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Titulo: Capacidad fotosintética del ovario de la flor y su relacién con el cuajado del

fruto en los citricos.
RESUMEN:

La floracién determina el éxito productivo de cualquier cultivo comercial. Por lo tanto,
el conocimiento de los factores enddgenos y exdgenos que determinen su desarrollo y

su influencia sobre el cuajado del fruto son de marcada importancia.

Los factores enddgenos que condicionan el paso de flor a fruto son de tipo nutricional
y hormonal. Los factores nutricionales determinan el abastecimiento de los
fotoasimilados necesarios para el desarrollo del fruto, y los factores hormonales
influyen en el desarrollo por medio de la activaciéon de la divisién celular y en la
capacidad sumidero o de atraccién de nutrientes por parte del fruto en crecimiento. En
estudios recientes, se ha confirmado que la acumulacidn de almidén en el ovario de la
flor durante el periodo de pre antesis permite la independencia nutricional de la flor
respecto de las hojas durante el cuajado inicial. Su hidrdlisis aseguraria un nivel
minimo de glucosa para promover la tasa de crecimiento del ovario necesaria para el
cuajado del fruto, hasta el momento en que las hojas jovenes adquieran capacidad

exportadora de fotoasimilados.

La sintesis de almiddn en érganos fuente (hojas) difiere de la sintesis de almidén en
organos sumidero (semillas o frutos). Se desconoce cémo se origina el almidén del
ovario de la flor de los citricos, por lo que en esta Tesina de Master se plantea la

siguiente hipdtesis de trabajo:

El almidén acumulado en el ovario durante el periodo de preantesis proviene de la
sacarosa generada por su propia capacidad fotosintética y de la movilizacion de
reservas desde fuentes vecinas. Para confirmar la hipdtesis, se ha estudiado el efecto
de la defoliacién de ramas del mandarino Clementino cv. Marisol en el cuajado y
desarrollo del ovario, su capacidad fotosintética y el reparto de carbohidratos en la

planta.
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ABSTRACT:

Flowering determines the productive success of any commercial crop. Therefore,
factors that determine flowering and its influence on the fruit set are of marked
importance. The flower to fruit transition is regulated by nutritional and hormonal
factors. Nutritional factors determine the supply of photo-assimilates necessary for
fruit development, and hormonal factors influence development through the
activation of cell division and the sink strength. In recent studies, it was confirmed that
the accumulation of starch in the ovary of the flower during the period of pre-anthesis
allows the nutritional independence of the flower with respect to the leaves during the
initial fruit set. Its hydrolysis would ensure a minimum level of glucose to promote the
growth rate of the ovary necessary for setting a fruit, until the young leaves acquire

photo-assimilate export capacity.

The synthesis of starch in source organs (leaves) differs from the synthesis of starch in
sink organs (seeds or fruits). It is not known how citrus starch is synthesized in the

ovary, and so, the following working hypothesis is proposed:

Starch accumulated in the ovary during the period of preanthesis comes from the
sucrose generated by its own photosynthetic capacity and the mobilization of reserves
from neighboring sources. To confirm the hypothesis, we have studied the effect of
branch defoliation in fruit set of the Clementine mandarin cv. Marisol, the ovary

photosynthetic capacity and the distribution of carbohydrates in the plant.
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I INTRODUCCION

El proceso que marca la transiciéon del ovario de la flor a fruto en desarrollo se
denomina cuajado. Este tiene lugar durante los 7-15 dias después de la antesis,
dependiendo de las variedades y condiciones ambientales. Tras el cuajado, se inicia la
fase | de crecimiento del fruto, durante la cual se produce la caida fisiolégica de los
frutos, que determina la cosecha final (Agusti, 2003). Desde el punto de vista
agronomico, el cuajado también se conoce como cuajado inicial, mientras que el
numero final de frutos en el arbol que queda tras la caida fisioldgica se conoce como
cuajado final. El cuajado estd regulado por factores enddgenos, nutricionales,

hormonales, y climaticos.

El desarrollo del fruto durante la fase | se caracteriza por una activa divisién celular en
sus tejidos que exige una gran demanda de fotoasimilados desde las hojas. Los
carbohidratos, bdsicamente glucosa y fructosa, son consumidos para sustentar los
procesos de duplicacién del material genético y la citocinesis, de modo que su
disponibilidad es un factor esencial para sustentar el desarrollo. Asi, la defoliacién de
arboles de mandarino Satsuma durante la fase | de desarrollo del fruto provoca la
abscision de los frutos durante la caida fisiolégica en intensidad equivalente a la
intensidad de la defoliacion (Mehouachi et al., 1995). Sin embargo, se ha observado
gue cuando la defoliacidn se realiza durante el periodo de preantesis, el porcentaje de
cuajado a las 2 semanas de la antesis no se reduce significativamente. Sin embargo, la
ausencia de hojas al inicio de la caida fisiolégica (35-40 dias después de la antesis) de
frutos provoca el 100% de abscision (Mehouachi et al.,, 1995; Molina, 2016). Lo
anterior sugiere que otras fuentes de nutrientes, aparte de las hojas, estdn siendo
determinantes para sustentar el crecimiento del ovario de la flor y su transicidon a fruto
en desarrollo, es decir, desde la preantesis hasta el cuajado. La correlacién entre el
almidén del ovario y el cuajado ha sido demostrada en frutales de hoja caduca
(Prunus), que lo acumulan durante el periodo de latencia y maduracién de la yema
diferenciada (Rodrigo et al., 2000) La ausencia de hojas durante la floracidon de estas

especies pone de manifiesto la importancia de las reservas de la flor. Pero en especies



perennifolias, como el aguacate y los citricos, también se ha sugerido la importancia
del almidén del ovario de la flor en el cuajado (Alcaraz et al., 2013; Mesejo et al., 2013;
Molina, 2016), si bien su origen es incierto porque la flor se desarrolla durante la

brotacion.

1. CONTROL DEL CUAJADO. FACTORES NUTRICIONALES

1.1 CARBOHIDRATOS DE RESERVAS: ALMIDON

El almiddn es un polimero de residuos de glucosa, y el carbohidrato de reserva mas
abundante en las plantas (Barceld et al., 2001). Su importancia radica en que es una
fuente de abastecimiento de nutrientes para aquellos momentos o fases del cultivo en

las que el consumo supera la capacidad de produccion de fotoasimilados.

En plantas perennifolias las reservas se concentran mayoritariamente en la corteza del
tallo, la raiz, parénquima medular y hojas adultas, (Guardiola et al., 1990), ademds en

algunos drganos reproductivos (Tofino, et al., 2006).

El almidén estd formado por dos tipos de polimeros de glucosa: amilosa (glucosas
unidas por los carbonos 1 y 4) y amilopectina (glucosas unidas por los carbonos 1y 6).
La ADP- glucosa pirofosforilasa es la enzima mds importante en la regulacién de la
sintesis de almiddén estimulada por 3- fosfoglicerato (3-PGA) e inhibida por el fosfato
inorgdnico. Al incrementar la asimilacion fotosintética, la concentracion de 3—PGA
aumenta a expensas del fosfato, de modo que la actividad de la enzima se incrementa.

(Medrano et al., 2008).

El almiddn es sintetizado en érganos fuente a partir de las triosas fosfato generadas en
el ciclo de Calvin en los cloroplastos, mas concretamente, a partir de fructosa 6-P
previo paso a ADP-glucosa, catalizada por almidén sintasa (Barcelo, 2001). En el
cloroplasto, el almidén se acumula durante el dia para ser movilizado y exportado
durante la noche (Medrano et al., 2008). También se acumula, de modo mas

permanente y abundante, en los tejidos parenquimaticos (Guardiola et al.,1990).



También es posible la sintesis de almiddn en drganos sumidero, a partir de azucares de
transporte que llegan por via floematica (Baroja Fernandez et al., 2003). En estructuras
no fotosintéticas, el almidén también es sintetizado por accidon de la enzima almidon
sintasa. Normalmente, a estas estructuras llega la sacarosa que es hidrolizada por una
invertasa en el apoplasto, aunque en algunos casos la sacarosa es degradada en el
simplasto por accién de la sacarosa sintasa, con lo que ya se tiene glucosa activada
como UDP-glucosa transformandose posteriormente a ADP-glucosa sin gasto
energético (Okita, 1992; Barceld, 2001). Otros estudios han sefialado que una
importante reserva de sacarosa incorporada en la célula es absorbida por endocitosis
antes de su posterior conversién en almidon en células heterétrofas (Baroja —
Ferndndez et al., 2006), y, también, la existencia de un mecanismo gluconeogénico a
partir del cual la sacarosa sintasa cataliza directamente la produccién de ADP-glucosa

para la biosintesis de almiddn (Figura 1) (Baroja- Fernandez et al., 2003).

Figura 1: Modelo esquemadtico
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La expresion de los genes relacionados con la sintesis de almiddn en las hojas adultas
estd influida por la presencia de frutos (Nebauer et al., 2014), porque su contenido
varia en funcién de la cuantia de la cosecha. Asi, en el naranjo dulce (Citrus sinensis L.)
se ha observado que la concentracion de carbohidratos en las hojas durante la
floracién en darboles con muchos frutos (on) disminuye en comparacién con las

reservas almacenadas durante el afio de escasa cosecha (off) (Borddn et al., 2015).



1.2. CARBOHIDRATOS DE TRANSPORTE: SACAROSA

La sacarosa es un disacarido que resulta de la unién entre la fructosa y la glucosa por
sus carbonos 2 y 1, respectivamente (Barcel6 et al., 2001), siendo la forma principal de
carbohidrato de transporte en el floema (Taiz et al., 2006). Se sintetiza a partir de las
triosas fosfato generadas en el ciclo de Calvin (Taiz et al.,2006), o por la degradacién
de almiddn de asimilacién (Guardiola et al.,1990), y su sintesis tiene lugar en el citosol
y en multitud de drganos y tejidos, tanto fotosintéticos como no fotosintéticos
(Guardiola et al.,1990). En su sintesis intervienen dos enzimas, sacarosa — fosfato
sintasa (SPS) y sacarosa — fosfato fosfatasa (SPP) (Ruan, 2014), cuyo sustrato
preferente es UDP Glucosa (Barceld et al., 2001). En las estructuras fotosintéticas el
control de la sintesis de sacarosa se establece mediante la activacién o inhibicién del
proceso en funcién de la concentracion de UDP-glucosa, cuya mayor concentracion
estimula a la SPS, siendo el fosfato un inhibidor potente de esta enzima. Asi, al
iluminar las hojas, aumenta el nivel de triosas fosfato y disminuye el fosfato libre
inhibiéndose la glucolisis y activandose la sintesis de sacarosa en el citoplasma (Barceld

et al., 2001).

Aunque la sintesis de sacarosa se produce principalmente en hojas maduras, puede ser
resintetizada en tejidos sumideros, donde la descarga de floema se produce
apoplasticamente, seguida por la hidrélisis en glucosa y fructosa en el espacio
extracelular. Los azucares solubles en hojas se mantienen un nivel practicamente
constante durante todo el afio (Borddn et al., 2015), su acumulacién en los tejidos esta

asociada a procesos de sintesis muy intenso (Guardiola et al., 1990).



2. FOTOSINTESIS

2.1 LA FUACION DEL CO; Y LA ENZIMA RuUBISCO

La fotosintesis es un proceso bioldgico de algunos organismos que utilizan la energia
solar para la sintesis de compuestos orgdnicos (Taiz et al, 2006). Este proceso se puede
separar en dos etapas: la conversidon de la energia luminosa en formas quimicas de
energia (ATP, NADPH) denominada fase luminosa, y la conversion del CO, en
carbohidratos (fijacion y reduccion del CO;), proceso en el que el ATP y NADPH son
utilizados como fuente de energia y poder reductor, respectivamente. En plantas
superiores, ambas fases tienen lugar en las membranas tilacoidales de los cloroplastos
de las hojas (De las Rivas, 2008). La asimilacion fotosintética del CO, es el primer paso
en la produccidon de nueva biomasa en el que se distinguen tres fases: fijacion del CO,,
gue tiene lugar por carboxilacion de la enzima Rubisco (Ribulosa 1,5 bifosfosfato
carboxilasa/oxigenasa), la reduccién del carbono fijado a carbohidratos, que requiere
el ATP y NADPH de la fase luminosa, y la regeneracion del carbohidrato Ribulosa 1,5

bifosfato (RuBP) (Medrano et al., 2008).

La fijacion de CO, (carboxilacién) se desarrolla en 5 pasos, todos ellos catabolizados
por la enzima Rubisco, que constituye alrededor del 50% de la proteina soluble de las
hojas. La estructura de Rubisco en las plantas superiores consistes en ocho
subunidades grandes (L) y ocho subunidades pequeiias (S). La subunidad L estd
codificada por un solo gen (rbcl) en el genoma cloropldstico, mientras que la
subunidad S estd codificada por una familia de genes (RbcS) del genoma nuclear
(Medrano et al., 2008). La proteina RbcS es posteriormente transportada al cloroplasto
para que se produzca la fijacién del CO, (Berry et al., 2013). Shalom et al (2014) y Liao
et al (2016) determinaron la expresién de estos genes en los citricos. La enzima
Rubisco activasa (RCA) regula la actividad de la Rubisco, y por ello es también clave en
el proceso de fijacién del CO, (Liao et al., 2015). Mientras no existan limitaciones en la
disponibilidad de luz, la velocidad de fijacidon del CO, durante la fotosintesis suele estar
determinada por los siguientes factores: disponibilidad de CO,, aporte de enzima

Rubisco y su estado de activacion (Medrano et al., 2008).



2.2 FOTOSINTESIS EN HOJAS JOVENES Y MADURAS

La edad de la hoja y su estado de desarrollo son importantes para determinar algunos
procesos fisiolégicos en las plantas. En citricos, su duracién en el arbol es de 13-14
meses, y durante los dos primeros meses utilizan las reservas para desarrollarse.
Posteriormente cumplen una funcién netamente exportadora de nutrientes (Reyes et

al., 2000).

En estudios realizados en mandarino se ha observado que, 40 dias después de antesis,
la permanencia del fruto en el arbol, depende significativamente de la presencia de
hojas jovenes (Mehohuachi et al., 1995; Rivas et al., 2007; Molina, 2016), debido a una

mayor tasa fotosintética en comparacion con las hojas maduras (Pedroso et al.,2013).

Por otra parte, la tasa fotosintética en hojas de brotes con fruto es significativamente
mayor que la de las hojas de brotes sin fruto (Rivas et al., 2007), es decir, que ésta
varia segun la demanda de los sumideros. Mediante los mecanismos de feed-back y
feed-forward se ajusta la fotosintesis necesaria a la demanda, y, de este modo, la
acumulacién de carbohidratos (glucosa y almiddn) en la hoja limita la tasa fotosintética

(Mc Cormick et al., 2009).

2.3 FOTOSINTESIS EN EL FRUTO

La fotosintesis también sucede en el fruto, llegando a representar en algunas especies
como el café (Coffea arabica) desde el 20 al 30% del total de fotosintesis realizada por
la planta (Hiratzuka et al., 2012). En frutos de mandarino Satsuma (Citrus unshiu), se ha
observado que existe una alta densidad de estomas en la superficie del fruto joven
(10-30 mm), a partir de los cuales se produce un activo intercambio de CO,. Este se
reduce paralelamente a una deformacién continua de los estomas de la corteza, que
se inicia a partir de los 85-90 dias después de la antesis. El 50% de los estomas del
fruto se observan deformados a partir de 150 dias después de la antesis, cuando el
fruto se encuentra en plena fase de crecimiento lineal (Hiratzuka, 2015). A diferencia

de las hojas, la tasa fotosintética del fruto de la mandarina Satsuma no siempre es



proporcional a la cantidad de clorofila (Hiratsuka et al., 2012). La falta de luz afecta
negativamente el contenido y actividad de la enzima Rubisco (indicadora de la
capacidad fotosintéticas) (Reyes et al., 2000), de modo que en frutos embolsados de
mandarina Satsuma, se ha observado una reduccidon en el contenido de azucar en la
cosecha, producto de una menor asimilacion de CO, por parte de la corteza del fruto

(Hiratsuka et al., 2012).

3. TRANSPORTE DE NUTRIENTES: RELACIONES FUENTE-SUMIDERO

En las plantas, podemos definir como fuente a cualquier érgano de exportacion,
normalmente hojas, capaz de producir fotoasimilados en exceso, respecto a sus
necesidades. Otro tipo de fuente es un érgano de reserva de los productos durante su
fase de exportacién. Los sumideros incluyen cualquier érgano no fotosintético de la
planta, asi como los drganos que no producen suficientes productos fotosintéticos
como para mantener su propio crecimiento o sus necesidades de almacenamiento
(Tayz et al.,, 2006). La capacidad potencial del érgano sumidero para utilizar los
fotoasimilados provenientes de las fuentes estara determinada por su tamafio, su tasa
de crecimiento y actividad hormonal, y por la capacidad fotosintética de la fuente
(Venkateswarlu et al., 1987). Los fotoasimilados son transportados via floema,
mediante procesos activos o pasivos, de forma prioritaria a las zonas de rédpido

crecimiento (Barcelo et al., 2001).

En los citricos, las giberelinas regulan la capacidad de crecimiento del ovario de la flor
durante el cuajado (Taldn et al., 1992), por lo que juegan un papel importante en las
relaciones fuente-sumidero. Pero la sintesis de giberelinas en las hojas en crecimiento
también influyen en la distribucion de fotoasimilados, por medio del aumento de las
enzimas fotosintéticas, aumentando los niveles de sacarosa, asi como, induciendo la
invertasa extracelular y la carga y descarga del floema, que estard influyendo en la
distribucién de asimilados mediante mecanismos de suministros de carbohidratos a los

tejidos sumideros (lgbal et al, 2011).



4. HIpOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Los tejidos en division celular, como los del ovario de la flor en su transicion a fruto,
requieren glucosa y fructosa para 1) satisfacer la demanda energética de la respiracion
y 2) la sintesis de nuevas membranas (fragmoplasto y pared celular) en las nuevas
células (Hartig et al., 2006). Ademas, el nivel intracelular de glucosa sirve de sefal para
mantener y/o activar los procesos de desarrollo. Por debajo de un nivel umbral, el
programa de desarrollo queda inhibido (Lastdrager et al., 2014). La concentracion de
glucosa en el ovario puede variar por cuatro vias metabdlicas: 1) hidrdlisis de la
sacarosa (a través de la reaccion irreversible de la invertasa o a través de la sacarosa
sintasa que genera fructosa y UDP-glucosa o ADP-glucosa); 2) hidrdlisis de almidén; 3)
fijacion de CO, y sintesis de glucosa; 4) conversidén en glucosa-6-P por la hexoquinasa
para satisfacer la demanda respiratoria. En el trabajo realizado por Molina (2016) se
determind, mediante experimentos de defoliacién 40 dias antes de la antesis, que la
presencia de hojas no es determinante en 1) el contenido en almidén y glucosa del
ovario de la flor durante su transicién a fruto en desarrollo (cuajado) y 2) el porcentaje
de cuajado (7-15 dias después de la antesis). En cambio, las hojas son el factor
determinante durante la fase | del desarrollo de los frutos cuajados (30-60 dias
después de la antesis), regulando la intensidad de la caida fisioldgica de frutos. Todo

ello sugiere la siguiente hipodtesis de trabajo:

En los citricos, el ovario de la flor posee un grado de independencia nutricional durante
el cuajado, a través de la sintesis e hidrélisis de almidén. El almidén acumulado en el
ovario durante el periodo de preantesis proviene de la sacarosa generada por su

propia capacidad fotosintética y de la movilizacion de reservas desde fuentes vecinas.



Con el fin de determinar el origen de los carbohidratos necesarios para la sintesis de
almidon de la flor (sintesis de tipo autétrofa o de tipo heterdtrofa) y su papel en el

cuajado, se plantean los siguientes objetivos:

1. Estudiar la evolucién de la presencia de amiloplastos y cloroplastos en el ovario
de la flor durante su transicién a fruto.

2. Determinar la capacidad de fijacién de CO, del ovario a través de la expresiéon
génica de la enzima Rubisco.

3. Determinar la influencia de la defoliacion en preantesis sobre la disponibilidad

de carbohidratos en los brotes jévenes y ramas.



Il. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

Los experimentos se realizaron en las primaveras de 2016 y 2017, en una plantacion
comercial de mandarina clementina (Citrus reticulata Blanco) cv. Marisol, bajo
condiciones normales de cultivo, con riego localizado y fertirrigacién, situada en

Casinos (Valencia, Espaia, 39° 42" N, 0° 42" W).

Los arboles adultos, de entre veinte y veinticinco afios de edad, estaban injertados
sobre patréon Citrange carrizo (Citrus sinensis L. Osb. X Poncirus trifoliata L.Raf.),

podados en vaso, con un marco de plantacion de 3x4 m.

2. EXPERIMENTOS

Experimento 1

En la primavera de 2016, se seleccionaron 7 arboles con similares caracteristicas de
condicidn y vigor de copa, y en cada uno de ellos se seleccionaron 3 ramas principales.
Cada rama del arbol se utilizé para realizar los siguientes tratamientos: 1) eliminacién
de las hojas viejas del brote (DV), 2) eliminacion de hojas viejas y jévenes del brote
(DVJ) y 3) tratamiento control (CT). Los tratamientos fueron ejecutados en el estado
fenoldgico 55 de la escala BBCH (botdn floral verde visible), 40 dias antes de la antesis.
Durante las siguientes 14 semanas, se evalud el nimero de flores y frutos, y el peso del
ovario, y se calculd el cuajado (evaluado por Molina, 2016). Ademas, se muestrearon
flores y frutos para determinar el efecto de la defoliacion en preantesis sobre su
contenido, sintesis e hidrdlisis de carbohidratos (evaluado por Molina, 2016), y se
muestrearon hojas jovenes y viejas, brotes jovenes sin hojas, y corteza de las ramas de

1 afo para determinar la disponibilidad de carbohidratos (en este TFM).
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Para los estudios enddgenos, hasta el momento de antesis, se muestred el botdn floral

completo. A partir de este momento solo se evalud el ovario.

Experimento 2

En la primavera de 2017, se seleccionaron 9 arboles de la misma plantacién, y, en cada
uno de ellos, se muestrearon 30 brotes campaneros en los que se separd el botdn
floral, las hojas jévenes y las hojas viejas. El muestreo se realizé en los siguientes
estados fenoldgicos de la escala BBCH: Botdn blanco (56), botdn blanco cerrado forma
hueca y alargada (59), Antesis (65), caida de pétalos (67), Fruto cuajado (71), Fruto
cuajado (72), que coincidieron con los momentos, 15 y 7 dias preantesis, antesis, y 7,
17, y 27 dias post antesis, respectivamente. Las muestras recolectadas, se congelaron
con nitrégeno liquido en el campo, se transportaron al laboratorio y se mantuvieron a
— 80 °C hasta su andlisis, en el que se determind la expresién del gen RbcS, que codifica
la subunidad S de la enzima Rubisco, como medida indirecta de la fijacién de CO, en el

ovario de la flor, las hojas jévenes y las hojas maduras en cada momento fenolégico.
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Figura 2: Estado fenoldgicos muestreados de izquierda a derecha; arriba: botén blanco

cerrado (56), botén blanco (59), Floracion (65); abajo: caida de pétalos (67) y fruto

cuajado en dos estados de crecimiento (71 y 72).
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3. ANALISIS DE EXPRESION GENETICA

Los tejidos previamente mantenidos a -80 °C, se molieron hasta polvo fino en
Nitrogeno liquido y se extrajo el RNA total mediante RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
USA). Las muestras de RNA fueron tratadas con RNase free Dnase Kit (Qiagen) a través
de columnas de purificacion segun instrucciones del fabricante.La concentraciéon vy
calidad de RNA fueron evaluadas en espectrofotémetro UV/VIS (NanoDrop ND-2000,

Thermo Fisher, USA) mediante los ratios 0D260/280 y gel de electroforesis.

La primera cadena de cDNA fue sintetizada a partir de 1 ug de RNA total con el kit
QuantiTect ® Reverse transcription Kit (Qiagen) en un volumen de 20 pg. El cDNA
diluido (alicuotas de 2,5 ug) fue empleado como molde para la amplificacion en un
volumen final de reaccion de 25 pg, con una concentracion 0.3 uM de cada
oligonucledtido y 12,5 ug de la mezcla de QuantiTect® SYBRGreen PCR Master Mix
(Qiagen). El proceso de amplificacidn consistié en un periodo de incubacién de 15 min
a 95°C, 40 ciclos de 15 s a 94°C para desnaturalizacién, 30 s a 60°C para anillamiento y
30 s a 72°C de extension, durante esta fase fueron tomados los valores de intensidad
de fluorescencia y transformados en valores de expresion relativa de mRNA segun las
curvas de calibrado realizadas previamente mediante series de dilucion (1:2). El valor
de expresion relativa igual a 1 fue atribuido a la muestra tomada el primer dia. Se
empled un equipo Rotor Gene Q 5 —Plex (Qiagen) y los resultados fueron evaluados
mediante el software RotorGene 2.0.2. Al menos tres replicas técnicas de cada
muestra bioldgica fueron empleadas para el analisis RT-PCR. La expresion relativa del
gen considerado se calculd a partir de los valores Ct (Threshold cycle values) obtenidos

de cada muestra mediante el método 2"°°“ (Livak y Schimittgen,2001).

Los oligonucleétidos necesarios para la reaccion se tomaron de Liao et al (2015) y se

muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucleéticos utilizados en la RT-PCR.

Gen Secuencia
B- actin F GTCTGGTCCATTGTCCA

R CAATGGCCCAACTTAGC
RbcS F CACCAACTGCCTTGAAGAAG

R CACCCATCCTTTCTCCAACT

4. ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

El analisis de carbohidratos se realiz6 mediante HPLC y segun el protocolo de Eshghi et
al (2007). Los tejidos; hojas, tallos y floema, previamente liofilizados y molidos se
dosificaron en tubos de centrifuga a una medida de 0,1 g, a los que se afadié 5 ml de
Petroleum ether, (40-60°) con el objetivo de desechar lipidos, clorofilas y otros
contaminantes, pasando por el proceso de filtrado por 5 minutos a 4 °C y 4500 RPM
para posteriormente agregar 100 pl de Fucosa, un azucar no existente en los tejidos
vegetales y que sera util como estandar interno para cuantificar las pérdidas del resto
de azucares durante el proceso de extracciéon y purificacion. Posteriormente los tubos
se pasan a calentar a bafio maria por 20 minutos a una temperatura de 65°C para

llevar a un segundo centrifugado por 5 minutos a 4 °Cy 4500 RPM.

Posteriormente a este centrifugado se traspasa el sobrenadante a tubos de
centrifugado para reducir a sequedad en Speed Vac Concentrator (Savant ®), con el
sedimento que ha quedado en los tubos se realiza una re- extraccion aplicando 4 ml de
etanol al 80% y llevando nuevamente a centrifugado por 5 minutos a 4 °Cy 4500 RPM,
posteriormente unimos este sobrenadante al anteriormente extraido para terminar el

proceso de reduccion a sequedad en Speed Vac Concentrator (Savant ®).

Terminado el proceso de reduccidon de sequedad de sobrenadante se disuelven los
azucares agitando en 4 ml H, 0 desionizada y se afiade 10 mg de Activated Charcoal,
utilizado para purificante debido a su capacidad porosa vy filtrante, se mezcla bien con

la solucién y se pasa por un nuevo centrifugado por 10 minutos a 4 °C y 4500 RPM,
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cuyo sobrenadante se filtrard con filtro de Nylon de 0,45 um para luego inyectar por
HPLC (Thermo Fisher, USA), para la medicién de los azucares. Se utilizd una solucién de
acetinitrilo:agua (80:20) como fase mavil a un flujo de 1 ml/min y equipado con una
columna de APS-2 hypersil (250x4,6 mm), un refractometro diferencial R150, una

bomba de vacio P2000 y un sistema de procesamiento de datos Chrom Quest.

Los azucares se cuantificaron en unidad de mg/g de peso seco, segln el area obtenida

y tiempos de retencién.

5. ESTUDIO HISTOLOGICO DE CLOROPLASTOS Y AMILOPLASTOS EN OVARIOS DE

FLOR

Para estudiar la presencia de cloroplastos y amiloplastos se seleccionaron flores
campaneras en los estados de flor cerrada, antesis y caida de pétalos. Una vez en el
laboratorio, se separd por la zona de abscision estilo-ovario y ovario-caliz para obtener
solo el ovario de los frutos. Las muestras se fijaron en tetréxido de osmio y se enviaron
al Servicio de Microscopia de la Universitat de Valéncia para su procesado y montaje
en un microscopio electrdnico de transmision (TEM), segun el protocolo de Lado et al.,
(2015). Una vez preparadas las muestras, se estudid 2 preparaciones, al azar, de cada

estado fenoldgico en el TEM.

6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El andlisis estadistico se realizd mediante andlisis de la varianza, con un nivel de
significancia de P < 0,05. Para la separacion de medias se empled el test de Student-

Newman-Keuls de comparaciones multiples.
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA PRESENCIA DE HOJAS JOVENES Y VIEJAS SOBRE EL CUAJADO Y PESO DEL FRUTO

La presencia de hojas resulta decisiva en el nimero de frutos que al final se recolectan,
de modo que los frutos situados en brotes del afio con hojas (brotes campaneros)
cuajan en mayor proporcion que los situados en brotes sin hojas (solitarios)
(Mehouachi et al., 1995, Rivas et al 2007). la eliminacidn de las hojas cuando las flores
estdn en antesis produce una reduccidon de los carbohidratos del ovario a los 30-40
dias, durante la fase | de crecimiento del fruto, y, por ello, se caen (Mehouachi et al.,

1995).

En el experimento realizado en 2016, se eliminaron las hojas jovenes y viejas del brote
al inicio de la brotacién (40 dias antes de la antesis), y se determind el cuajado de las
flores y los frutos de brotes campaneros y solitarios. Los tratamientos de defoliacién
no modificaron el porcentaje de cuajado 17 DDA en ninguna de las dos poblaciones de
flores. Asi, el cuajado del fruto sucedié con independencia de la presencia de hojas
jovenes vy viejas (Figura 3A). Pero tres semanas mas tarde (a los 40 DDA), la abscision
de frutos en desarrollo si dependid significativamente de la presencia de hojas,
particularmente las hojas jovenes (Figura 3B) Asi, el porcentaje de frutos que alcanzd
la etapa de crecimiento rapido fue significativamente mayor en aquellos brotes en los
gue habia presencia de hojas jévenes que en aquellos en los que no las habia, ya fuese
por tratarse de flores solitarias o por haber sido defoliadas, lo que sugiere un papel
relevante de las hojas jévenes en el desarrollo de los frutos. La presencia de hojas
viejas no supuso diferencias adicionales y significativas en el porcentaje final de frutos

en desarrollo (Figura 3B), como ya mostraron anteriormente Rivas et al (2007).
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Figura 3: Influencia de la presencia y el tipo de hoja sobre el cuajado del fruto 17 DDA

(A) y 40 DDA (B). HJ: Hoja joven, HV: Hoja vieja, Letras distintas indican diferencias

significativas. Las barras verticales indican el Error Estandar. Cada valor es la media de

7 ramas (tomado de Molina, 2016).
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Con el fin de determinar los factores enddégenos responsables de esta independencia
de las hojas, se estudid el desarrollo del fruto, la disponibilidad nutricional y la
actividad fotosintética de los 2 tratamientos extremos; control (CT) y defoliado de hoja

joven y adulta (DJV).

En relacién a la evolucién del peso de fruto, se puede observar un aumento progresivo
de éste en ambos tratamientos (figura 4) hasta los 17 DDA, que sustentan los
resultados en las tasas de cuajado (figura 3A). Durante la etapa | de crecimiento, los
frutos entran en fase de crecimiento exponencial que supone un elevado gasto
energético, y por lo tanto la ausencia de hojas y el gasto de reservas no permite el
crecimiento del fruto (Mehouachi et al., 1995). La reduccién significativa del peso del
fruto provocada por la defoliacion, a partir de la tercera semana después de la antesis,

corrobora este efecto (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la defoliacién de hojas jévenes y viejas (DJV) sobre la evolucién del
peso fresco de ovario- fruto (g fruto ™) desde 40 dias antes de antesis hasta 40 dias
después de antesis. CT: ramas control. Cada valor es la media de 15 frutos procedentes

de 7 ramas (adaptado de Molina 2016). * muestra diferencias significativas.
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El cuajado del fruto de las ramas totalmente defoliadas (DJV) se pueden explicar por
los contenidos de glucosa y almidén observados en el ovario hasta el momento de
antesis. Molina (2016) determiné que la defoliacion no modifica el contenido en
glucosa y almidén hasta la antesis, pero si a partir de 17 DDA, que aumenta en los
frutos de ramas control. Con el fin de precisar el papel del almidén en el desarrollo
inicial del ovario, se estudid la presencia de amiloplastos en el exocarpo y mesocarpo
de ovarios de flores cerradas (Figura 5), en antesis (Figura 6) y caida de pétalos (Figura

7).

SINTESIS DE ALMIDON EN LA FLOR DURANTE LA PREANTESIS E HIDROLISIS DURANTE EL CUAJADO

Durante la organogénesis floral, la flor acumula almiddn en el estigma, las anteras vy el
ovario. El almiddén del ovario se localiza en cloroplastos activos del mesocarpo externo
y en amiloplastos del mesocarpo interno. Durante la transicidon de ovario de flor a fruto
en desarrollo, tanto los cloroplastos como los amiloplastos van perdiendo
progresivamente el almidén (Martinez-Alcantara et al., 2015). En los ovarios de flores
cerradas, las células del mesocarpo son pequefas, presentan paredes delgadas vy
aparecen en disposicién compacta (Figura 5). Las células del mesocarpo presentaron
mayor cantidad de amiloplastos en el citoplasma (figura 5) en las flores cerradas que
en antesis (Figura 6) y caida de pétalos (Figura 7), de modo que los amiloplastos
perdieron progresivamente los acimulos de almidén y redujeron su tamano. En los
tres estados de desarrollo, se observaron cloroplastos, de mayor tamafio en la antesis

y caida de pétalos.

Las células mostraron una tasa elevada de division celular (Figura 7), generando
nuevas paredes celulares, pero también, debido al crecimiento celular, engrosan las
paredes ya formadas (Figura 7). Los resultados sugieren que el almidén acumulado en
el ovario sustenta el crecimiento inicial de la corteza del fruto, y que esa tasa de
crecimiento es suficiente para permitir el cuajado. De hecho, la fase de divisién celular
de la corteza del ovario finaliza a los pocos dias de la antesis (10-15 dias).
Posteriormente, el crecimiento por divisién celular se intensifica en el endocarpo, para

la formacién de las vesiculas de zumo (Mesejo et al., 2016).
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Figura 5. Presencia de almidén en amiloplastos observadas en flor cerrada. A:

amiloplastos; C: cloroplastos; N: nucleo; PC: pared celular; V: Vacuola
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Figura 6. AlImidén en amiloplastos observados en exocarpo y mesocarpo de ovarios de
mandarinos al momento de antesis. A: amiloplastos; E: exocarpo; N: nucleo; PC: pared

celular; V: Vacuola; O: Ovulo.
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Figura 7. Almiddon observado en exocarpo y mesocarpo de ovarios al momento de

caida de pétalos (A y B), célula en divisién celular (C). A: amiloplastos; C: cloroplastos;

PC: pared celular; V: Vacuola.
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La defoliacion de las hojas viejas y jévenes 40 dias antes de la antesis no redujo
significativamente el contenido de almidén en la flor en preantesis, ni en el ovario
después de la antesis, en comparacion con las flores de ramas control (Molina, 2016).
La sintesis de almiddon en los d6rganos sumidero (6rganos no productores de C o
heterétrofos) se produce a través de una ruta metabdlica diferente a la de las hojas
(6rganos productores de C o autétrofos). Asi, Baroja-Fernandez et al., (2003) sugieren
gue la sintesis de almidén en los érganos heterdtrofos se produce a través de la
sintesis de ADP-glucosa (precursor del almiddn) en el citosol, a partir de la hidrélisis de
la sacarosa mediante la accion de la sacarosa sintasa (SUS). Posteriormente, el ADP-
glucosa es transportado al cloroplasto/amiloplasto. Por otra parte, en los drganos
productores de C, la sintesis de almiddn sucede a través de la via de las triosas fosfato
y la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (ADPGP), que sintetiza ADP-glucosa en el
cloroplasto (Azcon Bieto et al., 2008). Los resultados obtenidos por Molina (2016)
sugieren que la sintesis de almiddén en la flor-ovario de los citricos sucede tanto por la
ruta de los drganos heterétrofos (por ser un érgano sumidero) como por la ruta de los
organos fijadores de C. Esta hipdtesis se apoya en que, durante la preantesis y antesis,
la expresién de SUS3 (via de la sintesis heterdtrofa) y ADPGP (via de la sintesis
autotrofa) aumentd tanto en flores de ramas control como en flores de ramas
defoliadas (Molina, 2016). Para confirmar la hipdtesis se evalué la evolucion del
contenido en carbohidratos en los 6rganos cercanos y la capacidad fotosintética del

ovario.

DISTRIBUCION DE CARBOHIDRATOS EN HOJAS, BROTES Y RAMAS

El contenido en sacarosa y hexosas de las hojas viejas en las ramas control se redujo el
35% y 30%, respectivamente, entre -20 DDA y la antesis (Figura 8A), lo que sugiere que
las hojas viejas sustentan el crecimiento del brote campanero. Guardiola et al (1990) y
Ruiz et al (2001) obtuvieron resultados similares. En consecuencia, aumentd el
contenido en hexosas del brote de las ramas control (Figura 8D), lo que supone una
buena disponibilidad de carbohidratos para las flores en desarrollo, como muestra la

reduccion de sacarosa en el brote joven (Figura 8E). Por el contrario, la disponibilidad
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de carbohidratos se redujo significativamente en los brotes de las ramas defoliadas
(Figura 8). En el tratamiento defoliado, el contenido en hexosas llegd a su punto
minimo a los 17 DDA, momento en que se incrementa significativamente la tasa de
crecimiento del fruto en las ramas control, pero no en las ramas defoliadas, por el
déficit de carbohidratos (Figura 4). Lo anterior resulta légico, al no existir aporte de
carbohidratos por la ausencia de hojas en el tratamiento defoliado, y la reduccién de
hexosas por consumo de carbohidratos necesarios para el desarrollo de la flor. No
sucede asi en el tratamiento control, en el que existe un aumento progresivo de
hexosas y mayor contenido en sacarosa en el ovario, con diferencias significativas a los

17 dias después de antesis (Molina, 2016), que procederian de las hojas jévenes.

El nivel de sacarosa en los brotes jévenes es mayor en el tratamiento defoliado en
comparacion con el control, durante todo el periodo de evaluacidn, reduciéndose a su
punto minimo en ambos tratamientos a los 17 DDA (figura 8E). El resultado puede
interpretarse por 2 vias: 1) un menor transporte a la flor en desarrollo de ramas
defoliadas durante la preantesis, cuando la tasa de crecimiento de la flor es bajay 2)
un mayor consumo por parte de las hojas en crecimiento de ramas control, que
podrian estar disminuyendo la concentracidon relativa de sacarosa en relacién a
tratamiento defoliado. En resultados preliminares, se ha observado que la invertasa
acida de la pared celular, que hidroliza en el aplopasto la sacarosa que llega via floema,
aumenta en las flores/frutos de ramas defoliadas (Molina, 2016), lo que sugiere que el
ovario en crecimiento a partir de la antesis es capaz de movilizar las reservas préximas.
Ello se constata al evaluar el contenido en carbohidratos en la corteza (floema) de las

ramas 27 DDA (Figura 9).
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Figura 8. Evolucion del contenido en carbohidratos en las hojas viejas de las ramas

control (A), y (B) los brotes jévenes de las ramas control (CT) y defoliadas (DJV).
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Figura 9. Contenido de Sacarosa, glucosa y fructosa en tejido floematico de las ramas
en tratamiento control (CT) y defoliado(DVJ) a los 27 DDA. Las barras verticales indican

el error estandar.

F1JACION DE CO2 POR LA FLOR Y EL FRUTO

La expresion del gen RbcS (subunidad S de la enzima Rubisco) en el ovario de la flor de
ramas control aumentd, en las muestras de las 2 primaveras (2016 y 2017), en el
momento de la antesis (Figura 10), lo que sugiere que la fuente principal de sacarosa
durante la preantesis para la sintesis de almidén serian las hojas. El aumento de
expresion del gen RbcS en la flor de ramas defoliadas 22 dias antes de la antesis (Figura

10) apoyaria esta hipotesis.

Las hojas tienen, como era de esperar, una mayor expresion del gen RbsC que los
ovarios, siendo, a su vez, mayor en las hojas jovenes que en las hojas maduras,
confirmdndose la mayor eficiencia fotosintética de las primeras (Pedroso et al, 2013).
En el experimento de este TFM, no se ha podido registrar el aumento de la tasa
fotosintética caracteristico de las hojas jévenes de ramas control cuando llegan a su
estado adulto (post antesis) (Figura 10). Pero Rivas et al (2007) observaron que las

hojas jévenes incrementan la eficiencia fotosintética del fotosistema Il entre 7 y 30
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dias después de la antesis. Todo ello sugiere que el incremento de la expresidn del gen
RbcS en el ovario de flores control es constitutivo, sin un papel relevante en el cuajado,
por la presencia de pequefios cloroplastos en el ovario y la entrada de luz cuando
abren los pétalos. Pero en condiciones de déficit de carbohidratos, ramas defoliadas, el
ovario (y otros tejidos verdes de la flor) incrementaron en la medida de lo posible su
tasa fotosintética (Figura 10) para suplir el déficit de carbohidratos. Mientras la tasa de
crecimiento de la flor es baja (preantesis), la activacion de la fotosintesis en sus tejidos
verdes podria ayudar a sustentar su desarrollo, generando carbono y acumulando
almidén para el posterior cuajado del ovario (Figura 3). Pero cuando la tasa de
crecimiento del ovario es muy elevada (Post antesis) (Figura 4), la ausencia de hojas

impide su crecimiento y el fruto cae (Figura 3).
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IV. CONCLUSIONES

- El ovario de los citricos acumula almidéon en amiloplastos situados en el
exocarpo y mesocarpo, que sustenta el desarrollo inicial de la corteza
confiriéndole la tasa de crecimiento suficiente para el cuajado.

- El ovario muestra la capacidad de fijar CO,, de modo constitutivo, durante las
primeras semanas después de la antesis. En condiciones de deficiencia de
carbohidratos por ausencia de hojas, los tejidos de la flor incrementan dicha
capacidad fotosintética para suplir la deficiencia nutricional.

- La fuente principal de sacarosa para la sintesis de dicho almiddn durante la

preantesis son las hojas.
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