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TiTuLo: Control hormonal de la brotacidn: dominancia del fruto.

RESUMEN:

En los citricos, el fruto inhibe la brotacion de las yemas axilares y el desarrollo
vegetativo. Este efecto se relaciona, fundamentalmente, con factores nutricionales
(Martinez-Alcantara et al., 2015) y hormonales. El fruto es un mayor sumidero de
carbono que el brote vegetativo, lo que limita el desarrollo de éste (Martinez-
Alcdntara et al., 2015). Bangerth et al., (2000) propusieron la hipdtesis de la
autoinhibicidon del transporte de auxinas (ATA, auxin-transport-autoinhibition) entre
organos en crecimiento dominantes y dominados: el transporte anterior y mas intenso
desde el érgano dominante (fruto) inhibe el transporte basipeto del 6rgano dominado
(yemas) en la zona de confluencia del tallo, restringiendo su desarrollo. Como las
auxinas no actuan directamente sobre la yema se ha propuesto la accidon de un
mensajero secundario (Agusti y Greb, 2013). Por otra parte, la regulacién del
crecimiento secundario del tallo (promovido por las auxinas) esta estrechamente
relacionada con la restriccién de la brotacién axilar (Agusti y Greb., 2013). El fruto
también regula el desarrollo de los haces vasculares del brote que lo sustentan a través
de las auxinas (Mesejo et al., 2003), y, por ello inhibe, directa o indirectamente, la

brotacion axilar.

En este trabajo se plantea la siguiente hipdtesis: la reduccion de la
disponibilidad de CHs del fruto en crecimiento, mediante la interrupcién del transporte
floematico entre el fruto y el brote, modifica el balance hormonal en las yemas

permitiendo la brotacién.

Con el fin de determinar la influencia del fruto en la distribucion hormonal a lo
largo del brote se seleccionaron 100 brotes campaneros de mandarino Nadorcott en
plena fase Il del crecimiento del fruto. En 50 de ellos se realizé un anillado en el
pedunculo del fruto (RYD) y el resto se utilizaron como control (ON). Ademas, la
brotacién de brotes con fruto, RYD y ON, también se compard con la brotacién de

brotes sin fruto (OFF). Once dias después del tratamiento y justo antes del inicio de la



brotacidon se muestrearon brotes para evaluar el contenido en acido indol-acético
(AlA), trans-Zeatina (t-Z), giberelinas activas (GA; y GA,), dcido abscisico (ABA) y acido

jasmonico (JA).

Los resultados revelan que la interrupcidon del transporte por el floema en el
pedunculo del fruto permitié la brotacidn inmediata de las yemas adyacentes,
independientemente de las condiciones ambientales. Los brotes ON no brotaron,
mientras que los brotes OFF lo hicieron cuando disminuyd la temperatura ambiental
coincidiendo con el inicio del otofio. En ambos tipos de brotes, los nudos que mas
brotaron fueron los mas cercanos al extremo apical. El rayado modifico el balance
hormonal en los nudos, disminuyendo la concentracién de AIA y t-Z y aumentando la

concentracion de GA;. Por otra parte, el rayado no modificd ni el ABA ni el JA.

Los frutos de brotes rayados fueron mas pequefos y verdes que los frutos
control en el momento de la recoleccidn. En los brotes ON, por efecto del fruto, se
redujo la brotaciéon de primavera y se impidid la floracidn. Sin embargo, el RYD

permitié la floracidn, pero indirectamente a través de la brotacion de otofio.

Palabras clave: AIA Brotacién, Citricos, Dominancia apical, Floema, Floracion, GAs



ABSTRACT:

In citrus, fruit inhibits sprouting of axillary buds and the development of shoots.
This effect is mainly related with nutritional factors (Martinez-Alcantara et al., 2015)
and hormonal factors. The fruit is a major carbon sink which limits bud development
(Martinez-Alcantara et al., 2015). Bangerth et al., (2000) proposed the ATA (auxin-
transport-autoinhibition) hypothesis between dominant and dominated growing
organs: the earlier and stronger IAA basipetal transport from the dominant organ
(fruit) inhibits growth of the dominated organ (buds) in the area of confluence of the
stem. As auxins do not act directly on the bud, the action of a secondary messenger
has been proposed (Agusti and Greb, 2013). On the other hand, the regulation of the
secondary growth of the stem (promoted by auxins) is closely related to the restriction
of the axillary bud growth (Agusti and Greb, 2013). The fruit also regulates the
development of vascular bundles to sustain it is through by means of auxins (Mesejo et

al., 2003), and this inhibits, directly or indirectly, axillary bud sprouting.

This work considers the following hypothesis: the reduction of the availability of
CHs of the growing fruit, through the interruption of the phloem transport between
the fruit and the shoot, modifies the hormonal balance in the buds allowing sprouting.
‘Nadorcott” mandarin leafy shoots bearing a single fruit in terminal position were
selected at the phase Il of fruit development. Fruit peduncle was girdled (RYD) in 50
shoots, whereas the others were used as control (ON). In addition, sprouting in fruit-
bearing shoots was also compared with sprouting in vegetative shoots (OFF). Eleven
days after the treatment and just before the beginning of sprouting buds were
sampled to evaluate the content of indole-acetic acid (IAA), trans-Zeatin (t-Z), active

gibberellins (GA; and GAy), Abscisic acid (ABA) and jasmonic acid (JA).

The results reveal that the interruption of the phloem transport in the fruit
peduncle allowed immediate sprouting of adjacent buds, regardless of environmental
conditions. ON-shoot do not sprouted, while the OFF-shoots did it when the maximum
temperature dropped below 259C, coinciding with the beginning of autumn. In both

types of shoots, the closest buds to the apical end sprouted larger than the buds



situated in the basal end of the shoot. Stem girdling changed the hormonal balance in
buds, decreasing the concentration of AlA and t-Z, and increasing the concentration of

GA;. On the other hand, girdling did not modified ABA and JA concentrations.

The girdled fruits were smaller than control fruits at harvest date, and did not
changed color. Girdling allowed flowering indirectly, through the autumn sprouting

stimulation, whereas ON shoots did not flower.
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Introduccidn

1. LA BROTACION EN LOS CITRICOS

1.1. Aspectos generales

En los citricos cultivados en clima Mediterraneo, el ritmo de las brotaciones y
del desarrollo estd controlado por los cambios de temperatura que se producen en las
diferentes estaciones. Por ello, la brotacién se da en tres etapas bien definidas:
primavera, principio del verano y final del verano u otofo, en funcidn de los afios. En
clima Tropical el crecimiento es practicamente continuo (Agusti, 2003). En zonas de
clima Mediterraneo las yemas entran en reposo durante el invierno. A partir de
febrero, las yemas axilares comienzan su actividad, pero no brotan hasta el mes de
marzo o abril. Esta brotacién, la de primavera, desarrolla las flores que determinan la
cosecha, mientras que las brotaciones de verano y otofio dan brotes vegetativos con
nuevos nudos que brotardn en el siguiente ciclo. La brotacidn de primavera se
desarrolla, fundamentalmente, sobre la de otoiio, y esta sobre la de verano. Estas
ultimas se diferencian de la de primavera por el mayor tamafio de las hojas y mayor
longitud de los brotes. El crecimiento vegetativo depende, por tanto, de la segunda y
tercera brotacion. (Agusti, 1980; Davies y Albrigo, 1994). La brotacidon de otofio y
verano, por tanto, resultan esenciales en la floracion de la primavera.

No se conoce con precision los factores que determinan la brotacidn, esto es, el
inicio del crecimiento del meristemo. Las yemas no requieren acumulaciéon de horas
frio y estas brotan cuando la temperatura del suelo supera los 12 °C, sin importar la
del aire (Agusti, 2003). Una vez la yema ha empezado a brotar, un aumento de
temperatura actua sobre el balance hormonal y la movilizacién de reservas haciendo
gue aumente el desarrollo vegetativo. Por el contrario, una bajada de temperatura
hace que cese este desarrollo. En un arbol, el porcentaje de yemas axilares que brotan
es muy escaso. Entre éstas, las que estan situadas en la madera joven y préximas al
apice presentan mayor porcentaje de brotacidon que las que se situan en la madera
vieja. Dado que todas las yemas en un mismo arbol estan expuestas a los mismos
factores exdgenos (ambientales), las diferencias de brotacién entre ellas deben estar
provocadas por factores endégenos. Entre los factores enddgenos, la presencia del

fruto ejerce un papel decisivo en la inhibicién de la brotacién y la floracién. En los
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citricos, el fruto inhibe la brotacidén de las yemas axilares y el desarrollo vegetativo.
Este efecto se relaciona, fundamentalmente, con factores nutricionales (Martinez-
Alcéntara et al., 2015) y hormonales (Bangerth et al., 2000).

El meristemo apical caulinar se sitla en la zona distal del brote, formado por
varias capas de células o tunica que reviste a una masa de células en divisién, rodeado
y cubierto por los primordios foliares, formando todo el conjunto el dpice caulinar (Taiz
y Zeiger, 2006). Los primordios foliares aparecen a medida que el meristemo avanza,
con el tiempo diferenciaran el limbo y el peciolo formando las hojas mds jovenes
(Agusti, 2003). Los meristemos apicales del brote, como en el caso de los citricos,
pueden presentar actividad estacional, como en el resto del brote. Estos pueden crecer
rdpidamente en la primavera, entrar en crecimiento lento en verano y en otofio entrar
en latencia (Taiz y Zeiger, 2006). Las yemas axilares son meristemos secundarios que
estdn recubiertas por profilos (escamas) y se localizan en las axilas de las hojas. Como
en los meristemos apicales, tienen un meristemo rodeado por primordios foliares

(Agusti, 2003).
1.2. Tipos de brotes

Cada nudo, cuando brota, puede desarrollar mds de un brote, en
correspondencia con su propia estructura en la que son visibles varias yemas. En los
citricos, los brotes que surgen de la brotacion de primavera se clasifican en cinco tipos,
dependiendo del nimero de hojas y flores que lo componen. Los brotes con varias
flores sin hojas son los ramos de flor (RF), los que tienen flores y hojas son los ramos
mixtos (RM), los que tienen solo una flor y sin hojas se conocen como flor solitaria (FS),
y con hojas, brotes campaneros (BC), y los que sdlo tienen hojas son los brotes
vegetativos (BV) (Agusti 2003).

En la brotacién de primavera, la distribucidn da la floracion en tipos de brotes
es idéntica para todas las especies, exceptuando a Citrus unshiu (mandarino Satsuma).
El naranjo dulce (Citrus sinensis) presenta, en general, un 50% de botes mixtos y un
25% de ramos de flor; las flores solitarias y los brotes vegetativos se presentan en una
proporcién del 10%, y el 5% restante son brotes campaneros (Guardiola et al., 1977).

En el mandarino Clementino (Citrus clementina) e hibridos (hibridos de mandarinas,
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tangors y tangelos), la mayor cantidad de brotes son las flores solitarias, el 50%, un
20% de campaneros, y el resto de brotes (BM, RF y BV) se reparten a partes igual en el
30% restante. El mandarino Satsuma sélo tiene brotes uniflorales, con hojas el 35% o

sin hojas el 25%, y vegetativos el 40% (Agusti, 2003).

2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA BROTACION

2.1. Factores exdgenos

2.1.1. Temperatura

La temperatura es el factor climatico que mas influye en el desarrollo
vegetativo. Los citricos cultivados en clima Tropical brotan continuamente, al no haber
grandes fluctuaciones de temperatura, que, en promedio, se sitla en torno a los 252C.
En los climas subtropicales, al tener estaciones definidas, las brotaciones estdn
controladas por los cambios de temperatura entre las estaciones. Cuando hay un
descenso de la temperatura al principio del invierno, las yemas entran en estado de
reposo que, a principios de primavera, se rompe cuando hay un ascenso de la
temperatura, y éstas brotan. Una vez se alcanza en el suelo una temperatura superior
a 129C las yemas comienzan a brotar. Temperaturas por debajo de los 02C afectan al
desarrollo del vegetativo, produciendo, por ejemplo, manchas marrones en el envés
de las hojas (Agusti, 2003). La temperatura Optima para que haya actividad
fotosintética se encuentra entre 252C y 302C. Cuando la temperatura alcanza o supera
los 359C, la actividad fotosintética se reduce. Reuther (1973) comprobd que cuando las
plantas crecen a altas temperaturas sélo producen brotes vegetativos, cuando el
estado hidrico de la planta es dptimo, pero las que crecen a baja temperatura florecen
independientemente de la longitud del dia. Las bajas temperaturas activan la
expresion del gen FLOWERING LOCUS T (FT) en las hojas y, por tanto, la induccidn floral
(Nishikawa et al., 2007).
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2.1.2. Estrés hidrico

El déficit hidrico afecta en gran medida el balance hormonal de especies
vegetales alterando los procesos fisioldgicos del crecimiento y desarrollo de la planta.
El crecimiento primario es gracias a los meristemos a través de la division y elongacién
celular, y estd relacionado con las hormonas promotoras de estos procesos
(citoquininas, giberelinas y auxinas). La expansion celular se debe también al potencial
de turgencia, suministro de sales minerales, agua y materia elaborada (Taiz y Zeiger,
2002); por ello, el desarrollo vegetativo se ve muy afectado por un déficit hidrico
(Vélez et al., 2012). En los citricos, el estrés hidrico aumenta el contenido de acido
abscisico, acido jasmadnico y acido salicilico, y disminuye las giberelinas en las hojas que
estdn sometidas al estrés (Montoliu, 2010). El contenido de éstas se recupera una vez
se vuelve a regar la planta (Mahouachi et al., 2005). El acido abscisico (ABA) es
suministrado a las hojas para que éstas cierren sus estomas protegiendo a la planta del
estrés hidrico al reducir la transpiracion (Mahouachi et al., 2005). No obstante, los
estomas a veces se cierran antes de que se producto un aumento del ABA en la hoja. El
estrés hidrico reduce el gradiente del pH entre el citoplasma y el apoplasto y, como el
ABA es mayor cuando el pH es mads elevado, promueve el flujo del ABA desde la célula.
Por eso los niveles de ABA son mayores en el apoplasto que en otra zona de la hoja. El
producido en las raices puede ser un indicador para la planta de regular su estado
hidrico el suelos con poca humedad (Mahouachi et al., 2005; Zhang y Outlaw, 2001).

Durante el periodo de déficit hidrico se reduce significativamente la brotacion y
el desarrollo vegetativo. La recuperacién del estado hidrico supone el restablecimiento
del crecimiento vegetativo y la aparicidon de nuevos brotes (Gonzalez-Altozano y Castel,

2003).
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2.2 Factores enddgenos

El inicio de la brotacion, el desarrollo de la yema, requiere de la activacion de la
division celular en el corpus. Los primordios foliares y la diferenciacién de yemas
axilares se produce a medida que el meristemo apical progresa. Inicialmente, las trazas
de procambium son comunes para los drganos en desarrollo. La diferenciacién de
elementos vasculares, protoxilema y protofloema, progresa en sentido acrdpeto y
basipeto a partir del tercer primordio foliar (Agusti, 2003). La divisidn celular requiere
el aporte de carbohidratos para satisfacer los requerimientos energéticos, de ahi la
dependencia nutricional de la brotacion (Martinez-Alcantara et al., 2015). Pero la
brotacién también depende de factores hormonales. El balance entre auxinas,
citokininas y giberelinas determina que en el meristemo se promueva la diferenciacidén
o la divisién (Moubayidin et al., 2010). Las fitohormonas también regulan la inhibicién
de la brotacién axilar mediante los procesos de dominancia apical (Bangerth et al.,

2000).

2.2.1. Factores nutricionales

En estos ultimos, se ha sefialado la necesidad de un nivel umbral minimo de
carbohidratos para que la brotacién tenga lugar (Garcia-Luis et al., 1995; Goldschmidt,
1999). La presencia del fruto reduce significativamente la brotacidn y la floracion de la
primavera. El esfuerzo energético que un arbol realiza para completar su actividad
productiva durante un ciclo de produccidn, supone un agotamiento de las reservas en
carbohidratos (Goldschmidt y Golomb, 1982) y elementos minerales (Golomb vy
Golsdchmidt, 1981), y la brotacién de primavera es menor.

La eliminacion de los frutos durante el verano modifica inmediatamente el
contenido foliar en azlcares solubles (Martinez-Fuentes et al., 2010). El fruto en
desarrollo inhibe el desarrollo vegetativo por su competencia por los carbohidratos.
Los arboles con fruto acumulan entre 60 y 300 veces mas carbono en los frutos que en
los brotes vegetativos en las brotaciones de primavera y verano, respectivamente
(Martinez-Alcantara et al., 2015). Por todo ello, la eliminacién de los frutos durante la
primavera o el verano incrementa significativamente la brotacion (Verreyne y Lovatt,

2009).
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2.2.2. Factores hormonales

Las giberelinas (GAs) constituyen un grupo de hormonas vegetales que
controlan diversos aspectos del desarrollo como la germinacion de las semillas, la
expansién de las hojas, la elongacion del tallo y de la raiz, el tiempo de la floracién y el
desarrollo de la flor y el fruto (Sponsel y Hedden, 2004; Swain y Singh, 2005). Su papel
en la regulacién de la elongacién celular y la division celular se ha puesto de manifiesto
(Nelissen et al., 2012), por lo que regulan el crecimiento del brote. Asi, la aplicacién de
giberelinas al inicio de la brotacidn estimula el crecimiento de los brotes iniciados y de
sus hojas (Agusti, 2003), pero su aplicaciéon justo antes de la brotacién la inhibe
(Guardiola et al., 1982).

Durante el crecimiento de los brotes, se ha demostrado la relacion entre las
giberelinas y las auxinas. Cuando se decapita una planta de guisante, la elongacién de
tallo se detiene y, no sélo se reduce la cantidad de auxinas, sino que también
disminuyen el nivel de GA;, giberelinas activas, en la parte cercana al dpice del tallo. La
yema apical promueve el crecimiento tanto por sintesis de auxinas como por sintesis
de la giberelina GA; inducida por la auxina (Ross et al., 2000; Ross y O’Neil, 2001).

Las auxinas regulan el mantenimiento de la dominancia apical (Mok y Mok, 2001). La
dominancia apical consiste en un efecto inhibidor de la yema apical sobre las yemas
laterales. Las auxinas son producidas en el dpice y las hojas en expansidn de los brotes
gue estan creciendo y se transportan basipetamente con el concurso de proteinas
transportadores localizadas en la parte basal de las células (proteinas PIN1) (Taiz y
Zeiger, 2006). Domagalska y Leyser (2011) indican que para que una yema brote es
esencial que las auxinas que tiene las exporte, por lo que se produce una competicién
entre las yemas para exportarlas. La yema dominante establece una corriente de
exportacion impidiendo que otras se activen. Bangerth et al., (2000) propusieron la
hipotesis de la autoinhibicion del transporte de auxinas (ATA, auxin-transport-
autoinhibition) entre érganos en crecimiento dominantes y dominados: el transporte
anterior y mas intenso desde el érgano dominante (apice, hoja o fruto) inhibe el
transporte basipeto del 6rgano dominado (yema axilar) en la zona de confluencia del

tallo, restringiendo su desarrollo. Como las auxinas no actian directamente sobre la
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yema se ha propuesto la accién de un mensajero secundario (Agusti y Greb, 2013). La
auxina regula la producciéon de citoquininas negativamente y puede estimular la

sintesis de estrigolactonas (Domagalska y Leyser, 2011).

Por otra parte, las citoquininas, que son producidas mayoritariamente en las
raices, también se sintetizan en los brotes, y transportadas acrépetamente en el
xilema, promueven el crecimiento de las yemas laterales. La brotacidn esta controlada
por la relaciéon de auxinas/citoquininas. Una aplicacién directa de citoquinas a las
yemas axilares, en algunas especies, estimula la actividad de divisién celular y el

crecimiento (Taiz y Zeiger, 2006).
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HIPOTESIS

En resumen, el fruto en desarrollo supone un potente sumidero de
carbohidratos restringiendo la brotacién, el desarrollo vegetativo y la floracién. La
brotacién vegetativa producida durante un ciclo productivo sustenta la floraciéon del
siguiente ciclo, y por tanto, la produccion del arbol. La inhibicidon que ejerce el fruto en
desarrollo sobre las yemas axilares es un mecanismo hormonal basado en su
capacidad sumidero. Por ello, en este trabajo se plantea la siguiente hipdtesis: la
reducciéon de la disponibilidad de CHs del fruto en crecimiento, mediante la
interrupcion del transporte floematico entre el fruto y el brote, modifica el balance
hormonal en las yemas permitiendo la brotacion y aumentado, indirectamente, la

floracion.

De ella derivan los siguientes objetivos:
1. Determinar el efecto del rayado del pedunculo del fruto en la brotacion de

otofio y la brotacidn y floracidon de primavera.

2. Determinar la distribucién hormonal a lo largo del brote y su relaciéon con la

brotacion.
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1. MATERIAL VEGETAL Y DISENO DEL EXPERIMENTO

Los experimentos se realizaron en 10 arboles adultos de tangor ‘Nadorcott’
((Citrus reticulata Blanco x Citrus sinensis (L.) Osb.)) injertados sobre citrange Carrizo
(Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.), situados en una plantacién
comercial localizada en Pedralba (Valencia), que disponia de condiciones normales de

riego localizado, fertilizacion y cultivo.

Se seleccionaron 100 brotes campaneros (ON) de 5-6 nudos de longitud y 70
brotes vegetativos (OFF). Los brotes se seleccionaron al azar alrededor del 4rbol, en 10
arboles diferentes. En la mitad de los brotes campaneros se rayé el pedunculo del
fruto (RYD) al final del mes de agosto (25/8). Durante los dias siguientes al tratamiento
se evalué la brotacidon de las yemas axilares, cada 4-5 dias durante las 7 semanas
posteriores al tratamiento, cuando la brotacidon finalizé. En ese momento, se
determind la longitud de los brotes emitidos. En la primavera siguiente, se evalué la
brotacién y la floracidn en 30 brotes por tratamiento. En ese momento, se determind
la influencia del rayado en las caracteristicas del fruto maduro, evaluando el peso del
fruto (g), el didmetro (mm) mediante un pie de rey (Mitutoyo, Japdn), el color de la
piel y de la pulpa mediante un colorimetro (coordenadas Hunter) (Minolta, Japdn), y

los sélidos solubles totales mediante un refractémetro digital (Atago, Japén).

2. METODOLOGIA

2.1 Toma y procesado de muestras.

Para el andlisis enddgeno hormonal, se muestrearon 20 brotes por tratamiento
justo antes del inicio la brotacién 11 dias después del rayado (5/9). Ademas, en los
brotes OFF se muestrearon 20 brotes el 25/8. Los brotes se almacenaron en frio hasta
el laboratorio, donde se procesaron, separando, en los brotes OFF, el dpice y cada
nudo manteniendo su posicién relativa en el brote (1 mas préximo al dpice, 5 mas
alejado al dpice). Del brote campanero, se separd el flavedo, la pulpa y cada nudo

individualmente, manteniendo también su posicidon relativa en el brote. Una vez
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procesados se congelaron y trituraron con nitrégeno liquido y se liofilizaron para su

analisis hormonal.
2.2 Anadlisis hormonal

Para analizar el contenido endégeno de acido indolacético (AIA), acido abscisico
(ABA), citoquininas (CKs), giberelinas (GAs) y acido jasmodnico (JA) se procedid del
siguiente modo: para la extraccién hormonal alicuotas (50 mg) duplicadas de cada
muestra fueron extraidas con metanol 80%: acido acético 1% (v/v) en presencia de
diferentes estdndares internos (hormonas marcadas con Deuterium para cuantificar
las pérdidas de cada hormona inherentes al proceso de extraccién [proporcionadas por
Prof. L Mander- Camberra, OlChemim Ltd - Olomouc, o Cambridge Isotope Lab -
Andover]: [17,17-2H]-GAn, [2H5]-IAA y [2H6]-ABA). Estos estandares fueron afadidos
para la cuantificacion de cada una de las diferentes giberelinas (GA1y GAy), AlA, y ABA.
Para la cuantificacidon del JA se usé el compuesto dhJA como estandar interno. En el
caso de las citoquininas (CK), se utilizaron diferentes citoquininas deuteradas como

estandares internos (D-tZ).

Para recuperar la fraccidn acida donde se localizan las GA;, GA4, 1AA, ABA y JA,
los extractos pasaron consecutivamente a través de columnas HLB en fase reversa,
MCX (intercambio catiénico) y WAX (intercambio iénico) (Oasis 30 mg. Waters) como
se describe en Seo et al., (2011). Para la recuperaciéon de la fraccién basica, donde se
localizan las citoquininas, las muestras pasaron en primer lugar a través de un cartucho
HLB (elucién CH3CN80: Acido acético 1%) y a continuacién a través de una columna

MCX. Las muestras se llevaron a sequedad en rotovapor.

El residuo seco fue disuelto en acetonitrilo al 5% y acido acético al 1% y las
hormonas fueron separadas usando ultra-cromatografia en fase reversa (UPHL)
mediante una columna RP-MS Accucore 2,6 um (50 mm x 2,1 i.d.: Thermo Fisher
Scientific) con un gradiente de acetronilo del 5 al 50%, tras lo cual fueron detectadas y
analizadas en un espectrémetro masas/masas (Q-exactive Orbitrap detector, Thermo
Fisher Scientific). Las concentraciones hormonales finales de los extractos fueron

determinadas usando las curvas de calibracion realizadas previamente. La
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interpretacion de los resultados se realizd mediante los programas Xcalibur 2.2 SP1 y

TraceFinder.
2.3 Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos se evaluaron estadisticamente mediante un analisis
de la varianza (ANOVA), utilizando la minima diferencia significativa (LSD) para la
separacion de las medias. Los datos experimentales se analizaron con el software
Statgraphics Centurion XVI (Gréficos estadisticos, Englewood Cliffs, NJ, EE.UU.). A los

datos porcentuales se les aplicé la transformacién arcsen (pl/z).
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1. EFECTO DEL AISLAMIENTO PARCIAL DEL FRUTO SOBRE LA

BROTACION.

La presencia del fruto en el brote impide la brotacién de las yemas axilares.
Por ello, el aclareo de frutos en los meses de junio y julio permite un aumento de la
brotacién de verano y otoio (Verreyme y Lovatt, 2009); ademas, la eliminacion de
frutos también afecta al nimero de brotes por nudo y, consecuentemente, al
numero de flores producidas en la primavera siguiente (Martinez-Fuentes et al.,

2010).

El efecto inhibitorio del fruto sobre la brotacidn de final de verano se ratifico
con el experimento del micro-rayado. La interrupcién del transporte por el floema a
través de un micro-rayado en el peddnculo del fruto al final del verano (25/8)
modificé significativamente la brotacién de las yemas adyacentes (Figura 1). Asi, 11
dias después del tratamiento (DDT), las yemas adyacentes a los frutos micro-
rayados (RYD) iniciaron la brotacién en un 15% de los brotes, llegando al 45% de los
brotes rayados 22 DDT. Por el contrario, las yemas de los brotes control con fruto

(ON) no brotaron (Figura 1).

Por otra parte, los brote vegetativos (OFF) también brotaron, como se
esperaba, pero siguiendo una pauta diferente a la de los brotes RYD. Asi, mientras
la brotacion de los brotes RYD crecid exponencialmente entre 10 y 22 DDT, la
brotacion de los brotes OFF se detuvo, alcanzando el 8-10% de los brotes. Pero a
partir de 25 DDT, la brotacién aumentd significativamente en los brotes OFF

alcanzando el 40% 49 DDT (Figura 1).
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Figura 1. Evolucidn del porcentaje de brotacion de final del verano en brotes campaneros
(ON) y brotes vegetativos (OFF) del mandarino Nadorcott. Influencia del micro-rayado del
pediinculo del fruto (RYD). Cada valor es la media de 50 brotes. Las barras verticales
representan el error estandar. La barra azul mostrada a la izquierda del grafico corresponde
al intervalo LSD.

Este aumento de la brotacidon OFF se relaciond con una bajada significativa
de la temperatura méxima (Figura 2). La brotacion estd controlada por los cambios
de temperatura entre las estaciones. Entre el invierno y la primavera, cuando la
temperatura es superior a los 129C comienza la brotaciéon de las yemas. Con el
tiempo, las hojas se desarrollan completamente y se forman las yemas axilares, al
mismo tiempo que el tallo se elonga. Pero cuando la temperatura estival alcanza un
valor superior al umbral de crecimento (35-402C), el desarrollo del tallo cesa y el
meristemo se protege (Agusti, 2004). La temperatura 6ptima para que haya
actividad fotosintética se encuentra entre 252C y 302C. Cuando la temperatura
alcanza o supera los 35°C, la actividad fotosintética se reduce (Agusti, 2003).
Cuando la temperatura desciende al inicio del otofio se reinicia la actividad

vegetativa, produciéndose la brotacion de otofo (Agusti, 2004).
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Figura 2 Evolucion de la temperatura desde el 1 de agosto hasta el 15 de octubre; t max
(temperatura maxima), tm (temperatura media) y t min (temperatura minima). El inicio de la
brotacién OFF comenzé el 5/9, hasta alcanzar el 8% de brotacién, luego se mantuvo constante
hasta que descendié significativamente la temperatura el 20/9 y aumentar la brotacién hasta el
40%.

Sin embargo, el inicio de la brotacion en los brotes OFF se produjo con
anterioridad (5/9) a esta bajada de la temperatura (22/9). Ademas, el aumento de
la brotacién de los brotes RYD se produjo de un modo independiente a la evolucién
de la temperatura (Figura 1). Todo ello, sugiere la influencia de factores enddgenos

regulando la brotacién.

Esta hipétesis se refuerza al estudiar la cuantia de la brotacion en funcién de
la posicién de la yema en el brote, ya que las yemas mas cercanas al apice/fruto
brotan antes y mds intensamente que las que se encuentran en la base del brote,

como se muestra en los resultados obtenidos en campo (Figura 3). La brotacién en
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los nudos 1, 2 y 3 de los brotes RYD, los mas cercanos al fruto y, por tanto, al micro-
rayado, fue significativamente mayor que la del nudo 4 a los 11 DDT. A partir del
nudo 5 no hubo brotacidon hasta 25 DDT. Esta diferencia cuantitativa se mantuvo
hasta el final del experimento. En el brote OFF, solamente brotaron los nudos 1y 2,
sin diferir significativamente entre ellos, 11 DDT. A los 25 DDT se observé brotacion
en los nudos 3 y 4. Al final del experimento, 49 DDT, no hubo diferencias entre lo

brotes RYD y OFF. Los brotes ON no brotaron en ningin momento (Figura 3).

ORYD BOFF HON

11DDT 25DDT 49 DDT
20 T 50 50 :I:
aw L 40 o r
g
5 30 30 30 -
L
2 20 f 20 20 +
7]
10 - m ’_h 10 w0
0 th 0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Nudo

SO ANTT
/\\ "IN

Figura 3. Distribucion de la brotacion de final del verano a lo largo de los nudos en brotes
campaneros (ON) y brotes vegetativos (OFF) del mandarino Nadorcott. Influencia del micro-rayado
del pedtinculo del fruto (RYD). Cada valor es la media de 50 brotes. El nudo 1 corresponde al mas
cercano al fruto/apice, mientras que el nudo 5 al mas alejado. Las barras verticales representan el
error estandar. La azul barra mostrada a la derecha del grafico corresponde al intervalo LSD.

La longitud de los nuevos brotes procedentes de las yemas axilares en los
brotes RYD fue mayor que en los brotes OFF, alcanzado el maximo (59 mm) en el
nudo 3. En los brotes OFF, la longitud de los nuevos brotes no superd los 12 mm
(Figura 4). En estudios realizados en el guisante por Ferguson y Beveridge (2009), el
anillado en el brote también origind un aumento de la brotacién y longitud de las

yemas préximas al rayado.
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Figura 4. Longitud de la brotacion de final del verano a lo largo de los nudos en brotes campaneros

RYD —#-0FF =4~ ON

(ON) y brotes vegetativos (OFF) del mandarino Nadorcott. Influencia del micro-rayado del
peduinculo del fruto (RYD). Cada valor es la media de 5 brotes. El nudo 1 corresponde al mas
cercano al fruto/apice, mientras que el nudo 5 al mas alejado. Las barras verticales representan el
error estandar. La azul barra mostrada a la derecha del grafico corresponde al intervalo LSD.

El micro-rayado no provoco la abscisidon de los frutos, que permanecieron en
el brote hasta la recoleccién. Sin embargo, el micro-rayado modificé
significativamente el desarrollo del fruto. Asi, en el momento de la recoleccién 7
meses después del tratamiento (marzo), lo frutos de los brotes RYD fueron mads
pequefios, su exocarpo se mantuvo verde, aunque no su pulpa, y acumularon
menos SST (Tabla 1). Estos efectos se relacionan con la interrupcién del transporte
de carbohidratos (sacarosa) al fruto y la mayor acumulacién de GA4 en el exocarpo

(Gambetta et al., 2012).
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Tabla 1. Caracteristicas del fruto maduro de brotes control y rayado en el momento de la
recoleccion (7 meses después del tratamiento). Cada valor es la media de 10 frutos. n.s: no
significativo.

Control Rayado Significacion
Peso (g) 93+23 33+8 p<0.05
Diametro (mm)
longitudinal 58+5 4313 p <0.05
transversal 47+6 34+2 n.s.
Color (HLab)
piel
a 29+1 -1+0,9 p <0.05
b 34+0,5 201 p <0.05
a/b 0,910 -0,07+0,10 p<0.05
pulpa
a 11+0,4 11+0,4 n.s.
b 20+0,3 21+0,3 n.s.
a/b 0,55+0,02 0,53+0,02 n.s.
SST (2Brix) 16+0.5 9+0.2 p <0.05

El micro-rayado del pedunculo también incrementd la floracion de la
primavera siguiente. Mientras los brotes ON no florecieron, en los brotes RYD se
observd un promedio de 45 flores por brote siendo los nudos que mas brotaron los
gue mas florecieron (Figura 5B). Pero las flores solamente se formaron en aquellos
brotes en los que el micro-rayado estimulé la brotacién de otofio (Figura 5A). Esto
es, que el efecto del rayado no es directo sobre la induccidon floral sino indirecto
sobre la brotacién de otofio, que sustenta la brotacién de primavera. Por ello,
Agusti et al. (1992) observaron que la respuesta optima para estimular la floracién
en plantaciones de citricos mediante el rayado de ramas se obtiene cuando se

efectua en verano. Verreyne y Lovatt (2009) también indican la importancia de la
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brotacién de otono mediante experimentos de aclareo al inicio del verano en el
mandarino ‘Pixie’. El efecto es, por tanto, general, como también se observa al
evaluar la floracidn en los brotes vegetativos: los nudos que mas brotaron en otofio

mas florecieron en primavera (Figura 5).
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Figura 5. Influencia del rayado del pedunculo (verano 2014) en la brotacién y floracion de
primavera (marzo 2015). Nimero de brotes de primavera (A y C) vy flores (B y D) por nudo, en
brotes OFF (A y B) y brotes ON (C y D) control y rayados; Con B. Otofo: indica que el brote
seleccionado broté en otofio y la brotacion de primavera 2015 se ha evaluado sobre nudos de
primavera 2014 y nudos de otoiio 2014; Sin B. Otoiio: indica que la brotacién de primavera 2015 se
ha evaluado sobre nudos de primavera 2014. Cada valor es la media de 10 brotes. Las barras
verticales representan el error estandar.
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2. EVOLUCION DEL CONTENIDO HORMONAL DE LOS BROTES

DURANTE LA BROTACION DE OTONO

Bangerth et al., (2000) propusieron la hipdtesis de la autoinhibicién del
transporte de auxinas (ATA, auxin-transport-autoinhibition) entre dérganos en
crecimiento dominantes y dominados: el transporte anterior y mas intenso desde el
organo dominante inhibe el transporte basipeto del 6rgano dominado en la zona de
confluencia. Como se ha demostrado en el nispero japonés, la presencia del fruto
en crecimiento restringe el crecimiento de las partes vegetativas hasta que el fruto
culmina su desarrollo (Reig et al., 2014). En esta especie, el contenido de AlA en el
floema de brotes con fruto es significativamente mayor que el de brotes aclarados
(Reig et al., 2014). El micro-rayado del pedunculo modificé el contenido de AlA a lo
largo del brote. En los brotes ON, la concentracion de AIA del fruto fue de 7 ng g'1
tanto en el flavedo (F) como en la pulpa (P) (Figura 6). La concentracion de AlA fue
significativamente mayor en los nudos del brote ON que en el fruto, alcanzando un

valor méaximo de 200 ng g™* en el nudo 3 (Figura 6).

Por otra parte, en los brotes RYD, el contenido de AIA se redujo
significativamente en la pulpa (2 ng g) v en los nudos respecto del brote ON,
alcanzando un valor méximo de 100 ng g™ en el nudo 3 (Figura 6). La reduccion del
transporte de carbohidratos hacia el fruto provocado por el micro-rayado
(Gambetta et al., 2012), reduce su capacidad de crecimiento, hecho que explicaria
la reduccién de sintesis de AlIA en la pulpa. Ello, junto con la interrupcion fisica del
transporte por el floema (Ferguson et al., 2009), reducen el transporte basipeto y
contenido de AIA en los nudos. El fruto, a través del AIA también regula la
diferenciacién de los vasos xilematicos y el ensanchamiento de las trdqueas del

xilema (Mesejo et al., 2003; Agustiy Greb., 2013; Aloni, 2015).
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Figura 6. Evolucidon de la concentracion de GA1, GA4, AIA, ABA, tZ, y JA a lo largo de los brotes ON
y RYD a los 11ddt; evolucién de las relaciones de GA,/tZ, giberelina activa 1 con zeatina
(citoquinina), y la relacién de IAA/tZ, acido indolacético con zeatina, a lo largo de los brotes on a
los 11ddt. F: flavedo; P: pulpa; n1-n5: nudos adyacentes al fruto, del 1-5. El micro-rayado se realizé
en el pedtnculo, entre el fruto y el nudo 1. Cada valor es la media de 2 réplicas bioldgicas. Las
barras verticales representan el error estandar. La barra negra mostrada a la izquierda del grafico
corresponde al intervalo LSD.
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Para que el crecimiento lateral de la yema se inicie es necesario que, ademas
de la reduccion del transporte de AIA, se produzca la sintesis de citokininas (CKs)
(Bangerth et al., 2000), ya que solamente la reduccién del transporte de AIA no es
suficiente para el crecimiento lateral de las yemas (Ferguson et al., 2009). Pero la
concentracién de trans-zeatina (t-Z) fue significativamente mayor en los brotes ON
qgue en los brotes RYD (Figura 6). Resultados similares se observaron en el nispero
japonés, al comparar brotes con fruto y brotes aclarados (Reig et al.,, 2014). En esta
especie, la mayor brotacién de los brotes aclarados se explicé a través de la menor
relacion AIA/t-Z (inhibidor/promotor del crecimiento lateral en los brotes) (Reig et
al., 2014). Pero la relacién AlIA/t-Z en los nudos del brote RYD no correlaciond con la
brotacién (Figura 6). Si la sintesis de CKs no se produce, la brotacién de las yemas se
inhibe (Ferguson et al., 2009). El nivel basal de t-Z encontrado en todos los nudos
del brote RYD podria ser suficiente para promover la diferenciacion de la yema

lateral, y, su crecimiento, dependeria de otra hormona.

La concentracion de GA; observada en los nudos de los brotes ON y RYD
podria explicar las diferencias encontradas en la brotacién. En el brote ON, la GA;
apenas se modificé a lo largo del brote, y su concentracién no superé 1 ng-g™
(Figura 6). Por el contrario, el brote RYD mostrd a partir del nudo 1 un crecimiento
significativo de la concentraciéon de GA;, alcanzando el maximo valor en el nudo 3,
que fue mas de tres veces superior al del control ON (3,4 ng-g* vy 0,9 ngg™
repectivamente). Por otra parte la GA4, no mostro diferencias significativas entre los
nudos de brotes ON y RYD encontrandose valores entre 0,45 ng -g™'y 0,06 ng -g*
(Figura 6). El micro-rayado provocé un aumento de la GA; en el exocarpo
(Gambetta et al., 2012 también observaron este efecto) y una disminucién en la
pulpa. Hartman et al.,, (2011) indicaron que la reactivaciéon del meristemo y su
crecimiento requiere de la accidén conjunta de CKs y GAs. Las GAs por si solas no son
capaces de reactivar el crecimiento pero si de estimularlo, mientras que las CKs son

necesarias para romper la dominancia impuesta por el fruto a través del flujo
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basipeto de auxinas (Hartman et al., 2011). La longitud de los brotes formados en
los brotes RYD y OFF correlaciona con la concentracion de GA; (Figura 4). La mayor

relacién GA;/t-Z se relaciona con la mayor brotacion en los brotes RYD (Figura 6).

Como en los tejidos del fruto no se encontré GA; en ningun caso, el aumento
observado en los nudos de los brotes RYD debe estar provocado por un aumento de
su sintesis en los tejidos de la yema o la hoja. La acumulacién de ambas giberelinas
cerca del rayado podria ser un mecanismo para reparar la herida provocada por el
micro-rayado (Martinez-Fuentes, 2010). En este sentido, Asahina et al., (2002)
demostraron que la sintesis de GAs es necesaria para la regeneracidon de cértex
danado mecanicamente. De este modo, los nudos proximos al microrayado se

aprovecharian de este flujo de GAs para brotar.

A pesar de la cantidad de informacién que relaciona las auxinas y citokininas
con el control de la brotacidn, nuestros resultados muestran algunas
incongruencias. Por ejemplo, el contenido enddgeno de AIA en los nudos RYD no
correlaciona con la brotacion. Asi, el nudo 5, que no brota, es el que menor
concentracién de AIA presenta (Figura 6), y sin embargo presenta la misma
concentracién de t-Z y GA; que el nudo 1, el que mas brota (Figura 6).
Recientemente, Mason et al., (2014) demuestran mediante experimentos en el
guisante que la brotacion correlaciona mejor con la demanda y disponibilidad de
carbohidratos, como fuente de carbono para sustentar la divisidn celular, que con
las auxinas. En este sentido, el rayado provoca una acumulacidon de carbohidratos
en el floema (Gambetta et al., 2012), lo podria haber influido en la mayor brotacién
mas proximas al rayado. Sin embargo, la disponibilidad de carbohidratos del nudo 5
no debe estar comprometida, por lo que otros factores a parte de los carbohidratos

deben regular el proceso.

El AIA, a pesar de regular la dominancia apical, no lo hace directamente
sobre la yema en reposo, sino que su accion se ejecuta en el tallo a través de un
mensajero secundario, dependiente de la accidén del AIA, que actia sobre el

meristemo (Bangerth et al., 2000; Agusti y Greb, 2013). Bangerth et al. (2000)
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propusieron que el ABA podria actuar conjuntamente con el AlA, y, recientemente,
Shalom et al. (2014) demostraron la mayor concentracion de ABA y sus catabolitos
en las yemas adyacentes al fruto en comparaciéon con las yemas de brotes
vegetativos, sugiriendo un papel promotor del reposo de la yema. Sin embargo, la
concentracion de ABA en los brotes RYD y ON no se relaciond con las diferencias en
la brotacion (Figura 6). El mayor contenido de ABA en la pulpa podria ser debido al
inicio de la sintesis de carotenoides que determinan el cambio de color (Rodrigo et

al., 2003).

Finalmente, el acido jasmonico (JA) se ha relacionado con procesos de
respuesta a estrés abiotico (Arbona y Gomez-Cadenas, 2008) o bidtico (Wasternack
et al., 2013). Pero, recientemente, se ha puesto de manifiesto su relacién con el
desarrollo del cambium en brotes en desarrollo (Sehr et al., 2010). En los brotes con
fruto, RYD y ON, se encontrd una concentracion elevada de JA y decreciente a lo
largo del brote, hecho que se relaciona con el mayor desarrollo vascular que
presenta la base del brote. El micro-rayado no produjo ninguna modificacién en la
concentracién de JA (Figura 6), por lo que no se relaciond con la brotacién. El
crecimiento secundario y el crecimiento lateral estdn inversamente coordinados
(Agusti y Greb, 2013), de modo que la inhibicién del transporte de AlA inhibe el
crecimiento secundario y permite el crecimiento lateral. Pero la relacion directa

entre el AlAy el JA no estd comprobada (Sehr et al., 2010).

Los brotes vegetativos presentaron una concentracion de AlA
significativamente menor que los brotes con fruto. Asi, en ningun caso la
concentracion de AlA superd 40 ng g'1 en los brotes vegetativos mientras que en los
brotes con fruto alcanzé 200 ng g'l. Por otra parte, las 2 fechas analizadas, antes de
la brotacién (25/8), y 11 dias después (5/9, inicio de la brotacién) no presentaron
diferencias significativas en sus nudos (Figura 7). Como los brotes seleccionados
eran de 4 meses de edad, pues procedian de la brotaciéon de primavera, los
resultados sugieren que la pérdida de dominancia apical se produjo con

anterioridad al inicio del estudio. No obstante, la concentraciéon de AIA fue
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creciente a lo largo del brote (Figura 7) y se relaciond con la distribucién de la
brotacion (Figura 3). La menor concentracion de AIA junto con el mayor contenido

de GA; enlos nudos 1y 2,y de t-Z en el nudo 1 explican su brotacién (Figura 7).
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Figura 7. Evolucion de la concentracion de GA;, GA,, AlA, ABA, tZ y JA a lo largo del brote off en los
0 DDT y 11ddt. Evolucién de las relaciones de GA,/tZ, giberelina activa 1 con zeatina (citoquinina),
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24



Resultados y discusion

A diferencia del brote RYD, en el brote OFF la concentracion de AIA es
creciente desde el apice a la base, y la de t-Z es decreciente, hecho que se relaciona
con las diferencias de brotacién entre los nudos. Ademas, la mayor concentracién
de GA; se observo en los nudos 1y 2, lo se relaciona con su mayor porcentaje de

brotacién (Figura 7).

Ni el ABA ni el JA se relacionaron con la brotacidn de los brotes vegetativos.
La concentracién de ABA fue consistentemente mayor en todos los nudos en el
momento de la brotacion que 11 dias antes (Figura 7), mientras que el JA no difirié
entre fechas. Sin embargo, si lo hizo entre nudos del mismo modo que en los brotes
con fruto, reforzando su papel en la promocién del crecimiento en grosor de los

tejidos mas jovenes.
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Conclusiones

El rayado del pedunculo del fruto provocd la brotacion de las yemas axilares

proximas al fruto, y estimuld el desarrollo de los nuevos brotes.

Los brotes con fruto rayado que brotaron en otono florecieron en primavera.

El rayado del pedunculo del fruto provocé una disminucion de la concentracién

de AIA y un aumento de la concentracién de GA; en los nudos proximos al

tratamiento, lo que se relaciond con la brotacién de las yemas axilares.
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