

El cultivo del aguacate enfrenta un problema de brotacion y floracion en las
ramas con la presencia de frutos, dando lugar a una reduccion la cosecha
siguiente y provocando la alternancia de cosechas.

En esta especie, las ramas sin frutos tienen la capacidad de brotar y florecer, lo
que garantiza la continuidad del ciclo reproductivo del arbol. Sin embargo, las
gue sostienen frutos experimentan una reduccion en su capacidad de brotacién
y floracion, lo que limita la produccién futura. Ademas, se ha observado que los
brotes determinados presentan una mayor capacidad de cuajado en
comparacion con los brotes indeterminados que, no obstante, siguen creciendo
vegetativamente tras el cuajado del fruto.

La floracidn de algunas especies lefiosas, como el aguacate, se induce por las
bajas temperaturas, al mismo tiempo que la presencia del fruto interfiere en el
proceso, impidiendo que las hojas detecten la sefal inductora.

Aunque este proceso represivo esta bien documentado y tiene una explicacion
molecular clara en otras especies fruticolas, en el aguacate no se ha
demostrado. Se ha propuesto, no obstante que, el gen DAM1, el cual se une al
promotor del gen FT e inhibe su expresion, al menos en Arabidopsis, podria estar
involucrado a través de un mecanismo similar en el aguacate.

En este trabajo se estudia la expresion de este gen en ramas con y sin fruto
como candidato represor del gen inductor FT.

Palabras clave: Aguacate; Alternancia de cosechas; Brotacién; DAMA1,

Induccidn floral.



ABSTRACT

The avocado crop faces a problem of sprouting and flowering on the branches
with the presence of fruit, resulting in a reduction of the following crop load and
causing alternate bearing.

In this species, fruitless branches have the ability to bud and flower, which
ensures the continuity of the tree's reproductive cycle. However, this results in a
reduction in the ability of fruit-bearing shoots to bud and flower, which in turn limits
future production. Furthermore, determinate inflorescences have been observed
to demonstrate a higher fruit setting ability compared to indeterminate
inflorescences, which nevertheless continue to grow vegetatively after fruit set.
Flowering in some woody species, such as avocado, is triggered by low
temperatures. However, the presence of fruit hinders this process by preventing
leaves from detecting the necessary signal.

While this repressive process is well documented and has a clear molecular
explanation in other fruit species, it has yet to be demonstrated in avocado. It has
been suggested that the DAM1 gene, which binds to the FT gene promoter and
inhibits its expression (at least in Arabidopsis), may play a similar role in avocado.
This study examines the expression of this gene in fruiting and non-fruiting
branches as a potential repressor of the FT-inducer gene.

Key words: Avocado, Alternate bearing, Bud break, DAM1, Flower induction.
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. INTRODUCCION



1.1. Clasificacion botanica y origen

El aguacate pertenece al orden Laurales, familia Lauraceae, género Persea,
especie americana. Dentro de Persea americana Mill, existen tres razas,
Antillana, Mexicana y Guatemalteca.

El aguacate es originario del centro de México y de partes altas de Guatemala,
donde se encontraron las primeras plantas silvestres y donde se llevo a cabo su
domesticacion (Williams, 1977b).

El numero de variedades de esta especie es muy elevado y, en gran medida,
desconocido. Muchas variedades autoctonas de las zonas de origen, en muchos
casos denominadas genéricamente criollas, aunque sean distintas en origen,
aspecto, forma y calidad intrinseca, apenas son conocidas, y aunque su calidad
es excelente carecen de importancia. Las mas importantes, comercialmente
hablando, son ‘Bacon’, ‘Fuerte’ y ‘Ettinger’, dentro del Grupo B, y ‘Hass’ dentro
del grupo A (ver apt. 1.3).

1.2. Brotacion y tipos de brotes.

El crecimiento anual del aguacate es intermitente, con varios periodos de
crecimiento al afio, dependiendo del clima de la zona de cultivo, que se alternan
con periodos de parada vegetativa. En la Cuenca Mediterranea se producen tres
brotaciones anuales, la primera, la mas abundante, tiene lugar a finales del
invierno y viene acompanada de flores, la segunda tiene lugar en primavera, y
es seguida por otra mas tardia, en verano.

El aguacate tiene dos tipos de brotes: vegetativos y reproductivos. Los brotes
vegetativos pueden ser terminales, cuando surgen del meristemo apical de las
ramas del afio anterior, y laterales o axilares, cuando lo hacen a partir de las
yemas situadas en las axilas de las hojas de dichas ramas.

Los brotes florales pueden ser, asimismo, de dos tipos, indeterminados, en los
que la yema terminal continua el crecimiento vegetativo, y determinados, cuya

yema terminal desarrolla flores o queda latente. Los primeros son mas



abundantes que los segundos, y ambos poseen ejes secundarios laterales que
forman inflorescencias (paniculas), y éstas, a su vez, desarrollan ejes terciarios
que forman cimas.

1.3. La floracién del aguacate

La floracion del aguacate es un proceso complejo ya que presenta dicogamia,
esto es, que las partes masculina y femenina de la flor maduran en diferentes
momentos del dia, sincronia diurna, es decir, todas las flores de un arbol tienen
un comportamiento femenino durante un periodo del dia y masculino en otro, y
protoginia, 1o que significa que el primero antecede al segundo.

De acuerdo con ello, existen dos grupos de variedades, A y B, cuyo
comportamiento floral se describe en la Tabla 1.

Tabla 2. Comportamiento floral del aguacate. La coexistencia de flores masculinas y femeninas de ambos
grupos a lo largo de dos dias, bien por las mafanas, bien por las tardes, hace posible la polinizacion.

Comportamiento floral

Grupo floral Dia1l Dia 2
Mafiana Tarde Mafana Tarde
A Femenina Cerrada Cerrada Masculina
B Cerrada Femenina Masculina Cerrada

Estas flores tienen un periodo de antesis de dos dias. Las variedades del
Grupo A son receptivas como femeninas por la mafiana del primer dia y cierran
al mediodia, abriendo como masculinas en la tarde del dia siguiente, mientras
que las del Grupo B son receptivas como femeninas durante la tarde del primer
dia y cierran al anochecer, comportandose como masculinas en la mafiana del
dia siguiente. La coexistencia de variedades de ambos grupos consigue la
polinizacion, de modo que los cvs. del Grupo A son polinizadoras del Grupo B y
viceversa (Tabla 1).

No obstante, es frecuente que existan periodos de solape entre el
comportamiento sexual de estas flores. Asi, en el Clima Mediterraneo se observa

con frecuencia la polinizacion de arboles aislados y, por tanto, en ausencia de



polinizadores. Periodos de coincidencia entre las fases masculina y femenina de
la flor de hasta 1 y 2 h han sido descritos en el cv. Hass cultivado en la Peninsula
Ibérica.

Asimismo, el aguacate posee un cierto grado de partenocarpia, variable con el
cultivar, el afio y hasta con el arbol. Los frutos asi formados, denominados
paltines, desarrollan una forma alargada como consecuencia de la ausencia de

semilla, un mesocarpo mas estrecho y un menor porcentaje de grasa.

1.4 Los problemas agronémicos del aguacate

El aguacate produce cosechas muy bajas, si se compara con otras especies
fruticolas lefiosas, debido a la esterilidad del 6évulo, a problemas de polinizacion,
a la degeneracion del fruto recién cuajado, o al desarrollo defectuosos de la
semilla, todo lo cual provoca la abscision casi total (99.9%) de las flores
inicialmente formadas (ver Monselise y Goldschmidt, 1982).

Las dificultades de polinizacion descritas por la dicogamia de la especie se ven
agravadas por las dimensiones tan pequefnas de sus flores, apenas 1 cm de
diametro en antesis, que dificultan la labor de insectos polinizadores, y por el
elevado numero de éstas que poseen por inflorescencia, o que hace que la
mayor parte queden ocultas a ellos. El hecho es que los arboles adultos de
aguacate en produccion poseen entre 2 y 3 millones de flores los anos que
florecen, y tan soélo entre el 0.001 y el 0.0001% de ellas inician el desarrollo de
su ovario tras la fecundacién. En estas condiciones, la produccion de los cvs. de
esta especie apenas superan las 15 t-ha™', en promedio, en la Cuenca
Mediterranea.

Pero, ademas, a un periodo de produccion (afio ON) le sigue otro de escasa
floracién y cosecha (afio OFF), y a éste otro productivo, y asi sucesivamente, lo
que desencadena un comportamiento de periodos de alta y escasa produccién
alternados con otros de baja y alta floracion (Garner y Lovatt, 2008). A este
fendmeno se le conoce como alternancia de cosechas.

La alternancia de cosechas no es privativa del aguacate, y se presenta también
en el mango (Mukherjee, 1953), el manzano (Spinelli et al., 2009), el pistacho
(Rosenstock et al., 2010), el olivo (Lavee, 2007), la nuez pecan (Conner y Worley,
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2000) y los citricos (Monselise y Goldschmidt, 1982), entre otras especies
fruticolas.

El estudio de este fenomeno se ha centrado en la accion del fruto sobre las
hojas. Se ha demostrado repetidas veces que es éste el que interfiere en el
proceso inductivo de la floracion de las especies alternantes, de modo que la
eliminacion de los frutos en etapas precoces de su desarrollo permite la floracién
del afio siguiente, pero si se mantienen los frutos hasta que alcanzan su tamafio
definitivo la floracion siguiente disminuye hasta casi anularse (Martinez-Fuentes
et al., 2010), dependiendo, en intensidad, de la especie y el numero de frutos por
arbol.

Luckwill (1970) sugirid que algunas sustancias sintetizadas en las semillas (el
autor refirid gibberellin-like substances) eran las responsables de la reduccion y
hasta supresion de la floracion en el manzano después de un afo de elevada
cosecha. Es mas, Chan y Cain (1967) consiguieron hacer alternantes variedades
partenocarpicas de manzano que producian regularmente afio tras afio
polinizandolas manualmente, y demostraron la influencia primordial de los frutos
con semillas frente a los frutos partenocarpicos sin semillas en la formacién de
yemas florales. Mas tarde, Huet (1972) lo confirmé con peras con y sin semillas.
Sin embargo, algunos frutos partenocarpicos pueden influir negativamente sobre
la formacion de flores. Asi, algunas variedades de citricos, como los mandarinos
‘Moncada’, Satsuma, ‘Murcott’, ‘Nadorcott’..., siendo partenocarpicas son
marcadamente alternantes (Mufoz-Fambuena et al. 2011, 2012b; Nishikawa et
al. 2012; Shalom et al. 2012). En el caso del aguacate, la influencia de los frutos
partenocarpicos (paltines) sobre la floracion se desconoce.

Molecularmente, en las plantas anuales, el fotoperiodo (Suarez-Lopez et al.,
2001), la vernalizacion (Sheldon et al., 2000) y la temperatura ambiente
(Blazquez et al., 2003) afectan a la expresion del gen integrador de la floracidon
FLOWERING LOCUS T (FT), determinando el momento de la floracion. Las
plantas anuales de verano se desarrollan y florecen rapidamente cuando crecen
bajo dias largos, mientras que las anuales de invierno pueden crecer durante
meses bajo dias largos sin florecer (Andrés y Coupland, 2012), evitando, de esta
manera, la floracion en condiciones desfavorables bloqueando la respuesta a las
sefales inductoras del dominio MADS del factor de transcripcion FLOWERING
LOCUS C (FLC) y sus homodlogos, que reprimen directamente los genes
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relacionados con la transicion floral (Sheldon et al., 2000). Tras un cambio a
temperaturas frias, las modificaciones de la cromatina reprimen de forma estable
la transcripcion de FLC, y esta represion persiste tras la vernalizacidon (Finnegan
y Dennis, 2007), permitiendo la floracion.

Los frutales, sin embargo, presentan un comportamiento policarpico distinto ya
que el efecto inductor de las senales ambientales se ve localmente reprimido por
la presencia del fruto, pudiendo provocar, como se ha dicho, la alternancia de
cosechas. El estudio molecular de este comportamiento se abordd, por primera
vez, en los citricos, demostrando que el fruto reduce la expresion del gen inductor
FLOWERING LOCUS T (FT) (Mufioz-Fambuena et al., 2011), provocando la
activacion epigeneética del gen ortélogo de FLC que codifica CcMADS19 (Hou et
al., 2014), con el enriquecimiento de marcas H3K4me3, que reprime local y
temporalmente al gen inductor ortélogo de FT (CiFT2) (Agusti et al., 2020). En
éstos, el frio induce la floracion en los climas mediterraneos (Liebig y Chapman,
1963), mientras que en zonas tropicales es el estrés hidrico (Cassin et al.,1969).
Este ultimo se ha asociado, también, con un aumento estacional de la expresion
CiFT2 (Nishikawa et al., 2007; Chica y Albrigo, 2013), y en ambos casos la
permanencia del fruto correlaciona con niveles reducidos de su expresion
(Mufioz-Fambuena et al., 2011).

El comportamiento del aguacate es muy similar, ya que, por una parte, la
floracién se induce, también, por las bajas temperaturas, a través de la expresion
del gen PaFT (Lovatt, 2010; Acosta-Rangel, 2021), y, por otra, la presencia del
fruto la inhibe reprimiendo su expresion, promoviendo asi la alternancia de
cosechas (Ziv et al., 2014). Sin embargo, en esta especie no se ha identificado
ningun factor de transcripcidn represor del gen PaFT como se ha hecho en los
citricos.

En multiples especies perennes, la salida de la endolatencia se halla
fuertemente asociada a la reduccion de la expresion del gen SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP)/DORMANCY ASSOCIATED MADS-box (DAM)
(Tuan et al, 2017; Yang et al., 2021), de modo que su sobreexpresion inhibe la
brotacion de las yemas (Barbier et al., 2019; Falavigna et al., 2019). Asimismo,
el gen DRM1 también se halla asociado a la latencia y su expresion se reduce
con la salida de ésta, aunque el papel molecular exacto de esta proteina sigue
siendo impreciso (Rae et al., 2013; Wood et al.,, 2013). En el aguacate, la
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expresion de los genes DAM y DRM71 también se halla asociada a la
endolatencia y es reprimida en el momento de la floracion (Ahsan et al., 2023).
La regulacion de la latencia y la floracion estan estrechamente relacionadas y se
han identificado diferentes interacciones a nivel molecular (Barbier et al., 2019;
Fichtner et al., 2021; Niwa et al., 2013). Por ejemplo, SOC1 se une a la secuencia
reguladora y controla la expresion del represor floral DAM1 en Arabidopsis, Kiwi,
y Euphorbia esula (Hao et al., 2015: Voogd, 2015; Searle et al., 2006). En E.
esula, se ha demostrado que DAM1 se une al promotor FT e inhibe su expresion
(Hao et al., 2015). Esta interaccion no se limita a especies perennes. De hecho,
los homologos de DAM, SVP y AGL24 también estan implicados en la represion
de la floracion en Arabidopsis (Lee y Lee, 2010).

En todo caso, la accion represora del fruto tiene lugar a través de las hojas.
Dado que el caracter policarpico de estas especies se ve garantizado por el
desarrollo de brotes vegetativos a partir de las yemas terminales de las paniculas
indeterminadas y de yemas axilares, es l6gico preguntarse de cuales de estos
brotes son las hojas receptoras de la senal represora del fruto.

En este trabajo se aborda el estudio de la represion por el fruto de la sefal
inductora de la floracion en las hojas de ambos tipos de brotes: los procedentes
de yemas axilares y los procedentes de las yemas terminales de las
inflorescencias indeterminadas, distinguiendo en éstas la presencia de 1 o mas
frutos. Y si este efecto represor es a través del gen DAM1 que, de acuerdo con
Ahsan et al. (2023), se halla estrechamente relacionado con los transcritos SVP
y regula el gen FT para inducir la latencia (Hao et al., 2015; Niu et al., 2016).
Ademas, en el aguacate, el gen DAM1 reduce su expresion durante el periodo
de induccion floral, al mismo tiempo que FT la aumenta.

La Hipotesis de Trabajo de este TFM, por tanto, es:

En el aguacate, las hojas de un brote indeterminado proximas al fruto ven
reprimido el proceso floracional por accién del gen DAM1.
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Il. OBJETIVOS DE
TRABAJO



Los objetivos del presente trabajo son:

Determinar la importancia del numero de frutos por ramo en la brotacién.

Determinar qué tipos de brote son mas sensibles a la represion por el fruto:
determinados e indeterminados.

Determinar la importancia del numero de frutos por ramo en la floracion.

Determinar si el gen DAM1 reduce la expresién del gen inductor FT.

15



IIl. MATERIAL Y
METODOS



3.1 Material vegetal

Los experimentos se llevaron a cabo una plantacion comercial de aguacate
‘Hass’, injertados sobre patrén Duke7, localizada en Carcaixent (Valencia),
utilizando el cv. Bacon como polinizador, con un marco de plantacion de 6x5m, y
riego localizado.

Se disend un experimento de bloques al azar, con 4 bloques de 5 arboles cada

uno, similares en tamario y cosecha.

3.1.1. Brotacion y floracion

De cada arbol se marcaron 3 tipos de ramas:
.- Ramas con un unico fruto ya maduro: Brote ON 1.
.- Ramas con mas de un fruto, todos ya maduros: Brote ON>1.
.- Ramas con un fruto partenocarpico (paltin)

.- Rama vegetativa, sin ningun fruto: Brote vegetativo.

En el momento de la brotacién, de cada tipo de rama se cont6 el numero de
yemas brotadas y el numero de brotes florales desarrollados, distinguiendo entre
determinados e indeterminados, expresando los resultados en porcentaje de
yemas brotadas y de brotes desarrollados.

Para determinar la expresion génica, durante los meses de noviembre y
diciembre, coincidiendo con la época de induccién floral, se tomaron de tres
arboles al azar una hoja por rama de la brotacion de primavera de las ON 1,
ON>1 y vegetativas en las fechas 27 oct., 11 nov., 23 nov., 1 dic., y 11 dic. Se
transportaron al laboratorio a baja temperatura, se congelaron con N liquido y se
almacenaron a -80°C hasta su analisis.

3.1.2. Anadlisis genético
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El RNA se extrajo de las hojas muestreadas siguiendo el método descrito por
Martinez-Fuentes et al. (2015) con algunas modificaciones. El protocolo de
extraccion esta dividido en dos partes y tiene una duracion de dos dias.

Durante el primer dia, el material congelado se molié a polvo fino en un mortero
preenfriado, utilizando nitrogeno liquido para evitar que el material se
descongelase. El buffer de extraccion se preparé del siguiente modo: 3% CTAB,
1,4 M NaCl, 200 mM EDTA, y 100mM Tris-HCI (pH 8,0), se calent6 y se afadio
mercaptoethanol (4%). Posteriormente, se transfirieron 0,5 g de la muestra de
polvo fino y 400 mg de PVPP, a un tubo de 30 ml que contenia 5 ml de buffer de
extraccion previamente calentado a 65°C, se homogeneizé la muestra con el
vortex durante 1 minuto, y se incubd en bafio a 65°C durante 25 minutos,
homogeneizando la muestra en el vortex cada 5 minutos. A continuacion, se
afnadié 1 ml de acetato de potasio 3 M (pH 5,5) y se incub6 la muestra en hielo
durante 30 min.

A la muestra asi obtenido se le afadi6 1 ml de fenol cloroformo alcohol
isoamilico (25:24:1), se homogenizo con el vortex y se centrifugé a 10.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante, se anadié 1 volumen de
fenol cloroformo alcohol isoamilico (25:24:1) y se volvié a centrifugar a 10.000
rom durante 10 min a 4°C. Se repitid el proceso una vez mas, y al finalizar se
recupera el sobrenadante y se afiadié 1 volumen de cloroformo isoamilico (25:1)
con el objetivo de eliminar los compuestos fenilicos restantes.

Cuando finalizé la ultima centrifugacidon, se recupero el sobrenadante y se
afadio 1 volumen de isopropanol, y se incubo durante toda la noche a -80°C.

Al dia siguiente, se centrifugd la muestra a 10.000 rpm durante 20 min a 4°C,
se desecho el sobrenadante, y se recuperd el sedimento. Este se lavé con etanol
70% (200-500 pl, dependiendo del tamario del pellet) y se centrifugd a 10.000
rom durante 5 minutos a 4°C, y al finalizar la centrifugacion se seco el pellet.
Posteriormente, se resuspendio en 1 ml de Tris-HCL mM (pH 7,5), se centrifugd
4 min a 11.000 rpm, se recuperoé el sobrenadante y se transfirié a un eppendorf
de 1,5 ml, teniendo cuidado de no pipetear particulas no disueltas. Se anadieron
250 pl de LiCl, se mezcl6 todo, suavemente, con la pipeta, y se incubo a -80°C
durante 2 h. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 11.000 rpm durante 20
min a 4°C, se elimind el sobrenadante y se conservé el pellet. Este se lavé con
100 pl de etanol 70% y se volvié a centrifugar a 11.000 rpm durante 5 min a 4°C;
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al terminar se eliminé el sobrenadante, se seco el sedimento al aire durante 30
min, y se suspendio en 100 pl de agua libre de RNAsas para comprobar en un

equipo NanoDrop la calidad y cantidad de RNA libre obtenido.

Eleccidon de genes de interés y sus cebadores

Con el fin de determinar como afecta el fruto al proceso de induccion floral, se
seleccionaron los siguientes genes reguladores de la floracion PaFT como gen
responsable de la induccion floral y el candidato a gen represor de éste DAM1
(Ahsan et al., 2023). El gen de sintesis de actina (PaACT) se utilizé como gen de
referencia.

Tabla 2.Cebadores elegidos para el analisis de expresion génica.

Gen Primer Sequence (5’ - 3’) Reference
orientation

PaFT F TCCGGGGTGGCGTCAGAACT Lovatt et
R TCTCCGGCTGTCGTCGGACT al., (2021)

PaDAM1 | F CAGGTAGCAGAAAAGGGCCA Ahsan et
R CTAGCACGCGACTTAGTCCC al., (2023)

PaACT F AACATTGTGCTTAGCGGTGGTTCC | Lovatt et
R TCCACATCTGTTGGAAGGTGCTCA | al., (2021)

Retrotranscripcion (RT).

Para la obtencidn de cDNA, se sometieron las muestras de RNA a una reaccion
de retrotranscripcidon utilizando el kit QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen, USA). Se empled 1 pg de la preparacion de RNA en un volumen de
reaccion de 20 pL. El kit utilizado para la retrotranscripcion emplea una mezcla
de oligo-dT y de random primers, y la reaccion es catalizada por la enzima de
alta afinidad a RNA Quantiscript Reverse Transcriptase. Las condiciones de
reaccion fueron 15 min a 42°C, seguidos de 3 min a 95°C.

PCR cuantitativa (gPCR).

La cuantificacion relativa mediante PCR se realiz6 mediante el kit QuantiTect®
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, y se empled un equipo RotorGene ® Q 2-Plex (Qiagen, USA). Los
resultados se analizaron con el software RotorGene 2.0.2.

Para la reaccion de gPCR se utilizaron como molde 2 yL de cDNA de las
muestras bioldgicas en un volumen de reaccion de 25 pL. En la reaccion se
incluyeron 1.5 yL de cada uno de los oligonucledétidos descritos para cada gen
de interés (Tabla 1).

Las condiciones de reaccion se establecieron en 15 min a 95°C para la activacion
de la enzima HotStar Taq polimerasa incluida en el kit, seguidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion durante 15 seg a 94°C, alineamiento de los cebadores a 60°C
durante 30 seg y elongacion a 72°C durante 30 seg.
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La fluorescencia (SYBR Green) se midio al final de cada etapa de alineamiento.
Los niveles de expresion de RNA se analizaron mediante el método 2-22¢t, Los
valores de fluorescencia se transformaron a valores de RNA relativos usando
calibraciones previas con varias diluciones 10x de la muestra de RNA como
curva estandar. Al completar cada reaccion de qPCR se incluyo un paso final de
analisis de la curva del punto de fusion para la deteccion de dimeros o de
amplificaciones inespecificas. Cada analisis se realizé a partir de tres replicas
bioldgicas y tres técnicas.

3.2. Anadlisis estadistico

A los resultados obtenidos se les aplico el analisis de la varianza, utilizando el
test de Student-Newman-Keuls para la separacion de medias. A los valores
porcentuales se les aplicé la transformacién arc sen Vp para uniformizar la

muestra.
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IV. RESULTADOS



4.1. Influencia del fruto en la brotacion y floracion

En el aguacate, la presencia del fruto determina significativamente la
intensidad de brotacion. Asi, mientras en las ramas que desarrollaron al menos
un fruto (ON 1; ON>1) brotaron un 16% de las yemas, de los brotes que no
desarrollaron ninguno (B. vegetativos) brotaron el 21%, alcanzando la diferencia
la significacién estadistica (P<0.05) (Fig. 1).

Es de destacar que las ramas que desarrollaron paltines, esto es, frutos sin
semilla, brotaron con la misma intensidad que aquellas que los desarrollaron con
semillas, y con independencia del numero de frutos (Fig. 1).

La brotacion de las ramas con uno o mas fruto, con o sin semillas, no difirié

estadisticamente entre ellos (P<0.05).

ON>1 B. VEGETATIVO PALTIN
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Figura 1. Influencia de la presencia del fruto sobre la brotacién en el aguacate. Valores correspondientes al
porcentaje de yemas que iniciaron la brotacion. ON>1y ON 1 significa ramas con mas de un fruto o con un solo
fruto, respectivamente, desarrollados hasta la maduracion. Cada valor es la media de 3 ramas por arbol y 20
drboles. Las barras verticales indican el error estdandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05).
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Del mismo modo, la presencia del fruto redujo significativamente la floracion
(P<0.05). De las ramas sin fruto, el 18.4% de los brotes fueron florales, mientras
que de las que tenian un fruto, solo lo fueron el 10.3%, y de las que tenian mas
de un fruto, el 6.1%; es decir, en las ramas con fruto los brotes florales se
redujeron en un 44% y un 67%, respectivamente (Fig. 2).

Y también en este caso, los frutos sin semillas redujeron significativamente la
floracién (P<0.05), dando lugar tan sé6lo a un 8.9% de brotes florales de todos los
que se desarrollaron de sus yemas (Fig. 2), esto es, a una reduccién del 52%.

Tampoco en este caso difirieron significativamente las diferencias en el
porcentaje de brotes florales entre las ramas con uno o mas frutos, con o sin
semillas (P<0.05).

ON>1 B. VEGETATIVO PALTIN
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Figura 2. Influencia de la presencia del fruto sobre el porcentaje de brotes florales desarrollados en el aguacate.
ON>1y ON 1 significa ramas con mas de un fruto o con un solo fruto, respectivamente, desarrollados hasta la
maduracion. Cada valor es la media de 3 ramas por arbol y 20 drboles. Las barras verticales indican el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

De estos brotes, en las ramas con mas de un fruto el 4.4% fueron brotes
indeterminados y el 1.7% determinados, en las ramas con un solo fruto el 6.2%
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y el 4.1%, respectivamente, y en las ramas sin fruto el 12.3% y el 6.1%,
respectivamente (Figs. 3 y 4).

En el caso de los brotes indeterminados, la diferencia entre las ramas con uno
o varios frutos no fue estadisticamente significativa, difiiendo ambas de las
ramas vegetativas, sin fruto (P<0.05).

En el caso de los brotes determinados, las ramas con un solo fruto y sin fruto
no difirieron estadisticamente entre si, pero si de las ramas que desarrollaron
varios frutos (P<0.05).

10

(]

Brotes florales indeterminados (%)
N~ oo

N

ON>1 ON1 B. VEGETATIVO

Figura 3. Influencia de la presencia del fruto sobre el porcentaje de brotes florales indeterminados desarrollados
en el aguacate. ON>1 y ON 1 significa ramas con mas de un fruto o con un solo fruto, respectivamente,
desarrollados hasta la maduracién. Cada valor es la media de 3 ramas por drbol y 20 drboles. Las barras

verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05).
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Figura 4. Influencia de la presencia del fruto sobre el porcentaje de brotes florales determinados desarrollados
en el aguacate. ON>1 y ON 1 significa ramas con mas de un fruto o con un solo fruto, respectivamente,
desarrollados hasta la maduracién. Cada valor es la media de 3 ramas por drbol y 20 drboles. Las barras

verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05).

4.2. Efecto del fruto en la expresion de los genes de la floracion

En las condiciones de Clima Mediterraneo de Valencia, la maxima
expresion del gen inductor de la floraciéon, PaFT, se dio a principios de
noviembre, y la presencia del fruto reprimié su expresion a lo largo del periodo
de induccién (Fig. 5)
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Figura 5.. Influencia de la presencia del fruto sobre la evolucién de la expresion del gen inductor de la
floracion, PaFT, y su represor, DAM1, en hojas de brotes con varios frutos (brote ON) y sin frutos (brote
vegetativo) del aguacate. Cada valor es la media de 3 muestras biologicas y 3 réplicas técnicas. Las barras
verticales indican el error estandar; en algtn caso éste es mas pequefio que el tamafio del simbolo. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

La expresion del gen DAM1 se vio alterada significativamente por la presencia
del fruto a finales de noviembre (P<0.05), pero no en el momento de maxima
expresion de PaFT en las hojas de brotes OFF (7-nov.) (Fig. 5). Una vez
superado el periodo de induccion floral (1 dcbre.), la expresion en las hojas tanto
de los brotes ON como OFF presentaron diferencias poco consistentes con la

presencia del fruto y sin alcanzar la significacion estadistica.
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Figura 6. Influencia de la presencia del fruto sobre la evolucion de la expresion del gen inductor de la
floracion, PaFT, y su represor, DAM1, en hojas de brotes indeterminados con un solo fruto (Rama ind.) y
sin frutos (Brote vegetativo) del aguacate. Cada valor es la media de 3 muestras biolégicas y 3 réplicas
técnicas. Las barras verticales indican el error estandar; en algun caso éste es mas pequefio que el tamafio
del simbolo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

En nuestro experimento, las hojas de los brotes indeterminados mostraron el
pico de expresion del gen inductor de la floracion PaFT 15 d mas tarde que las
de los brotes vegetativos, sin frutos (Fig.6).
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En este caso, la expresidon del gen DAM71 no mostréo diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre ambos tipos de brotes durante el
periodo de induccidn floral. La diferencia observada el 1 de diciembre no debe
tenerse en cuenta ya que tuvo lugar una vez superado dicho periodo, cuando ya
la expresion en las hojas del gen inductor no diferia entre ellos (Fig. 6).
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V. DISCUSION



En muchas especies de frutales lefiosos la intensidad de floracion se ha
relacionado con la presencia del fruto (ver la revision de Monselise y
Goldschmidt, 1982; Sadka et al., 2023). En las ramas en que éste se desarrolla
la floracion se reduce notablemente y hasta se anula, y la falta de frutos que ello
conlleva permite que florezca al afio siguiente, estableciéndose ciclos de alta y
baja cosecha alternando con baja y alta floracion, respectivamente, lo que se
denomina alternancia de cosechas. El proceso continuado en los afos ha sido
estudiado molecularmente en los citricos (Agusti et al., 2020; Mesejo et al.,
2022); y en el aguacate, aunque la alternancia es muy pronunciada, ha sido
también estudiada, pero con menor profundidad, (Ziv et al., 2014).

Nuestros resultados demuestran que apenas el 15% de las yemas de las
ramas que soportan, al menos, un fruto, consiguen brotar. Salazar-Garcia et al.
(1998) y Ziv et al. (2014) obtuvieron resultados similares, pero no distinguieron
el tipo de brote, y ello es importante puesto que el porcentaje de flores que cuajan
viene determinado por el tipo de brote en el que se encuentran. Asi las de los
brotes determinados poseen una mayor capacidad de cuajado que las situadas
en brotes indeterminados (Salazar-Garcia y Lovatt, 1998), lo que correlaciona
con la mayor concentracion de GA1 y transzeatina en sus ovarios (D’Asaro et al.,
2021). Nuestros resultados indican que la reduccion de la brotacion afecto a
ambos tipos de brotes, determinados e indeterminados, pero mas intensamente
a los primeros, lo que conlleva un mayor efecto negativo sobre la produccion.

Este efecto, sin embargo, no es sodlo consecuencia de la brotacion. Asi,
mientras la brotacion se redujo de un 21% de yemas brotadas de las ramas
vegetativas a un 16% de las situadas en ramas con mas de un fruto, la floracion
lo hizo de un 19% a un 6%. Esta falta de proporcionalidad indica un efecto directo
del fruto sobre la floracién. En efecto, nuestros resultados ratifican que la carga
de frutos afecta negativamente el retorno de la floracion al reprimir la expresion
de PaFT en las hojas, como ya habian demostrado Ziv et al. (2014).

El control de la expresion de los genes homologos de FT en las especies
fruticolas esta relacionado con varias sefiales ambientales externas y con
diferentes factores endogenos. Por ejemplo, se ha demostrado que las bajas
temperaturas de otofio inducen la acumulacién de genes que codifican FT en el
tallo de los citricos (Nishikawa et al., 2007) y en las hojas del mango (Nakagawaa

et al., 2012), sugiriendo que éste podria ser un mecanismo comun de algunas

30



lefiosas perennes para controlar la induccion floral. En coherencia con ello, el
retorno de la floracibn del aguacate 'Hass' también requiere de bajas
temperaturas que se correlacionan con el aumento de la expresion de PaFT (Ziv
et al., 2014), como ocurre en nuestro estudio. Por otra parte, nuestros resultados
también indican que la presencia del fruto impide el reconocimiento de esta sefial
por parte de la hoja.

Alternativamente, otros modelos sugieren que el fruto, directa o indirectamente,
altera el estado nutricional y/u hormonal de la planta, explicando asi su accién
sobre la expresion de PaFT, con independencia de la baja temperatura como
sefial inductora de floracion (Mufioz-Fambuena et al., 2011).

El fruto en desarrollo es un fuerte sumidero de carbohidratos producidos en las
hojas. Estudios recientes evidencian, en Arabidopsis, el papel de los azucares
en la expresion de AtFT y, por tanto, en la induccion y regulacion temporal de la
floracion (King et al., 2008). En consecuencia, durante las ultimas décadas se ha
sugerido la posibilidad de que los azucares desempefien una funcién reguladora
de la floracién en los frutales (Li et al., 2003), y resultados recientes indican que,
durante los afios OFF, la ausencia de frutos de aguacate 'Hass' incrementan los
niveles foliares de azucares, lo que correlaciona con un incremento en la
expresion de PaFT (Ziv et al., 2014). Nuestros resultados coinciden con ello, ya
que la reduccion de la expresion de PaFT provocada por la cosecha es mayor
en las hojas de los brotes indeterminados con mas de un fruto que en los que
so6lo poseen uno o ninguno (brotes vegetativos), lo que resulta l6gico, de acuerdo
con dicha hipdtesis, ya que cuantos mas frutos desarrolla un brote mayor es la
capacidad sumidero que desarrollan en conjunto. Por otra parte, el numero de
nuevos brotes determinados es menor en los que poseian mas de un fruto, en
un orden idéntico al de la expresion del gen inductor (ver Fig. 4).

También se ha propuesto que la exportacion de giberelinas desde el fruto a las
hojas es la razén de que éste inhiba la floracion de las especies frutales, como
es el caso de los citricos (Guardiola et al., 1982) y el aguacate (Salazar-Garcia
y Lovatt, 1998). Esta hipotesis esta basada en la respuesta a la aplicacion foliar
de GAs en la época de induccion floral, que la reduce marcadamente, siendo su
accion a través de la represion en la expresion de FT, como se ha demostrado
en el naranjo dulce (Mufioz-Fambuena et al., 2012), el mango (Nakagawaa et

al., 2012), y en el propio aguacate (Salazar-Garcia y Lovatt, 2000). Sin embargo,
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no existen pruebas que apoyen el movimiento de estas hormonas desde el fruto
a las hojas y/o yemas.

El estudio molecular del comportamiento alternante se abordd, por primera
vez, en los citricos, demostrando que el fruto reduce la expresion del gen inductor
FLOWERING LOCUS T (FT) (Mufioz-Fambuena et al., 2011), a través de la
activacion epigenética del gen CcMADS19 (Agusti et al., 2020). En el aguacate,
este proceso no ha sido demostrado y se ha propuesto que es a través de la
expresion del gen DAM1 que se une al promotor FT e inhibe su expresion en
Arabidopsis (Lee y Lee, 2010) y E. ésula (Hao et al., 2015). Pero nuestros
resultados no encuentran un mecanismo similar en el aguacate. Las diferencias
entre los brotes ON y OFF son inexistentes para las fechas de maxima expresion
del gen inductor PaFT, con independencia del numero de frutos desarrollados, y
las encontradas aparecen una vez superado el periodo de induccién floral. En
consecuencia, el mecanismo represor de la floracion inducido por el fruto

permanece por determinar en el aguacate.
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VI. CONCLUSIONES



A la vista de estos resultados, de nuestro trabajo se extraen las siguientes

conclusiones:

1. El fruto reduce la floracion a) disminuyendo el numero de yemas que brotan,
y b) a través de la reduccion de la expresidn del gen PaF T inductor de la floracion.
2. La represion de este gen inductor no ha correlacionado con el gen DAM1.
3. El efecto represor del fruto sobre la brotacion y la floracion es independiente
del numero de frutos desarrollados por rama y de la presencia de la semilla.
4. Los brotes determinados con mas de un fruto son los mas sensibles y se ven

mas afectado que los indeterminados.
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Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible de la agenda 2030 Anexo al Trabajo de
Final de Grado

A. Indicar el grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS).

No
Alto Medio  Bajo procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpia y saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras
ODS 10. Reduccion de las desigualdades
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles
ODS 12. Produccion y consumo responsables X
ODS 13. Accidn por el clima
ODS 14. Vida submarina
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

X X X X X X

X X X X X

B. Describir brevemente la alineacion del TFM con los ODS, marcados en
la tabla anterior, con un grado alto.
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ODS 1. Al explorar como la produccion de aguacates, un cultivo de alto valor
economico puede optimizarse. Al estudiar el efecto inhibidor del fruto en la
floracion y su relacion con la inflorescencia y la semilla, puedes contribuir a

mejorar la productividad agricola. Esto no solo puede aumentar los ingresos de

los agricultores, sino también fomentar el desarrollo econémico en
comunidades vulnerables y reducir la pobreza al crear empleo y mejorar las
condiciones economicas en areas donde se cultiva aguacate.

ODS 2. Al centrarse en mejorar la produccion de aguacates, un alimento
nutritivo y valioso. Al investigar como el fruto afecta la floracién del aguacate,
buscas optimizar su cultivo y aumentar el rendimiento de las cosechas. Esto
puede contribuir a una mayor disponibilidad de alimentos y a la seguridad
alimentaria, ayudando a satisfacer las necesidades nutricionales y reducir el
hambre en comunidades que dependen de este cultivo.
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