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La inhibicion de la floracion en los citricos. Mecanismo de control en
el estado juvenil y adulto.

RESUMEN

En los citricos, el meristemo siempre esta preparado para florecer a
no ser que algun factor/es represivo lo impida. En plantas juveniles y
arboles con alta carga de fruta, sin embargo, el meristemo es incapaz de
desarrollar una inflorescencia. En los citricos adultos, el principal factor
endogeno que controla la induccion floral es el fruto. La carga de fruta
reprime la expresion de los genes de tiempo de floracion, de identidad del
meristemo y organogénesis, sin embargo, no se conoce mucho sobre el
factor que reprime la floracién en los meristemos de plantas juveniles.
Durante esta etapa, las yemas son incapaces de reconocer las sefales
inductivas, como la baja temperatura y el estrés hidrico, y necesitan
madurar progresivamente para reconocerlas y ser capaces de florecer. Se
desconoce el mecanismo por el cual la induccién floral esta reprimida en
plantas juveniles, de forma constitutiva, y en arboles adultos cuando tienen
muchos frutos. En este TFM se plantea la siguiente hipotesis de trabajo: los
arboles juveniles y adultos con frutos difieren en el mecanismo enddégeno
de inhibicién de la floracion. Para tal fin, se estudia la expresién de los
genes de induccion floral (o tiempo de floracion), los genes de identidad del
meristemo (o diferenciacion floral) y los genes de organogénesis floral en
yemas y hojas de plantas de plantas jovenes y arboles adultos durante la
etapa de induccidn-diferenciacion floral (noviembre-marzo). Ademas, el
estudio se completa con el andlisis de expresion de estos genes en arboles
adultos sin fruto, que florecen abundantemente. Los genes estudiados son
FLOWERING LOCUS T (FT), FLOWERING LOCUS D (FD),
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESION OF CONSTANS (SOC1),
APETALAL (AP1), LEAFY (LFY) SEPALLATA1 (SEP1) y SEPALLATA3
(SEP3). Los estudios de expresion geénica se realizan con la técnica RT-
gPCR.

Palabras clave: Citrus, juvenilidad, inhibicién floral, FT, SEP1,
SEPS3, FD, SOC1



Flowering inhibition in Citrus: a comparision between the juvenile and
adult stages.

ABSTRACT

In Citrus, the meristem is always ready to flower, unless a repressive
factor(s) impeds it. In juvenile trees and in heavy-crop-load trees, however, the
meristem is unable to develop into inflorescence. Fruit represses the
expressions of the flowering time genes, that of identify genes and
organogénesis genes, but little is known about which is the factor repressing the
flowering in a juvenile tree meristem. During this stage, the buds are insensitive
to floral inductive signals, such as low temperatura and water stress, and need
to mature progresively to recognize them and to be able to flower. The
mechanism by which floral induction is repressed in juvenile plants,
constitutively, and in heavy-crop-adult-trees is unknown. In this TFM we
propose the following hypotesis: juvenile and heavy-crop-adult-trees differ in the
endogenous mechanism of the inhibition of flowering. For this purpose, we
studied the expression of floral induction genes (or flowering time), meristem
identify genes (or floral differentiation) and floral organogénesis genes in buds
and leaves of juvenile plants and heavy-crop-adult-trees during the floral bud
induction and differentiation period (November-March). In addition, we also
studied the expression of these genes in fruitless-adult-trees, which are prone
to flower profusely. The genes studied are FLOWERING LOCUS T (FT),
FLOWERING LOCUS D (FD), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESION OF
CONSTANS (SOC1), APETALAL (AP1), LEAFY (LFY) SEPALLATAL (SEP1) y
SEPALLATA3 (SEP3). Gene expression studied are performed using the RT-
gPCR technique.

Keywords: Citrus, juvenility, flowering inhibition, FT, SEP1, SEP3, FD,
SOC1



La inhibici6 de la floraci6 en els citrics. Mecanisme de control en
I’estat juvenil i adult.

RESUM

En els citrics, el meristema sempre esta preparat per a florir llevat que
algun factor repressiu ho impedeixi. En plantes juvenils i arbres amb alta
carrega de fruita, pero, el meristema es incapa¢c de desenvolupar una
inflorescencia. En els citrics adults, el principal factor endogen que controla la
induccié floral es el fruit. La carrega de fruita reprimeix I'expressio dels gens de
temps de floraci6, d'identitat del meristema i organogenesi, pero, no es coneix
molt sobre el factor que reprimeix la floracid en els meristemes de plantes
juvenils. Durant aquesta etapa, les llemes sén incapaces de reconeixer les
senyals inductives, com la baixa temperatura i l'estrés hidric, i necessiten
madurar progressivament per reconeixer-les i ser capacos de florir. Es
desconeix el mecanisme pel qual la inducci6 floral esta reprimida en plantes
juvenils, de manera constitutiva, i en arbres adults quan tenen molts fruits. En
aguest TFM es planteja la seglient hipotesi de treball: els arbres juvenils i
adults amb fruits difereixen en el mecanisme endogen d'inhibicié de la floracio.
per a tal fi, s'estudia I'expressié dels gens d'induccio floral (o temps de floracid),
els gens d'identitat del meristema (o diferenciacié floral) i els gens de
organogenesi floral a llemes i fulles de plantes joves i arbres adults durant
l'etapa d'induccio-diferenciacié floral (novembre-marg). A més, l'estudi es
completa amb I'analisi d'expressio d'aquests gens en arbres adults sense fruita,
que floreixen abundantment. Els gens estudiats sn FLOWERING LOCUS T
(FT), FLOWERING LOCUS D (FD), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESION OF
CONSTANS (SOC1), APETALAL (AP1), LEAFY (LFY) SEPALLATAL (SEP1) i
SEPALLATA3 (SEP3). Els estudis d'expressio genica es realitzen amb la
tecnica RT-gPCR.

Paraules claus: Citrus, juvenilidad, inhibicié floral, , FT, SEP1,
SEPS3, FD, SOC1
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. LA FLORACION

La floracion consiste en el cambio del programa de desarrollo de los
meristemos, de modo que cuando un meristemo vegetativo (agrupacion de
células indiferenciadas que se dividen activamente y originan hojas y
ramificaciones) recibe una sefal determinada, su programa de desarrollo se ve
alterado y se convierte en un meristemo reproductivo con capacidad para
producir flores o inflorescencias (Blazquez et al., 2011; Nishikawa et al., 2013).
Este fendmeno necesita una interaccion coordinada de cambios moleculares y
bioquimicos iniciados en las hojas y transmitidos al meristemo apical o lateral
(Corbesier et al., 2005).

La floracion es la fase inicial del proceso reproductivo de la planta, y se
divide, a su vez, en varias etapas sucesivas: 1) la induccion floral, 2) la
diferenciacion floral, 3) la maduracion de los verticilos florales, y por ultimo, 4)
la antesis, que da paso al inicio de la segunda fase del proceso reproductivo de
la planta, esto es, la fructificacion (Zeevaart, 1976; Tadeo et al., 2003; Valiente
y Albrigo, 2004; Blazquez et al., 2011).

Debido a que el éxito reproductivo de la planta depende de que la
floracién se dé en el momento mas adecuado de su desarrollo, y cuando las
condiciones ambientales sean favorables, las plantas han desarrollado un

mecanismo de induccién de la floraciéon que integra sefiales muy diversas.
1.1.1. Induccion, diferenciacion y organogénesis floral.

Los procesos de induccion y diferenciacion floral han sido ampliamente
estudiados en plantas herbaceas de ciclo corto, y algo menos en las plantas

lefiosas, ya que su ciclo anual dificulta el estudio.

Davenport (1990) estudiéo la fenologia, morfologia y biologia de la
floracién de forma exhaustiva, definiendo la induccién floral como el proceso
a través del cual las yemas vegetativas son promovidas a florecer. Durante
esta etapa se producen cambios enddgenos, que Davenport interpretd como

una modificaciéon de la distribucion y contenido de nutrientes, hormonas y
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proteinas en el interior del meristemo apical. La iniciacion floral es el periodo
en el que suceden diversos cambios histolégicos sin llegar a observarse
diferencias morfolégicas, mientras que la diferenciacion floral es la transicion
morfologica y anatdmica de los meristemos vegetativos a meristemos florales
(Davenport, 1990). Los cambios en el meristemo vegetativo comienzan con un
ensanchamiento y alisamiento de su porcién apical seguido de la aparicion de
los primordios de sépalos. Las etapas siguientes del proceso morfogenético
residen en la diferenciacién de los primordios de pétalos, estambres y, por

altimo, los carpelos (Bernier et al., 1993).

La iniciacion de la fase reproductiva esta regulada por diferentes rutas
de sefalizacion floral coordinadas por factores ambientales y endégenos, como
el fotoperiodo, la temperatura, el estrés hidrico, factores nutricionales, factores
hormonales y factores genéticos, que interactian entre si (llustracion 1)
(Blazquez et al., 2011; Sgamma et al., 2014). Estas rutas convergen en los
genes que regulan el momento adecuado para florecer (genes de tiempo de
floracion), que se encargan de poner en marcha los grupos de genes ABCDE
responsables del desarrollo floral (Blazquez et al., 2011). De esta forma, las
plantas se aseguran florecer en el momento en que han acumulado reservas
internas suficientes y en el que las condiciones ambientales sean favorables
(Segui-Simarro, 2011).

Segun el modelo ABCDE del desarrollo floral, la formacion de los
verticilos florales, en los que se disponen los érganos florales que constituiran
la flor madura, esté regulada por la accion de tres clases de genes: genes de
identidad del 6rgano floral (implicados en la formacién y/o funcion de los
organos florales), genes catastrales (reguladores espaciales de los genes de
identidad del 6rgano floral) y genes de identidad del meristemo (reguladores
positivos de la identidad de los 6rganos durante el desarrollo floral) (Taiz y
Zeiger, 2006; Blazquez et al., 2011).
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llustracion 1. Integracion de las distintas rutas génicas implicadas en la induccién
floral en Arabidopsis thaliana (Fuente: Adaptada de Bernier y Périlleux, 2005 y Segui-
Simarro, 2011).
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El desarrollo floral ocurre en los meristemos, sin embargo, la induccion
se da en las hojas. Debido a esta separacion espacial, es necesario un
mecanismo que transfiera la sefial desde las hojas al meristemo. Desde hace
tiempo, se ha asociado la floracién con una molécula denominada florigeno. Se
considera que esta molécula se sintetiza como respuesta al mecanismo de
induccién apropiado, segun la especie, y se transmite desde las hojas a los
meristemos vegetativos para promover la floracion. En Arabidopsis y otras
especies se ha planteado que el gen FLOWERING LOCUS T (FT) codifica una
proteina (FT) que actia como una sefial de floracion mévil y un potente
activador de la floracion en angiospermas (Blazquez et al., 2011; Nishikawa,
2013). La floracion es promovida cuando la proteina FT es transportada a
través del floema hasta llegar al meristemo, donde forma un complejo
heterodimero con la proteina FD (FLOWERING LOCUS D). Este complejo
FD/FT activa la expresion de SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS (SOC1) y APETALAL (AP1), lo que conduce a la iniciacion floral
(Bldzquez et al., 2011).

El control de la iniciacién floral depende de la accién antagonista de dos
tipos de genes: los genes de identidad del meristemo vegetativo y los
genes de identidad del meristemo floral. Dentro del grupo de los represores
el mas relevante es TERMINAL FLOWER 1 (TFL1). Entre los genes
promotores del meristemo floral se encuentran LEAFY (LFY), APETALA1
(AP1), APETALA2 (AP2), CAULIFLOWER (CAL), FRUITFULL (FUL) y
UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO), siendo LFY y AP1 los que juegan un
papel principal en la especificacion de los meristemos florales (Segui-Simarro,
2011).

Por dltimo, una vez determinado el meristemo floral, es necesario la
especificacion de las caracteristicas del mismo. Este proceso se lleva a cabo
gracias a los genes de identidad del 6rgano floral. La mayor parte de ellos
pertenece al grupo denominado genes MADS-box, cuya importancia es debida
a gque determinan parte del desarrollo floral, explicando el modelo ABCDE
(Heijmans et al.,, 2012). Generalmente, los genes de la clase A y B son
necesarios para el desarrollo de pétalos, los genes de clase B y C cooperan

para controlar el desarrollo de los estambres. Los genes de la clase Ay C
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estan, involucrados en el desarrollo de los sépalos y carpelos, respectivamente.
Los genes de clase D tienen su funcion en el desarrollo del ovario, mientras
que las proteinas de la clase E se expresan en los cuatro verticilos florales
mediante la formacion de complejos de proteinas MADS-box con proteinas de

otras clases (Pelaz et al., 2000; Favaro et al., 2003; Pinyopich et al., 2003).

Muchos de estos genes se han identificado en Arabidopsis thaliana. Los
genes tipo A estan representados por APETALAL (AP1) y APETALA2 (AP2).
Los de tipo B por PISTILLATA (Pl) y APETALA3 (AP3), los de tipo C
AGAMOUS (AG), los de tipo D por SHATTERPROOFI1 (SHP1),
SHATTERPROOFI2 (SHP2) y SEEDSTICK (STK). Y, por ultimo, la clase E
esta formada por los genes de la familia SEPALLATA (SEP1, SEP2 y SEP3)
(van Mourik et al., 2010). Segun la combinacion de tipos genes que se

expresen a la vez, se desarrollara un verticilo floral u otro (llustracion 2).

AP3 I PI

Y ©
AP1/ AP2 AG
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SEP1 [ SEP2 | SEP3
| | : 5 i
I | | SHP1! I
I | I SHP21
I | I STK |
| . | | |
Sépalos Pétalos ' Estambres ' Ovaric ' Carpelo
ABE— .
©C E
AE
(DG E
e

llustracion 2. Diagrama del modelo ABCDE para la determinacion de
la identidad de los 6rganos en las flores de Arabidopsis thaliana.
(Fuente: Adaptada de Liu et al., 2009).
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La inhibicién de la floracion esta regulada, principalmente, por el gen
TFL1 en el meristemo, pero también por los genes FLOWERING LOCUS C
(FLC) y TEMPRANILLO1 (TEM1). El gen FLC bloquea la floracion en la planta
anual Arabidopsis thaliana hasta que tras el periodo de baja temperatura del
invierno (Vernalizacion), su expresion se reprime y la expresion de FT se activa
(Blazquez et al., 2011). En la planta perenne Arabis alpina, el gen homologo de
FLC, PERPETUAL FLOWERING, (PEP1) se activa y reprime segun ciclos de
desarrollo vegetativo y reproductivo, respectivamente (Wang et al., 2009). Se
desconoce su accion precisa en los arboles frutales. Por otra parte, el gen
TEM1 se ha asociado con el control de la juvenilidad en plantas anuales y

arboles frutales (Sgamma et al., 2014).

1.2. LA FLORACION EN LOS CITRICOS

1.2.1. Lajuvenilidad

El desarrollo de las plantas superiores tiene dos etapas distintas, la fase
juvenil y la fase adulta de madurez reproductiva. Durante la primera fase, las
plantas pasan por una etapa de crecimiento en la que se construye el cuerpo
de la planta que no es capaz de florecer. EI meristemo apical de una planta
juvenil no es competente para responder al estimulo floral que procede de las
hojas e iniciar asi el desarrollo reproductivo (Roldan y Martinez-Zapater, 2008;
Castillo et al., 2013). Ademas, el hecho de que las plantas sean incapaces de
florecer durante su etapa juvenil, aun siendo las condiciones ambientales
favorables, sugiere que existen mecanismos inhibidores que pueden suprimir la
induccion de FT durante la juvenilidad, previniendo una floracién prematura.
Entre ellos, se ha demostrado que el gen TEM1 actla como represor de la
expresion de FT durante la etapa juvenil, siendo su expresion alta durante el
inicio del desarrollo y disminuyendo al final del periodo de juvenilidad, dejando
asi que aumenten los niveles de expresion de FT (Castillejo y Pelaz, 2008;
Sgamma et al., 2014).

Ademas de la incapacidad para florecer, la juvenilidad en los citricos
presenta otros caracteres distintivos como son la cantidad de espinas y un

crecimiento vigoroso de la planta (Castillo et al., 2013).
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Mientras que los meristemos juveniles de plantas herbaceas son
capaces de florecer en cuanto son injertados en plantas adultas, los
meristemos de plantas lefiosas deben atravesar dos etapas de desarrollo. La
primera fase es la adquisicion de la competencia para florecer. Se dice que un
meristemo es competente si es capaz de responder al estimulo floral y por
tanto florecer. La siguiente etapa es la determinacion, un meristemo
determinado puede producir flores incluso si es injertado sobre una planta que

no produce ningun estimulo floral (Taiz y Zeiger, 2006).

En los citricos la duracion de este periodo de juvenilidad depende de las
condiciones medioambientales, la especie y la variedad. En algunas especies
vigorosas, como la lima (Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle) y el limén
(Citrus limon (L.) Osbeck), el periodo juvenil dura aproximadamente 2 afos,
mientras que los mandarinos (Citrus reticulata Blanco.), naranjos dulces (Citrus
sinensis (L.) Osbeck.) y pomelos (Citrus paradisi Macfad.) pueden pasar hasta
10 afos sin alcanzar la madurez cuando se cultiva desde semilla (Tadeo et al.,
2003; Castillo et al., 2013).

1.2.2. Lafase adulta. Factores reguladores.

1.2.2.1. Factores exbégenos que controlan la floracién:

temperaturay estrés hidrico.

Los Unicos factores conocidos que inducen la floracion en los citricos
durante su etapa adulta son las bajas temperaturas y el estrés hidrico. Estas
sefales exdgenas regulan la expresion de los genes CiFT, CsLFY y CsAP1
(Nishikawa et al., 2007; Chica y Albrigo, 2013).

En las regiones subtropicales, la induccion floral en los citricos esta
regulada por la temperatura. El periodo de induccién se sitla, en el hemisferio
norte, entre los meses de noviembre y diciembre. Se ha comprobado que las
temperaturas bajas de esta época del afio inducen la floracién de la primavera
siguiente (Valiente y Albrigo, 2004). La floracibn no es inducida por
temperaturas superiores a 20°C ni inferiores a 5°C, y se consideran optimas
temperaturas entre 10 y 15°C (Chica y Albrigo, 2013).
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En planta anuales como A. thaliana, el gen FLOWERING LOCUS C
(FLC) reprime la expresion de genes integradores florales como FT y SOC1. Al
pasar un periodo de temperaturas bajas, se sintetiza un complejo de proteinas,
entre las que se encuentran VERNALIZATION2 (VRN2) y VERNALIZATION-
INSENSETIVE 3 (VIN3), que se unen al ADN a nivel del gen FLC, provocando
la condensacién de la cromatina e impidiendo por tanto su transcripcion
(Bldzquez et al., 2011). La expresion de este gen en los citricos no ha sido
debidamente caracterizada, pero cabe pensar que la exposicion a las bajas
temperaturas reduciria la expresion de FLC-like provocando un aumento de la
expresion de CiFT en las hojas, permitiendo asi que la floracion pueda ser
inducida (Nishikawa et al., 2007).

Sin embargo, en condiciones climaticas tropicales con temperaturas
altas a lo largo de todo el aflo donde no existen cambios bruscos de
temperatura, la induccion floral esta controlada por el estrés hidrico en la
estacion seca. Chica y Albrigo (2013) han demostrado que, durante el periodo
de déficit de agua durante la estacion seca, la expresion en hojas del gen FT se
ve aumentada. Una vez que cesa el estrés los genes responsables de la
identidad del meristemo (LFY y APl) aumentan y la expresibn de FT
disminuye, desencadenando el inicio del crecimiento reproductivo de la planta.
Segun Davies y Albrigo (1994) es necesario un mes de duracion
aproximadamente de estrés hidrico en campo para poder inducir la
diferenciacion floral de una cantidad importante de yemas, que comenzaran su

desarrollo una vez pasadas entre 3 y 4 semanas después de la lluvia o riego.

1.2.2.2. Factores enddgenos que afectan a la floracion.

Como se ha descrito en el apartado anterior, la induccién floral en los
citricos se debe principalmente a dos factores exdgenos: la temperatura y el
estrés hidrico. Sin embargo, la induccion floral puede verse afectada por
distintos factores end6genos descritos a continuacion.

La presencia del fruto en el arbol provoca un efecto inhibitorio de la
floracion a partir del momento en el que alcanza el 90% su tamafo final
(noviembre—diciembre) coincidiendo este momento con el viraje de color

(Martinez-Fuentes et al., 2010). A partir de este momento, el fruto provoca la
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reduccion de la floracion de la primavera siguiente, y aunque sea eliminado
este efecto no se evita. Este proceso se ha observado en naranja (Martinez-
Fuentes et al., 2010), mandarina (Mufioz-Fambuena et al., 2011) y pomelo
(Betancourt et al., 2014). En estos casos, una cosecha abundante puede
provocar que la floracion al afio siguiente sea practicamente nula, pudiendo
iniciarse asi un problema de alternancia de cosechas. Mufioz-Fambuena et al.
(2011) han demostrado que el efecto de inhibicion de la induccion floral debido
a la presencia del fruto se debe a la inhibicién de los genes promotores de la
floracion. El fruto promueve la expresion de los genes inhibidores (TFL y FLC)
e inhibe la expresion de FT, por tanto, la expresion de AP1 y LFY también se
ve negativamente afectada. Sin embargo, actualmente se desconode la sefial
que produce el fruto para reprimir la expresién de los genes promotores y
promover la expresion de los inhibidores. Ademas, segun Martinez-Fuentes et
al. (2010) el efecto inhibitorio de los frutos parece estar también relacionado

con la competencia por los carbohidratos y cambios hormonales.

Por otro lado, las giberelinas (GAs) son las hormonas vegetales que
mas influyen en el proceso de floracién. En arboles frutales, las GAs actuan
inhibiendo la induccion floral, mientras que la promueven en plantas herbaceas
(Nishikawa, 2013). Este fenomeno ha sido demostrado en diversos frutales
como citricos, aguacate, melocotonero, ciruelo, cerezo y nispero (Mufioz-
Fambuena et al., 2012b) La actividad de estas hormonas se relaciona con el
efecto del fruto sobre la floracion siguiente. La sintesis de giberelinas por parte
de las semillas y su translocacion al resto de la planta, se ha sugerido como
uno de los factores responsables de la reduccion de la floracion, ya que actia
inhibiendo el desarrollo floral (Agusti et al., 2003; Martinez-Fuentes et al.,
2010). Esta hipotesis ha sido reforzada por la semejanza en la respuesta a la
intensidad de floracion al eliminar el fruto y aplicar exdgenamente acido
giberélico (Agusti, 2003), por lo que se podria decir que las giberelinas

exdégenas pueden sustituir el efecto inhibitorio del fruto.

En los citricos existen dos épocas de maxima sensibilidad con respecto
a la aplicacion de GAs para inhibir la induccion floral: durante el reposo

vegetativo, momento durante el cual se estd produciendo la induccién floral
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(noviembre-diciembre) y al inicio de la brotacién, cuando los brotes no han

superado los 1-3 mm de longitud (Agusti, 2003).
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

El estudio de los mecanismos que reprimen la floracion en los citricos es
dificultoso, debido a la complejidad de obtener mutantes que no florezcan. Los
experimentos realizados hasta ahora para estudiar la represion de la floracion
en los arboles comparan 1) plantulas sin capacidad de florecer con arboles
adultos con capacidad para florecer (Pillitteri et al., 2004; Nishikawa et al.,
2007; Castillo et al., 2013; Sgamma et al., 2014), o 2) arboles con carga
fructifera (fenotipo no floreciente) con arboles adultos sin frutos (fenotipo

floreciente) (Mufioz-Fambuena et al., 2011; Haberman et al., 2016).

En este TFM, se ha disefiado un enfoque diferente que compara la
expresion de los genes de tiempo de floracidon (o induccion floral), los genes de
identidad del meristemo y los genes de identidad del érgano floral, durante el
curso del tiempo, en hojas y yemas de plantulas de mandarino no florecientes y
arboles adultos de mandarino sin capacidad para florecer debido a la carga
pesada de frutos. También se han utilizado arboles adultos con capacidad para
florecer para comparar. Todo ello, con el fin de confirmar la siguiente hipétesis
de trabajo: las plantas juveniles y arboles adultos con fruto difieren en el

mecanismo enddgeno de inhibicion de la floracién.
Los objetivos de este trabajo son:

1. Determinar la expresion de los genes de tiempo de floracién
(CiFT2, FLC-like, TEM1-like, FD-like, CsSL1 y CsSL2), los genes de identidad
del meristemo (CiFUL, CsAP1, CsLFY, CsTFL y TFL2-like) y los genes de
identidad del 6rgano floral (CiISEP1 y CiISEP3) en yemas y hojas de plantas
juveniles, arboles adultos sin capacidad de florecer y arboles adultos con
capacidad de florecer.

2. Determinar la expresion de los genes de floracion en el meristemo
de plantas juveniles de diferente edad para conocer la adquisicion de la

madurez reproductiva.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal y disefio experimental

3.1.1. Experimento |

Se utilizaron arboles de 12 afios de edad (adultos) de la variedad de
mandarina ‘Moncada’ [Clementina cv. ‘Oroval’ (Citrus clementina Hort. ex. Tan.)
X mandarina cv. ‘Kara’ (C. unshiu (Yu.Tanaka ex Swingle) Marcow. X C. nobilis
Lour.)], injertados sobre el patrén Citrange Carrizo (Citrus sinensis (L.) Osbeck.
X Poncirus trifoliata (L.) Raf.). También se usaron plantones de 5 meses de
edad (juveniles) de la variedad de mandarina ‘Cleopatra’ (C. reshni Hort. ex
Tan.).

Los &rboles adultos de la variedad de mandarino ‘Moncada’ utilizados en
este experimento, estan plantados en condiciones de cultivo homogéneas con
un marco de plantacion de 5x5 m. Se localizan en la finca experimental del
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), situada en el término
municipal de Moncada (Valencia). El sistema de riego utilizado es el riego
localizado (riego por goteo). El suelo de la parcela presenta una textura franco-

arcillosa.

Las plantas juveniles de la variedad ‘Cleopatra’ empleadas fueron
germinadas en maceta a 22°C en un invernadero y tras 5 meses de crecimiento

fueron transferidas al campo experimental del IVIA (Moncada, Valencia).

La variedad ‘Moncada’ presenta una alternancia de cosechas muy
pronunciada, floreciendo abundantemente en primavera y, por tanto, dando
lugar a una gran carga de fruta (aflo ON). Por este motivo, los arboles no
florecen a la préxima primavera y Unicamente presentan crecimiento vegetativo
(afo OFF) (Mufioz-Fambuena et al., 2011; 2012a).

Los citricos cultivados en clima mediterraneo florecen una vez al afo, en
primavera (marzo-abril). La induccién floral ocurre durante el otofio tardio-
invierno temprano (noviembre-diciembre) debido a la bajada de las
temperaturas (Nishikawa et al., 2007) y, por ultimo, la diferenciacién se produce

a finales de invierno principios de primavera (febrero-marzo). Por ello, para
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estudiar el tiempo de floracion y la expresion de los genes de identidad del
meristemo y organo floral, las muestras de hojas y yemas se tomaron en tres
fechas clave: septiembre, diciembre y febrero. Ademas, la brotacion y la

floracion fueron evaluadas en primavera.

Se realizaron tres repeticiones biologicas en cada fecha de muestreo y
para cada tipo de planta (ON y OFF), escogiendo un total de seis arboles
adultos para el experimento, tres arboles con capacidad para florecer (OFF) y
tres arboles sin dicha capacidad (ON). En el caso de los plantones juveniles
(sin capacidad de florecer) también se realizaron tres repeticiones bioldgicas,
esta vez formadas por tres plantones cada una, siendo un total de 9 plantones

los seleccionados.

Las muestras de hojas y yemas se congelaron inmediatamente con

nitrdgeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.
3.1.2. Experimento |l

En el segundo experimento se utilizaron plantulas de un mes, plantas
juveniles de distintas edades y 1 arbol adulto de Citrange Carrizo de 18 afios
(Citrus sinensis (L.) Osbeck. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.).

Las semillas de Citrange Carrizo se germinaron en invernadero y las
plantulas fueron muestreadas tras un mes de crecimiento, teniendo un tamafo
de 5 cm. Las plantas juveniles estaban divididas en cinco grupos en funcion de

sus edades: 1, 2, 3, 4y 6 afios.

Tanto las plantulas como los plantones juveniles se encontraban en un
invernadero de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), mientras que el

arbol adulto se localizaba en la finca experimental de la misma universidad.

El muestreo de hojas y yemas se realiz6 en el mes de febrero, antes de
la diferenciacion de las yemas. Se realizaron tres repeticiones biologicas para
cada tipo de planta. En el caso de las plantulas de 1 mes cada repeticion
biolégica estaba formada por 15 de ellas, siendo un total de 45 plantulas
seleccionadas. Por otro lado, cada grupo de plantas juveniles estaba formado
por 15 ejemplares de la misma edad, formando una repeticion biologica con
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cada 5 plantones. Por ultimo, dada la independencia bioldgica de las ramas
principales de un arbol para florecer, se seleccionaron tres ramas de modo

independiente del arbol de Citrange Carrizo, una por repeticion bioldgica.

Ademas, la brotacién y la floracion fueron evaluadas en primavera.

Las muestras de hojas y yemas se congelaron inmediatamente con

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

3.2. Evaluacién de la brotacion y floracion

La intensidad de floracion se evalu6é en primavera considerando cuatro
ramas por arbol de tres edades (ramas de finales de primavera, de verano y
brotes de otofio) con unos 300 nudos por rama. Se contd el numero de nudos
con brotes nuevos, y las flores por brote. Los resultados se expresan como el
namero de flores por 100 nudos para compensar las diferencias en tamafo de

las ramas seleccionadas.

3.3. Andlisis de la expresion génica

3.3.1. Extraccion y purificacion de ARN

En primer lugar, el material vegetal (hojas y yemas), previamente
congelado a -80°C, se tritur6 en un mortero preenfriado con nitrégeno liquido

hasta conseguir un polvo muy fino.

A continuacién, se pesaron 0,5 g de cada muestra de hojas y yemas y se
transfirieron a un tubo de 30 ml. Se introduce 2 ml de buffer previamente
calentado a 50°C en TCES (Tris 0.2M pH 8 + NaCl 0.2 M + EDTA 50mM + SDS

2%), ademas de 2 ml de fenol acido y 40 pl de B-mercaptoetanol.

Posteriormente, se agitaron en vortex durante 1 minuto y se mantuvieron
los tubos en el bafio a 65°C durante 5 minutos. Después, los tubos se
centrifugaron durante 30 min a 4.000 rpm y a 4°C y se recogi6 el

sobrenadante.

Inmediatamente después, se afiadid el mismo volumen de sobrenadante
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Las muestras se agitaron en vortex y

centrifugaron (30 min; 4.000 r.p.m.; 4°C), y una vez separadas las fases, se
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recogio la superior donde se afiadio LiCl 6M (% volumen), dejandolo precipitar

toda la noche a -20°C.

Las muestras se centrifugaron durante 20 min a 11.000 r.p.m.,
conservando el sedimento. Posteriormente, se dejo secar y se resuspendid en

100 pl de agua libre de RNasas.

Por dltimo, para eliminar los restos de ADN gendmico, los extractos de
ARN fueron purificados mediante el kit RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, USA)
segun las instrucciones del fabricante. Los extractos de ARN purificados se

conservaron a -80°C hasta su posterior utilizacion.

La calidad y concentracion del ARN se evalué en NanoDrop ND-2000™
(Thermo Fisher, USA).

3.3.2. Retrotranscripcién

Para la sintesis de la primera cadena de cDNA se empled 1 ug de ARN,
utilizando el kit QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen, USA) en un
volumen de 20 pl segun instrucciones del fabricante. Previamente se empleo el
tampon gDNA Wipeout buffer, incluido en el kit para la eliminacién de los restos
de ADN gendmico. Se utilizé6 una mezcla de oligo-dT y de random primers,
también incluidos en el kit. ElI programa empleado fue de 15 minutos a 42°C

seguidos de 3 minutos a 95°C.
3.3.3. gPCR

Para la cuantificacion relativa mediante PCR se emple6 el kit
QuantiTect® SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen), segun las instrucciones
del fabricante. EI cDNA diluido se emplea como molde para la amplificaciéon en
un volumen final de reaccion de 25 pl con una concentracion de 0,3 uM de

cada oligonucledtido y 12,5 ul de la mezcla de los contenidos en el kit.

El programa utilizado fue de 15 min a 95°C para la activacion de la
Hotstar Taq polimerasa, seguidos de 40 ciclos de 15 s a 94°C para la
desnaturalizacion, 30 segundos a 60°C para el anillamiento de los cebadores y

30 segundos a 72°C para la extension.
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Los valores de intensidad de fluorescencia se tomaron durante la
extension a 72°C y se transformaron en valores relativos de ARNm usando una
serie de dilucion 10 veces de muestra de ARN como curva estandar. Los
niveles relativos de ARNm se normalizaron a las cantidades totales de ARNm
(Bustin, 2002). Y en cada caso, se asign6 de manera arbitraria un valor de
expresion de 1 a la muestra que presentaba menor expresion. Se utilizé la

actina como gen de referencia.

Se empled un equipo RotorGene® Q 2-Plex (Qiagen) y los resultados
fueron evaluados mediante el software RotorGene 2.0.2. Se realizan tres
réplicas técnicas de cada muestra biolégica para emplearlas en el analisis RT-
gPCR.

Todos los genes estudiados, excepto FLC-like y TEM1-like, ya se
encuentran caracterizados o relacionados en citricos, por lo que, para el
estudio de estos genes, se utilizaron los descritos en Arabidopsis. Para el resto,
se buscaron las secuencias homologas en la base de datos Phytozome v12.1,
seleccionando la especie Citrus clementina, y se disefiaron los
correspondientes primers. Para el disefio de los cebadores se utilizé la pagina

web http://frodo.wi.mit.edu/. Los detalles de los cebadores se dan en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Listado de los primers usados para RT-qPCR

TTAACCCCAAGGCCAACAGA

ACTIN Ciclev10025866m TCCCTCATAGATTGGTACAGTATGAGAC 141

TCTAGCAGGGACAGAGATCCT

CiFT2 Ciclev10012905m AGAACATCACCAACAACGCG 53
CAAAACCAGGTTCCCAACAC
CsAP1 Ciclev10032490m ACGAACATACGGGTTCAAGG Mufoz-Fambuena et al. (2011)

TCTTGATCCAGGTCCAGAACATC

CsLFY Ciclev10033942m TAGTCACCTTGGTTGGGCATT Pillitteri et al. (2004)
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TCAGCTTCTTCCCATTTTGG
CsSL1 Ciclev10022568m AAGGTGACTTGCCTGCTTGT Mufioz-Fambuena et al. (2012b)
CTGGAAGACAATGCCAGGTTA
CsSL2 Ciclev10006217m GTCTGAACTCTGGCCACTTTG 111
TCCGTCCACAGTTGTTTCAA
CsTFL Ciclev10013475m TCACTAGGGCCAGGAACATC Mufioz-Fambuena et al. (2011)
CCTTGAACGATATGAGAGGTATTGTTAT
CiFUL Ciclev10022479m TATTCCAATGTCCAGTTTCCATTTG Endo et al. (2006)
TGGAAGTCAATAAGCCAGCAAA
CiSEP1 Ciclev10012593m GCAAGGACTCAAATCTTGTTTTCA Nishikawa et al. (2009)
GCAGGCCCGAGTCTGAATAA
CiSEP3 Ciclev10032507m TGCCCGCCGCTCTCT Endo et al. (2006)
TGGAAGAAGTTTGGCAGGA
FD-like Ciclev10003845m TGTTTGGGATGGCAGTGTT Mufioz-Fambuena et al. (2012b)
GGCAACTTGAAGGTCCAAAC
FLC-like Ciclev10033420m GCCCAATGAGCATAGGAATG 124
GCAAATGTCTTGTGCTGGAA
TEM1-like Ciclev10031846m TGTGCTTCCTCAGCATATCG 104
GCGGCCGAAGCTTGATGAAGGATT
TFL2-like Ciclev10031549m TGCGAACCCTTTTCCGACGAATGG Mufioz-Fambuena et al. (2012b)
3.4. Anadlisis estadistico

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.). Los resultados de los ANOVAS y analisis de

separacion de

medias se

muestran
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de la floracion de plantas adultas y juveniles.

Con el fin de comprobar el fenotipo de las plantas utilizadas en los
experimentos, se evaluod la floracion durante la primavera. Los arboles adultos
sin frutos y, por ello, con capacidad para florecer (FL-ADULTO) mostraron una
intensidad de floracién muy elevada (145 flores 100 nudos?) compuesta por
brotes mixtos, inflorescencias sin hojas y flores solitarias. Por el contrario, los
arboles adultos con muchos frutos y, por ello, sin capacidad para florecer (NFL-
ADULTO) mostraron una intensidad de floracion muy baja (0,5 flores 100
nudos?), compuesta por alguna flor solitaria y algin brote campanero. Las

plantas juveniles no produjeron flores en ningun caso.

4.2. Estudio genético del comportamiento de plantas juveniles y
adultas.

4.2.1. Expresion relativa de los genes de tiempo de floracion.

La expresion del gen CiFT2 en las hojas fue significativamente mayor en
las hojas de los arboles adultos con capacidad para florecer (FL-ADULTO) que
en las hojas de los arboles que no tenian dicha capacidad, es decir, los adultos
con una alta carga de frutos (NFL-ADULTO) y las plantas juveniles de cinco
meses (NFL-JUVENIL) (Fig. 1A). Estos resultados coinciden con los resultados
obtenidos por Mufioz-Fambuena et al. (2011, 2012a) y por Nishikawa (2013),
que demuestran que los arboles con capacidad para florecer presentan una
transcripcion de CiFT2 superior a los que no presentan dicha capacidad, bien
sea debido a una alta carga de fruta, o bien a su estado juvenil. La
comparacion de la expresion de CiFT2 entre las plantas incapaces de florecer
adultas y juveniles muestra resultados novedosos. Mientras en los arboles
NFL-ADULTO la expresion de CiFT2 se encuentra totalmente impedida durante
el periodo inductivo, y solamente después de la cosecha (enero) se observa un
aumento de la transcripcion, los arboles juveniles muestran la capacidad para
transcribir este gen (x400) aunque no hasta el nivel de transcripcion de los

arboles que si florecen (Fig. 1A). Estos resultados sugieren que la capacidad
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para impedir la transcripcion de CiFT2 es mayor por efecto del fruto que por la

juvenilidad.

En los arboles FL-ADULTO, la expresion de CiFT2 aumento
coincidiendo con el descenso de la temperatura, coincidiendo con estudios
anteriores (Nishikawa et al., 2007, 2013; Mufoz-Fambuena et al., 2011,
2012a).

La expresion de los genes inhibidores de la floracion FLC-like (Fig. 1C) y
TEM1-like (Fig. 1E) mostro diferencias significativas entre los &rboles
incapaces de florecer (NFL-ADULTO y NFL-JUVENIL). La expresion de FLC-
like (Fig. 1C) en las plantas juveniles es muy pequefia, incluso menor que en
los arboles adultos que si florecen, y permanece practicamente invariable,
mientras que, como ya demostr6 Mufoz-Fambuena (2015), la alta carga de
frutos promueve la expresion de este gen en los arboles NFL-ADULTO. Su
transcripcion aumenta progresivamente hasta llegar a su maxima expresion en
marzo. En los arboles FL-ADULTO, la expresion de FLC-like también aumenta
a partir del periodo de induccion floral, pero sin llegar a los niveles de
transcripcion de los arboles NFL-ADULTO.

Por otro lado, TEM1-like (Fig. 1E) tuvo una expresion minima, como era
de esperar, durante todo el periodo de estudio en las hojas de los arboles FL-
ADULTO, pero no en las hojas de las plantas juveniles y de los arboles adultos
no florecientes. La expresion de TEMIl-like fue méaxima en el mes de
septiembre, y disminuyo a lo largo del tiempo. TEM1-like presenté una mayor
transcripcion en las plantas juveniles hasta que finaliza el periodo de induccién
floral (Fig. 1E). Estos resultados concuerdan con los obtenidos recientemente
por Sgamma et al. (2014) que proponen a TEM1-like como uno de los
reguladores principales de la juvenilidad, mientras que FLC-like inhibiria la
expresion foliar de CiFT2 en las hojas de arboles adultos con elevada cosecha
(Muioz-Fambuena, 2015).

En cuanto a los genes estudiados en las yemas, se observa que en las
plantas juveniles no existe apenas transcripcion de ninguno de los genes de

tiempo de floracion estudiados (FD-like, CsSL1 y CsSL2), mientras que si se
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detectd su expresion en los arboles adultos, independientemente de su
capacidad de floracion, teniendo estos una evolucién muy similar a lo largo del
tiempo (Fig. 1B,1D y 1F).

Los resultados de este estudio obtenidos para las plantas juveniles
coinciden con los observados en Arabidopsis, donde los genes de tiempo de
floracién en el meristemo tienen una transcripcion practicamente nula durante
la fase juvenil en comparacién con plantas adultas que florecen (Sgamma et
al., 2014; Valentim et al., 2015). Pero la comparacion con plantas adultas que
no florecen revela resultados novedosos que sugieren que los meristemos de
las plantas juveniles (cinco meses) son incompetentes para transcribir los

genes de tiempo de floracién (FD-like y CsSL1).
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Figura 1. Expresion relativa de los genes de tiempo de floracion en las hojas (A, Cy E)
y en las yemas (B, D, y F) de arboles adultos con y sin capacidad para florecer (FL-
ADULTO y NFL-ADULTO, respectivamente) y plantas juveniles (NFL-JUVENIL). Cada
valor es la media de 3 réplicas técnicas a partir de una muestra conjunta de 3 réplicas
biolégicas. El tamafio de los simbolos es mayor que el error estandar. La barra vertical
verde indica el valor de la minima diferencia significativa (LSD) entre arboles.
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4.2.2. Expresion relativa de los genes de identidad del meristemo

Los genes de identidad del meristemo floral determinan si los
meristemos desarrollaran flores en vez de hojas o ramas. Los genes que
desarrollan un papel principal promoviendo la determinacion de los meristemos
florales son CsAP1 y CsLFY, mientras que CiFUL juega un papel secundario, y
en ocasiones relacionado también con el tiempo de floracion de un modo
coordinado con SOC1 (Balanza et al.,, 2014). Por otro lado, TERMINAL
FLOWER 1 (CsTFL1) es el gen que determina la identidad vegetativa del
meristemo, e impide la expresion de los genes promotores de identidad del
meristemo floral, CsSAP1 y CsSLFY (Segui-Simarro, 2011).

La expresion de los principales genes promotores de identidad del
meristemo floral, CSAP1 y CsLFY es significativamente superior en los arboles
capacitados para florecer (FL-ADULT) en comparacién con los no capacitados
(NFL-ADULT y NFL-JUVENIL) (Fig. 2B-C). Estos resultados se asemejan a los
obtenidos por Nishikawa (2013) quienes comprobaron que existe una mayor
expresion de CsLFY y CsAP1, tanto en hoja como en rama, en plantas
juveniles de 4 meses de mandarina Satsuma en comparacién con arboles
adultos que si florecen. A diferencia de lo observado en los genes de tiempo de
floracion (FD-like, CsSL1 y CsSL2) (Fig. 1B, 1D y 1F), los meristemos de
plantas adultas incapaces de florecer y juveniles no difirieron significativamente

respecto de la expresién de CsLFY y CsAPL.

Por otro lado, la expresion de CiFUL (Fig. 2A) se comportd de forma
similar a la de CsSL1, esto es, sin diferencias entre los arboles adultos e
incapaz de trascribirse en la planta juvenil. Este resultado sugiere que CiFUL
podria estar mas relacionado con el tiempo de floracion como se ha indicado
en Arabidopsis (Balanza et al., 2014). Castillo et al. (2013) encontraron
resultados similares respecto de CiFUL al comparar plantas juveniles con
adultos capaces de florecer. Los resultados hallados apoyan la idea de que
CsAP1 y CsLFY juegan un papel principal en el proceso de determinacion del
meristemo floral, mientras que CiFUL juega un papel secundario (Segui-
Simarro, 2011).
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Por ultimo, los genes represores de la floracion, CsTFL (Fig. 2D) y
TFL2-like (Fig. 2E), tuvieron una expresion significativamente mas alta en los
meristemos de los arboles no florecientes, tanto juvenil (NFL-JUVENIL) como
adulto (NFL-ADULTO). Estos resultados concuerdan con estudios previos que
relacionan CsTFL con la juvenilidad en citricos, coincidiendo con una mayor
expresion de este gen en plantas juveniles (Pillitteri et al., 2004). No obstante, a
la vista de los resultados obtenidos no se puede correlacionar TFL Unicamente
con la juvenilidad, ya que la expresion de CsTFL y TFL2-like fue también
abundante en los adultos sin capacidad para florecer, como han observado
Haberman et al. (2016) recientemente en manzano. CsTFL presenté su
maxima expresion en las yemas de las plantas juveniles en septiembre, siendo
hasta un 60% superior que en los arboles adultos, y disminuyd hasta llegar a
los niveles de expresion de los arboles adultos no florecientes en marzo, siendo
la expresion de ambos ligeramente superior a la de los adultos florecientes
(Fig. 2D). A su vez, la expresion de TFL2-like siguidé la misma tendencia en
todos los arboles estudiados, hasta que a partir de noviembre su expresion se
incrementd en las yemas de los arboles no florecientes (NFL-ADULTO y NFL-
JUVENIL), obteniéndose finalmente una mayor transcripcion en las plantas

juveniles (Fig. 2E).
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Figura 2. Expresion relativa de los genes de identidad de floraciéon en las yemas de
arboles adultos con y sin capacidad para florecer (FL-ADULTO y NFL-ADULTO,
respectivamente) y plantas juveniles (NFL-JUVENIL). Cada valor es la media de 3
réplicas técnicas a partir de una muestra conjunta de 3 réplicas bioldgicas. El tamafio
de los simbolos es mayor que el error estandar. La barra vertical verde indica el valor

de la minima diferencia significativa (LSD) entre arboles.
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4.2.3. Expresion relativa de los genes de identidad del 6rgano floral

La transcripcion de CiSEP1 y CiSEP3 (Fig. 3A-B) se ha visto
severamente afectada por la edad de la planta, siendo nula para ambos genes
en las plantas juveniles (NFL-JUVENIL). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Castillo et al. (2013) que encontraron una menor expresion de
CiSEP1 en el meristemo de plantas juveniles de distintas especies de citricos
(naranjo dulce, mandarino, pomelo y limon rugoso) en comparacion con plantas
adultas capaces de florecer. A partir del mes de noviembre la expresion
aumenté considerablemente llegando a alcanzar unos valores maximos de 28 y
130 unidades relativas de expresion para CiSEP1 y CiSEP3 respectivamente
en los adultos florecientes (FL-ADULTO). Pese a que en las yemas de los
adultos sin capacidad para florecer la expresion de CiSEP1 también aumenta
en el momento de la diferenciacién, su expresion fue significativamente inferior
a la de los adultos capacitados para florecer (Fig. 3A). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Nishikawa et al (2007) en el mandarino
Satsuma, pero aportan la diferente capacidad de transcripcion entre plantas

juveniles y adultas que no florecen.
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Figura 3. Expresién relativa de los genes de organogénesis floral en las yemas de

arboles adultos con y sin capacidad para florecer (FL-ADULTO y NFL-ADULTO,
respectivamente) y plantas juveniles (NFL-JUVENIL). Cada valor es la media de 3
réplicas técnicas a partir de una muestra conjunta de 3 réplicas bioldgicas. El tamafio
de los simbolos es mayor que el error estandar. La barra vertical verde indica el valor

de la minima diferencia significativa (LSD) entre arboles.
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4.3. Estudio de la adquisicion de la madurez de las plantas

juveniles.

Con la finalidad de conocer como adquiere un meristemo juvenil el
estado de madurez y, con ello, la capacidad para florecer durante la transicién
de juvenil a adulto, se han estudiado la expresién de genes que no mostraron
capacidad de transcripcion en la planta juvenil en comparacién con la planta
adulta, esto es, FD-like y CsSL1, CiFUL y CiSEP1. Ademas, dada su
importancia en el proceso de diferenciacion floral, se estudio la expresion de
CsLFY y CsTFL. Todo ello se realiz6 en arboles adultos con capacidad para
florecer y en plantas juveniles de 1 mes de edad y 1, 2, 3 y 6 afios de Citrange
Carrizo. Debido a que no se incluyeron plantas entre 7 y 15 afios la expresion

génica ha sido simulada usando un ajuste de regresion.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos observar que existen
dos tipos de evolucion en la transcripcion de los distintos genes estudiados. La
transcripcion de los genes FD-like, CsLFY y CIiSEP1 (Fig. 4A, 4C y 4F)
presenta una funciébn de crecimiento exponencial, en la que no existen
diferencias significativas en la expresion de los meristemos de las plantas
juveniles (NFL-JUVENIL) hasta los 72 meses de edad, mientras que el arbol
adulto manifiesta una transcripcion superior, siendo en el caso de CiSEP1 de
hasta 24 veces mayor. La tendencia exponencial obtenida para la expresion de
los genes FD-like y CsLFY en las plantas de citrico objeto de estudio presenta
una gran similitud a la descrita por Valentim et al. (2015) para plantas de tipo

silvestre de Arabidopsis.

Por otro lado, los genes CsSL1 y CiFUL (Fig. 4B-D) presentan una
funcidn de crecimiento potencial, es decir, las plantas juveniles son capaces de
transcribir practicamente hasta niveles de expresion similares al adulto capaz
de florecer, pero no florecen debido a la falta de expresién de otros genes
clave. Los genes con crecimiento exponencial, sobre todo FD-like y CsLFY, se
pueden considerar genes determinantes. Hasta que estos genes no se
expresen el meristemo es incapaz de responder a estimulos inductivos y, por

tanto, no hay floracion. Es por eso que, aunque las plantas juveniles sean
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capaces de transcribir CsSL1 y CiFUL, su meristemo aun no esta capacitado

para responder a las sefiales y por tanto no florecen.

En citricos, la sobreexpresion de los genes de Arabidopsis LFY y AP1 en
plantas juveniles transgénicas de Citrange Carrizo fue suficiente para reducir
tanto rasgos juveniles como el tiempo de floracién de varios afios a 12-20
meses (Pefia et al.,, 2001). Pero las plantas transgénicas de Carrizo
necesitaron que apareciera el estimulo exdgeno inductivo (bajas temperaturas)
para poder florecer. Sin embargo, Endo et al. (2005) lograron una floracion
extratemprana (16 semanas) y continuada, independientemente de las
condiciones inductivas exdgenas, al sobreexpresar CiFT en plantulas de
citrange, lo que pone de manifiesto la importancia del programa genético que
regula el tiempo de floracion en las plantas juveniles, como demuestran los

resultados de esta investigacion.

Por ultimo, el gen represor de la floracion CsTFL1 (Fig. 4E) presenta su
maxima expresion en las plantulas de un mes de edad. Como se puede
observar en la figura 4, la elevada transcripcion de CsTFL1 en las plantulas de
1 mes reprime a los promotores de la floracion estudiados en este experimento.
Estos resultados apoyan el trabajo realizado por Flachowsky et al. (2012)
quienes demostraron que los genes TFL1 desempeiian un papel muy
importante en el mantenimiento del crecimiento vegetativo en manzano. A
medida que aumenta la edad de la planta, la expresion de este gen disminuye
hasta niveles similares al arbol adulto, sin embargo, aunque no existen
diferencias significativas entre las juveniles lignificadas y el adulto, al no
expresarse los genes fundamentales para la floracion (FD-like y CsLFY) en
plantas juveniles lignificadas, estas no tienen la capacidad para florecer, a

diferencia del adulto que si que tiene dicha capacidad.

Por otra parte, teniendo en cuenta Unicamente la poblacion de plantas
juveniles, la expresion de FD-like y CsLFY no muestra relacion con la edad de
la planta al menos hasta los 6 afios de edad, sin embargo, la expresion de
CsSL1, CiFUL, CsSEP1 y CsTFL1 tiene una gran correlacion con la edad de la
planta, mostrando un coeficiente de determinacién r?= 0,80, r’=0,66, r’=0,98 y

r’=0,91 respectivamente para cada gen (Fig. 4). Estos resultados sugieren que
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la maduracion del meristemo se logra de manera progresiva, pero existen

genes que tienen un papel
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capacidad para florecer (juveniles en rojo, adultas en azul).
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden obtener de este trabajo son las

siguientes:

1. La transcripcion de los genes de tiempo de floracion y
organogénesis floral esta obstaculizada en el meristemo juvenil debido a su
inmadurez, mientras que el meristemo vegetativo adulto es capaz de hacerlo
aungue no alcanza el nivel necesario para poder florecer, debido a la represién
de la expresion de CiFT2 en la hoja.

2. El meristemo de las plantas juveniles es capaz de comenzar a
transcribir paulatinamente algunos genes de floracion como CsSL1, CiFUL y
CiSEP1, sin embargo, es incapaz de transcribir FD-like y CsLFY, genes
fundamentales para que se lleve a cabo la floracion, por lo que no puede

florecer hasta adquirir la madurez.
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7.

7.1

ANEJO I. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

expresion de CiFT2.

Andlisis de Varianza para CiFT2 - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

ADIA 1,47098E7 2 | 7,35492E6 6,58 0,0058
B:ARBOL 2,25604E7 2 |1,12802E7 10,09 0,0008
RESIDUOS 2,45943E7 22 |1,11792E6

TOTAL (CORREGIDO) 6,18646E7 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para CiFT2 por DIA

Método: 95,0 porcentaje LSD

Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para CiFT2 por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

7.2

expresion de FLC-like.

Anélisis de Varianza para FLC-like - Suma de Cuadrados Tipo Il

DIA |Casos |MedialS |SigmalLS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
S 9 50,8547 352,44 X NFL 9 90,9524 352,44 X

N 9 601,419 352,44 X J 9 266,862 352,44 X

F 9 1817,54 352,44 X FL 9 2112,0 352,44 X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia |+/- Limites

F-N * 1216,13 1033,67 FL-J * 1845,14 1033,67

F-S * 1766,69 1033,67 FL - NFL * 2021,05 1033,67

N-S 550,564 1033,67 J-NFL 175,909 1033,67

* indica una diferencia significativa.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F | Valor-P
EFECTOSPRINCIPALES

A:ARBOL 704,308 2 |352,154 32,28 0,0000
B:DIA 686,472 2 343,236 31,46 0,0000
RESIDUOS 240,027 22 /10,9103

TOTAL (CORREGIDO) 1630,81 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para FLC-like por DIA

Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para FLC-like por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD M étodo: 95,0 porcentaje LSD

DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
S 9 4,56075 1,10103 X J 9 3,76 1,10103 X

N 9 8,18276 1,10103 X FL 9 9,33469 1,10103 X

F 9 16,5978 1,10103 X NFL 9 16,2467 1,10103 X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites

F-N * 8,41508 3,22921 FL-J * 5,57468 3,22921

F-S * 12,0371 3,22921 FL - NFL * -6,91198 3,22921

N-S * 3,62201 3,22921 J- NFL * -12,4867 3,22921

* indica una diferencia significativa.

* indica una diferencia significativa.
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7.3. Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de FD-like.

Andlisis de Varianza para FD-like - Suma de Cuadrados Tipo IlI

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIA 133,214 2 66,6069 20,02 0,0000
B:ARBOL 78,6025 2 39,3013 11,81 0,0003
RESIDUOS 73,1829 22 |3,32649

TOTAL (CORREGIDO) 284,999 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para FD-like por DIA Pruebas de Mdltiple Rangos para FD-like por ARBOL
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD M étodo: 95,0 porcentaje LSD
DIA_ |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogeneos ARBOL |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos
N 9 0,897826 0,607956 | X J 9 1,14638 0,607956 | X
F 9 3,35 0,607956 X NFL 9 4,36957 0,607956 X
S 9 6,33015 0,607956 X FL 9 5,06204 0,607956 X
Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste |Sig. |Diferencia | +/- Limites
F-N * 2,45217 1,78308 FL-J *  13,91566 1,78308
F-S * -2,98015 1,78308 FL - NFL 0,692471 1,78308
N-S * -5,43233 1,78308 J-NFL * -3,22319 1,78308
* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.

7.4. Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de CsSL1.

Andlisis de Varianza para CsSL1 - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
ADIA 599,229 2 299,615 25,29 0,0000
B:ARBOL 652,163 2 326,081 27,53 0,0000
RESIDUOS 260,596 22 |11,8453
TOTAL (CORREGIDO) 1511,99 26
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Multiple Rangos para CsSL1 por DIA Pruebas de Multiple Rangos para CsSL1 por ARBOL
M étodo: 95,0 porcentaje LSD Método: 95,0 porcentaje LSD
DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MediaLS |SigmaLS |Grupos Homogéneos
S 9 1,0 1,14723 X J 9 0,333333 |1,14723 X
N 9 8,5 1,14723 X NFL 9 10,6083 1,14723 X
F 9 12,345 1,14723 X FL 9 10,9033 1,14723 X
Contraste | Sig. |Diferencia |+/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia |+/- Limites
F-N * 3,845 3,36472 FL-J * 10,57 3,36472
F-S * 11,345 3,36472 FL - NFL 0,295 3,36472
N-S * 75 3,36472 J- NFL * -10,275 3,36472

* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.
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7.5.

expresion de CsSL2.

Andlisis de Varianza para CsSL2 - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F | Valor-P
EFECTOSPRINCIPALES

ADIA 15,9239 2 |7,96194 14,62 0,0001
B:ARBOL 27,9203 2 |13,9601 25,64 0,0000
RESIDUOS 11,9797 22 |0,544534

TOTAL (CORREGIDO) 55,8239 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para CsSL2 por DIA

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para CsSL2 por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

7.6.

expresion de CsLFY.

Andlisis de Varianza para CsLFY - Suma de Cuadrados Tipo Il

DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
S 9 0,666667 |0,245975 | X J 9 0 0,245975 | X

F 9 1,0173 0,245975 | X FL 9 1,69977 0,245975 X

N 9 2,44254 0,245975 X NFL 9 2,42674 0,245975 X

Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. | Diferencia +/- Limites

F-N * -1,42523 0,721422 FL-J * 1,69977 0,721422

F-S 0,350637 0,721422 FL-NFL | ~* -0,726964 0,721422

N-S * 1,77587 0,721422 J - NFL * -2,42674 0,721422

* indica una diferencia significativa.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIA 237,571 2 118,785 77,51 0,0000
B:ARBOL 11,8163 2 5,90814 3,86 0,0367
RESIDUOS 33,7134 22 |1,53243

TOTAL (CORREGIDO) 283,101 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Mdltiple Rangos para CsLFY por DIA

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

Pruebas de Mdltiple Rangos para CsLFY por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
N 9 1,80303 0,412637 |X J 9 3,65152 0,412637 |X

S 9 2,45455 0,412637 |X NFL 9 3,85606 0,412637 |X

F 9 8,39591 0,412637 X FL 9 5,14591 0,412637 X

Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites

F-N * 6,59288 1,21023 FL-J * 1,49439 1,21023

F-S * 5,94136 1,21023 FL-NFL | * 1,28985 1,21023

N-S -0,651515 |1,21023 J-NFL -0,204545 |1,21023

* indica una diferencia significativa.
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7.7.

expresion de Ci

FUL.

Andlisis de Varianza para CiFUL - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Andlisis de la Varianza y separaciéon

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIA 63,1992 2 31,5996 17,23 0,0000
B:ARBOL 158,726 2 |79,3629 43,26 0,0000
RESIDUOS 40,3594 22 |1,83452

TOTAL (CORREGIDO) 262,284 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Mltiple Rangos para CiFUL por DIA

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

7.8.

expresion de CsTFL.

DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos
S 9 2,89744 0451481 | X

N 9 3,02564 0451481 |X

F 9 6,20513 0,451481 X

Contraste | Sig. |Diferencia |+/- Limites

F-N * 3,17949 1,32415

F-S * 3,30769 1,32415

N-S 0,128205 | 1,32415

Anélisis de Varianza para CsTFL - Suma de Cuadrados Tipo Ill

de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para CiFUL por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
J 9 0,615385 |0,451481 |X

NFL 9 5,66667 0,451481 X

FL 9 5,84615 0,451481 X

Contraste |Sig. |Diferencia | +/- Limites

FL-J * 5,23077 1,32415

FL - NFL 0,179487 1,32415

J- NFL * -5,05128 1,32415

* indica una diferencia significativa.

Andlisis de la Varianza y separacion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIA 1,2479 2 ]0,62395 20,36 0,0000
B:ARBOL 1,06863 2 |0,534317 17,43 0,0000
RESIDUOS 0,674242 22 |0,0306474

TOTAL (CORREGIDO) 2,99078 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para CsTFL por DIA

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

DIA |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
F 9 1,09773 0,0583546 | X

N 9 1,3055 0,0583546 X

S 9 1,62067 0,0583546 X

Contraste | Sig. | Diferencia +/- Limites

F-N * -0,207771 0,171149

F-S * -0,52294 0,171149

N-S * -0,315169 0,171149

de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para CsTFL por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

ARBOL Casos |MedialLS |SigmalS Grupos Homogéneos
FL 9 1,13678 0,0583546 | X

NFL 9 1,27624 0,0583546 | X

J 9 1,61088 0,0583546 X

Contraste | Sig. | Diferencia +/- Limites

FL-J * -0,474105 0,171149

FL - NFL -0,13946 0,171149

J- NFL * 0,334645 0,171149

* indica una diferencia significativa.
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7.9.

expresion de TFL2-like.

Andlisis de Varianza para TFL2-like - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Andlisis de la Varianza y separaciéon

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOSPRINCIPALES

A:DIA 6,1499 2 |3,07495 211,23 0,0000
B:ARBOL 0,262709 2 0,131354 9,02 0,0014
RESIDUOS 0,320266 22 |0,0145575

TOTAL (CORREGIDO) 6,73288 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para TFL2-like por DIA

de medias para la

Pruebas de Multiple Rangos para TFL2-like por ARBOL

Método: 95,0 porcentaje LSD M étodo: 95,0 porcentaje LSD

DIA |Casos |MedialS |SigmalS Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalS Grupos Homogéneos
N 9 1,05633 0,0402182 | X FL 9 1,38966 0,0402182 X

F 9 1,27533 0,0402182 X NFL 9 1,47434 0,0402182 X

9 2,16032 0,0402182 X J 9 1,62798 0,0402182 X

Contraste | Sig. | Diferencia +/- Limites Contraste |Sig. | Diferencia +/- Limites

F-N * 0,219003 0,117956 FL-J * -0,238316 0,117956

F-S * -0,884989 0,117956 FL - NFL -0,0846797 0,117956

N-S * -1,10399 0,117956 J- NFL * 0,153637 0,117956

* indica una diferencia significativa.

* indica una diferencia significativa.

7.10. Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de CsAP1.

Andlisis de Varianza para CsAP1 - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:DIA 136,241 2 68,1206 5,63 0,0106
B:ARBOL 432,166 2 216,083 17,86 0,0000
RESIDUOS 266,176 22 12,0989

TOTAL (CORREGIDO) 834,583 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para CsAP1 por DIA

Pruebas de Multiple Rangos para CsAP1 por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD M étodo: 95,0 porcentaje LSD

DIA |Casos |MedialLS |[SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MediaLS |SigmalS |Grupos Homogéneos
N 9 6,93677 1,15945 X J 9 5,14141 1,15945 X

S 9 7,81818 1,15945 X NFL 9 7,2201 1,15945 X

F 9 12,0811 1,15945 X FL 9 14,4745 1,15945 X

Contraste |Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia |+/- Limites

F-N * 5,14434 3,40055 FL-J * 9,33313 3,40055

F-S * 4,26293 3,40055 FL-NFL | * 7,25444 3,40055

N-S -0,881414 | 3,40055 J-NFL -2,07869 3,40055

* indica una diferencia significativa.

* indica una diferencia significativa.
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7.11. Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de CiSEPL1.

Andlisis de Varianza para CiSEP1 - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOSPRINCIPALES

A:DIA 1102,07 2 |551,036 18,63 0,0000
B:ARBOL 1065,29 2 |532,646 18,01 0,0000
RESIDUOS 650,763 22 |29,5801

TOTAL (CORREGIDO) 2818,13 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para CiSEP1 por DIA

Pruebas de Multiple Rangos para CiSEP1 por ARBOL

Método: 95,0 porcentaje LSD Método: 95,0 porcentaje LSD
DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
N 9 1,875 1,81292 X J 9 2,16667 1,81292 X
S 9 14,0833 1,81292 X NFL 9 13,3333 1,81292 X
F 9 16,4583 1,81292 X FL 9 16,9167 1,81292 X
Contraste |Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites
F-N * 14,5833 5,31713 FL-J * 14,75 5,31713
F-S 2,375 5,31713 FL - NFL 3,58333 5,31713
N-S * -12,2083 5,31713 J - NFL * -11,1667 5,31713

* indica una diferencia significativa.

* indica una diferencia significativa.

7.12. Anédlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de Ci

SEPS.

Andlisis de Varianza para CiSEP3 - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

ADIA 112104 2 5605,2 6,88 0,0048
B:ARBOL 16790,6 2 8395,3 10,31 0,0007
RESIDUOS 17915,4 22 |814,339

TOTAL (CORREGIDO) 45916,4 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Maltiple Rangos para CiSEP3 por DIA

Método: 95,0 porcentaje LSD
DIA |Casos |MedialS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
N 9 6,14815 9,51221 X
S 9 45,6296 9,51221 X
F 9 52,3333 9,51221 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
F-N * 46,1852 27,8984
F-S 6,7037 27,8984
N-S * -39,4815 27,8984

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para CiSEP3 por ARBOL

M étodo: 95,0 porcentaje LSD

ARBOL Casos |MedialLS |SigmalS |Grupos Homogéneos
J 9 6,09877 9,51221 X

NFL 9 31,142 9,51221 X

FL 9 66,8704 9,51221 X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

FL-J * 60,7716 27,8984

FL - NFL * 35,7284 27,8984

J-NFL -25,0432 27,8984

* indica una diferencia significativa.
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7.13. Andlisis de la Varianza y separacion de medias para la

expresion de TEM1-like.

Andlisis de Varianza para TEM1-like - Suma de Cuadrados Tipo Ill

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:DIA 179,361 2 89,6803 11,69 0,0003
B:ARBOL 124,299 2 62,1497 8,10 0,0023
RESIDUOS 168,731 22 |7,66957
TOTAL (CORREGIDO) 472,39 26
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Multiple Rangos para TEM1-like por DIA Pruebas de Multiple Rangos para TEM1-like por ARBOL
M étodo: 95,0 porcentaje LSD M étodo: 95,0 porcentaje LSD
DIA |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos ARBOL Casos |MedialLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
F 9 3,14286 0,923133 | X FL 9 2,80952 0,923133 | X
N 9 4,95238 0,923133 | X NFL 9 6,80952 0,923133 X
S 9 9,28571 0,923133 X J 9 7,7619 0,923133 X
Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites Contraste | Sig. |Diferencia | +/- Limites
F-N -1,80952 2,70746 FL-J * -4,95238 2,70746
F-S * -6,14286 2,70746 FL - NFL * -4,0 2,70746
N-S * -4,33333 2,70746 J-NFL 0,952381 2,70746

* indica una diferencia significativa. * indica una diferencia significativa.
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