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RESUMEN:

La aplicacidn de giberelinas (GAs) para regular la floracién es una técnica eficaz en la mayoria de
especies de citricos. La respuesta al tratamiento depende criticamente de la época de aplicacion,
en interaccion con la especie.

En el naranjo dulce, existen dos momentos de mayor sensibilidad bien definidos: 1) durante el
reposo invernal, de finales de noviembre a principios de diciembre, y 2) al inicio de la brotacidn,
cuando los brotes auiin no han superado los 1-3 mm de longitud. En ambos casos, un tratamiento
con GAs reduce significativamente la brotaciéon y la floracidn en la mayor parte de los cultivares
ensayados. En el segundo caso, el periodo de sensibilidad es mds corto. Pero, en algunos
cultivares de recoleccion tardia estos tratamientos pueden interferir en el cambio de color del
fruto, por lo que resulta de interés el estudio de otras épocas de sensibilidad.

La induccidn floral de los citricos cultivados en clima Mediterrdneo sucede durante el reposo
invernal cuando la baja temperatura activa la expresion del gen inductor de la floracién CiFT3. El
tratamiento con GAs en ese momento interfiere en la expresién de ese gen, reduciendo la
intensidad de floracidn. La aplicacidon de GAs en etapas previas al periodo inductivo, septiembre,
también ha mostrado ser efectiva, pero se desconoce su modo de accién.

El objetivo de este TFM es estudiar el mecanismo de acciéon de la aplicacién de GAs en el mes de
septiembre para el control de la floracion del naranjo dulce.

Para ello se realizaron 2 experimentos utilizando el naranjo dulce ‘Lane late’: en el primero se
estudio el efecto temporal del AG aplicdndolo a brotes antes, durante y después de la induccién
floral, y en el segundo se estudié el efecto espacial, aplicando AG a brotes, hojas y yemas en
septiembre. Se evalud la floracion y la expresion de los genes CiFT3 (gen relacionado con la
induccidn floral, CsLFY (gen relacionado con la diferenciacidn floral) y CsCEN (gen relacionado con
el crecimiento vegetativo del meristemo) para estudiar el mecanismo de accion del AG aplicado
en septiembre.

Los resultados de este TFM confirman el efecto inhibitorio que presenta el AG aplicado antes de
lainduccion floral. Las ramas tratadas con AG en septiembre tuvieron menor brotacion y floracién
que el control y la mayoria de brotes fueron vegetativos en detrimento de los ramos de flor. El
retraso en la aplicacién al mes de diciembre modifico el fenotipo obtenido (aumento de brotes
mixtos), lo que pone en evidencia que el estado fenoldgico de la yema influye en el efecto del AG.

En septiembre, el AG aumentd la expresidon de CsCEN en las yemas tratadas, promoviendo el
crecimiento indeterminado de los meristemos, pero no inhibid a corto plazo la expresion del gen
CiFT3 en las hojas. No obstante, la expresion de CiFT3 se redujo 2,5 meses después del
tratamiento, durante la induccién floral. Los resultados sugieren que el mecanismo de accién del
AG aplicado en septiembre es a través de su efecto sobre la yema, de modo que el aumento de
la expresidn del gen CsCEN en la yema inhibié de forma indirecta la expresién del gen CiFT3.

Palabras clave: acido giberélico, brotacidn, citricos, induccion floral, floracion.



ABSTRACT:

The use of gibberellins (GAs) to regulate flowering is an effective technique in most citrus species.
The response to the treatment critically depends on the time of application, in interaction with
the species.

In sweet orange, there are two well-defined moments of greatest sensitivity: 1) during the winter
rest, from the end of November to the beginning of December, and 2) at the beginning of bud
sprouting, when the shoots have not yet exceeded 1-3 mm length. In both cases, a treatment with
GAs significantly reduces sprouting and flowering in most of the cultivars tested. In the second
case, the sensitivity period is shorter. But, in some late-harvest cultivars these treatments can
interfere with the color change of the fruit. Therefore, the study of other periods of sensitivity is
of great interest.

Floral induction of citrus grown in the Mediterranean climate occurs during winter rest, when low
temperature activates the expression of the gene CiFT3 that induces flowering. The treatment
with GAs at that time interferes with the expression of the CiFT3 gene, reducing the intensity of
flowering. The application of GAs in stages prior to the inductive period, September, has also been
shown to be effective, but its mode of action is unknown.

The objective of this TFM is to study the mechanism of action of the application of GAs in
September to control flowering in sweet orange (Citrus sinensis L.).

To this end, two experiments were carried out on the sweet orange cv. 'Lane late': in the first, the
temporal effect of GA was studied by applying it to shoots before, during and after floral induction
period; in the second, the local effect was studied, applying GA to shoots, leaves and buds in
September. Subsequently, flowering and the expression of the genes CiFT3 ( related to floral
induction, CsLFY (related to floral differentiation) and CsCEN (related to the vegetative growth of
the meristem) were evaluated in order to better understand the effect of GA on September.

The results of this TFM confirm the inhibitory effect of the AG applied before floral induction. The
branches treated with GA in September had lower sprouting and flowering than the control and
most of the shoots were vegetative to the detriment of the leafless inflorescences. The delay in
the GA treatment to December modified the phenotype obtained (increase of mixed shoots),
which shows that the phenological state of the bud influences the effect of AG.

In September, GA increased CsCEN expression in treated buds, promoting indeterminate
meristem growth, but did not inhibit CiFT3 gene expression in the short-term. However, CiFT3
expression was reduced 2.5 months after treatment, during floral induction. The results suggest
that the mechanism of the GA applied in September is through its effect on the bud, so that the
increase in the expression of the CsCEN gene in the bud indirectly inhibited the expression of the
CiFT3 gene.

Key words: citrus, gibberellic acid, flower induction, flowering, sprouting.



RESUM:

L'aplicacié de giberelines (GAs) per a regular la floracié és una tecnica efica¢ a la majoria
d'espécies de citrics. La resposta al tractament depén criticament de |'eépoca d'aplicacié en
interaccio amb l'especie.

Al taronger dolg, hi ha dos moments de més sensibilitat ben definits: 1) durant el repos hivernal,
de finals de novembre a principis de desembre, i 2) a l'inici de la brotacio, quan els brots encara
no han superat els 1-3 mm de longitud. En tots dos casos, un tractament amb GAs redueix
significativament la brotacié i la floracié en la major part dels cultivars assajats. En el segon cas,
el periode de sensibilitat és més curt. Pero, en alguns cultivars de recol-leccié tardana, aquests
tractaments poden interferir en el canvi de color del fruit, per la qual cosa resulta interessant
|'estudi d'altres époques de sensibilitat.

La inducci6 floral dels citrics cultivats en clima Mediterrani succeeix durant el repos hivernal quan
la baixa temperatura activa I'expressio del gen inductor de la floracié CiFT3. El tractament amb
GAs en aquest moment interfereix en I'expressié d’aquest gen, reduint la intensitat de floracié.
L'aplicacié de GAs en etapes previes al periode inductiu, el setembre, també ha mostrat ser
efectiva, pero se'n desconeix el mode d'accid.

L'objectiu d'aquest TFM és estudiar el mecanisme d'accid de I'aplicacié de GAs al setembre per al
control de la floracié del taronger dolc.

Per a aix0 es van realitzar 2 experiments utilitzant el taronger dol¢ 'Lane late': al primer es va
estudiar I'efecte temporal de I'AG aplicant-lo a brots abans, durant i després de la induccio floral,
i al segon es va estudiar I'efecte espacial, aplicant AG a brots, fulles i gemmes al setembre. Es va
avaluar la floracid i I'expressié dels gens CiFT3 (gen relacionat amb la induccié floral, CsLFY (gen
relacionat amb la diferenciaciod floral) i CsCEN (gen relacionat amb el creixement vegetatiu del
meristem) per estudiar el mecanisme d’accié de I'AG aplicat a setembre.

Els resultats d’aquest TFM confirmen |’efecte inhibitori que presenta I’AG aplicat abans de la
induccio floral. Les branques tractades amb AG al setembre van tenir menor brotacié i floracid
que el control ila majoria de brots van ser vegetatius en detriment dels rams de flor. El retras en
I'aplicacié a desembte va modificar el fenotip obtés (augment de brots mixtos), el que posa en
evidéncia que I'estat fenologic de la gemma influeix a I'efecte de I'AG.

A setembre, I'AG va augmentar I'expressio de CsCEN a les gemmes tractades, promovent el seu
creixement indeterminat dels meristemes, pero no va inhibir a curt plag I'expressié del gen CiFT3
ales fulles. No obstant, I'expressié de CiFT3 es va reduir 2,5 mesos despres del tractament, durant
la induccid floral. Els resultats suggereixen que el mecanisme d’accié de I'AG aplicat a setembre
es per mitja del seu efectesobre la gemma, de forma que I'augment de I'expressié del gen CsCEN
a la gemma va inhibir de forma indirecta I'expressié del gen CiFT3.

Paraules clau: acid giberélic, brotacid, citrics, induccié floral, floracié.



INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION ...ttt bbbtttk bbbttt ettt 1
1.1. La produccion de los citricos. Justificacion del problema. .........cccoiiiiiiiiiiie, 1
1.1.2. Justificacidn del problema. El control de la floracion. ...........ccoooiiiiiiiiiiiiinnen, 3

1.2. La brotacién y floracion en 10S CitriCos. .....cuuiiiniiiiiii e 4
1.3. Factores promotores e inhibidores de la floracion..............ccoooiiiiiii i, 6
1.3.1. Factores promotores. Bajas temperaturas y estrés hidrico. ..........cccvvvvveiiiiiiininnnnnnn. 6
1.3.2. Factores inhibidores: La presencia del fruto. ........ccoooviiiiiiiiiiii e, 6
1.3.3. Factores inhibidores. La accidn de las giberelinas. .........ccoooviiiiiiiiiiiii e, 8

1.4. Hipodtesis de trabajo y 0bJetiVOS. .....ciueiiicii e 10

2. MATERIAL Y METODOS ......vutiiiiiitestee ettt sttt sttt 11
2.1. Material VEGETAL. .....u i 11
2.2. DiSeN0 eXPEIriMENTAL. .. cceeiiieie e 11
2.3. PreparaCion 0@ MUESEIAS. ......uieuu it ee et e et et et e e et e e et e e et e e et e e et e e aaaeeetaaeennaaes 13
2.4, Extraccion del MRNA. ... e ettt e 13
2. RE-GPCR. ..ot ettt et et et e e et e et et et et e et e ettt e, 14
2.5. ANAlisis @StadiSTICO. ..ieuuuieiiii et 14
3. RESULT AD DS .. ettt ettt e et e ettt e e et e e e e e e e e a e e e 16

3.1. Efecto de la aplicacion de AG antes, durante y después de la induccion floral sobre la
floracion del naranjo dulce cv. Lane Late. ........oivniiiniiiii e 16

3.2. Efecto de la aplicacion localizada de AG, antes de la induccion floral, sobre la floracion del
Naranjo dulce var. Lane Late. .......ieu i 19

3.3. Efecto de la aplicacion de AG en la expresion de los genes CiFT3 en la hojay CsLFY'y

(@@ A =T T - TR VZ=Y o - TR PSP 22
B, DISCUSION. .....utiiuie ettt e ettt ettt e et e e te et et e e s e s bt e e be e teesteessessaeabeeateensaenseensesneenraeneas 25
5. CONCLUSIONES ... e et e ettt e e e e e e e e e e e e e s e ea e eaeenaanenns 28

6. BIBLIOGRAFTA ...t nnsnnnnnnnnnnnnnn 29



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Genes y cebadores elegidos para el analisis de expresidn génica



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Evolucion de la superficie destinada a citricos en Espafia durante los ultimos afios.
Fuente: Elaboracion propia a partir de datos del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion.

Figura 2. Evolucion de la produccién total de citricos en Espafa durante los dltimos afos. Fuente:
Elaboracién propia a partir de datos del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacién........... 2

Figura 3. Superficie (A) y produccion (B) de las principales provincias productoras de citricos en
Espafia el 2020. Fuente: Elaboracidn propia a partir de datos de MAPAMA...............cccceveenneen. 3

Figura 4. Esquema resumen de los procesos de induccién y diferenciacion floral que se dan en la
hoja y el meristemo (Zeevaart, 2008). El gen FT se expresa en las hojas en las células
acompanantes del floema. La proteina FT se transporta via floema hacia el meristemo apical. Alli
forma un heterodimero con el gen FD. El conjunto FD/FT activa la expresién de SOC1, AP1 y LFY
que desencadenara la diferenciacién floral. FT: FLOWERING LOCUS T; FD: FLOWERING LOCUS D;
SOC1: SUPPRESSOR OF OVEREXPRESION OF CONSTANS 1; AP1: APETALAL; LFY: LEAFY............. 5

Figura 5. Evolucidon de la temperatura maxima, minima y media durante el periodo del
experimento. La flechas indican el momento de los tratamientos y los muestreos. Fuente:
Elaboracién propia a partir de los datos de la estacion meteorolégica del IVIA de Picassent. ... 12

Figura 6. Efecto de la aplicaciéon de AG (50 mg I-1) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la floracién del
naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer.
Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras verticales indican el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).........c.ccccevveeiiiernnnnnnn. 17

Figura 7. Efecto de la aplicacion de AG (50 mg I-1) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la brotacidn (A)
y el nimero de brotes multiples (B) del naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se
evaluaron como control incapaz de florecer. Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras
verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
SIBNITICATIVAS (P<0,05). .. uiiiiniiiiie it e e e e e e e e e et e e e e e e et e e et e e et e e et e e st e eeaaeeanneaeens 17

Figura 8. Efecto de la aplicaciéon de AG (50 mg I-1) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la floracién del
naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer.
Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras verticales indican el error estdndar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)........ccccoeeeiiiiieinnennnnen. 18

Figura 9. Efecto de la aplicaciéon de AG (50 mg I-1) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la distribucién



porcentual del tipo de brotes del naranjo cv. “Lane late”. Cada valor es la media de 24 brotes. Las
ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer. RF: ramo de flor; FS: flor
solitaria; BM: brote mixto; BV: brote vegetativo; BC: brote campanero. .........cc.ccovevvveineennnen. 19

Figura 10. Efecto de la aplicacidon localizada de AG (50 mg |-1) a ramas, hojas y yemas sobre la
floracién de naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz
de florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 30 brotes.
Las barras verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05)......ciuuuieiiiieii e e e e 20

Figura 11. Efecto de la aplicacion de AG (50 mg I-1) a rama, hoja y yema sobre el nimero de
brotes (A) y sobre la cantidad de nudos multiples (B) del naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con
fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de
septiembre. Cada valor es la media de 30 brotes. Las barras verticales indican el error estandar.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05). ............c.c.u...... 21

Figura 12. Efecto de la aplicaciéon de AG (50 mg |-1) a rama, hoja y yema sobre el tipo de brotes
en naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de
florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 30 brotes.
Las barras verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05). ... .c.uiiiiiiiiiiii e 22

Figura 13. Evolucién de la expresion relativa del gen CiFT3 en hojas de ramas con fruto (ON), sin
fruto (OFF) y tratadas con AG en septiembre en el naranjo cv. “Lane late”. El muestreo de
septiembre se realizé 48 h después del tratamiento con AG. Los tratamientos se realizaron el 6
de septiembre. Cada valor es la media de 3 RT-gPCR independientes. Las barras verticales indican
el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Figura 14. Expresion relativa de los genes CsLFY (A) y CsCEN (B) en las yemas de ramas con fruto
(ON) sin fruto (OFF) y tratadas con AG en septiembre en el naranjo cv. “Lane late”. Los
tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 3 RT-qPCR
independientes. El muestreo se realizé 48 h después del tratamiento con AG. Las barras verticales
indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(2250101 PPN 24



1. INTRODUCCION

1.1. La produccidn de los citricos. Justificacion del problema.

Los citricos son un conjunto de especies pertenecientes a los géneros Citrus, Poncirus y
Microcitrus. Las mas importantes pertenecen al género Citrus, y son C. sinensis (naranjo dulce), C.
clementina (mandarino clementina), C. reticulata (mandarino comun), C. limon (limonero) y C.
paradisi (pomelo). Requieren de climas subtropicales, aunque también pueden cultivarse en
climas tropicales v, si la disponibilidad de agua es adecuada, en climas desérticos. Son especies
perennifolias y policdrpicas, que retoman su crecimiento vegetativo todos los aifos para poder

reiniciar su desarrollo reproductivo.

La produccidon mundial de naranjas, mandarinas, limones y pomelos es de casi 144 millones de
toneladas (Mt) (FAO, 2019). China es el principal productor con mas de 38 Mt, seguida de Brasil,
con 19,7 Mt, Estados Unidos, con 15 Mt, India, con 13,3 Mt, México, con 8,4 Mt, y en sexto lugar
Espafia, con 6 Mt. Esta tendencia se ha mantenido en los uUltimos 9 afios. Espafia es el primer pais
exportador de citricos para consumo en fresco a nivel europeo y tercero mundial tras China y

EEUU (MAPAMA, 2020).

Espafia cultiva una superficie cercana a las 300 mil hectareas de citricos, que en el afio 2020
produjeron mas de 7 Mt (MAPAMA, 2020). Durante los ultimos afios, la superficie destinada al
cultivo de citricos se ha visto reducida (Figura 1); sin embargo, la produccidn total se ha mantenido
o incluso ha aumentado ligeramente, aunque mostrando unos picos de alternancia muy
significativos (Figura 2). La reduccidn de la superficie destinada a esta especie ha sido debida,
principalmente, al abandono del cultivo. Los motivos que han causado este abandono de tierras
son complejos, no obstante, se podrian resumir en: 1) aumento de costes de cultivo y escaso
precio del producto que causan una baja rentabilidad especialmente en las fincas pequefias, 2) el
aumento de la competencia con productores de fuera de la Unién Europea (principalmente paises
del norte de Africa y de Sudafrica), 3) aparicion de usos del suelo mas rentables (usos urbanos u

otras especies de cultivos), 4) politicas de importacion europeas desfavorables, 5) ineficiencias



propias del sector citricola valenciano (como por ejemplo el minifundismo y la falta de

tecnificacidn), etc. (Compés et al., 2019).
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Figura 1. Evolucidn de la superficie destinada a citricos en Espaia durante los ultimos afios.
Fuente: Elaboracién propia a partir de datos del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion.
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Figura 2. Evolucidn de la produccion total de citricos en Espafia durante los ultimos afos. Fuente:
Elaboracién propia a partir de datos del Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion.



Por provincias, la Comunidad Valenciana es la principal productora de citricos, seguida de
Andaluciay, en tercer lugar, la Region de Murcia (Figura 3). El mismo orden sigue con la superficie

dedicada a los citricos (Figura 3).
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Figura 3. Superficie (A) y produccion (B) de las principales provincias productoras de citricos en
Espafia el 2020. Fuente: Elaboracidn propia a partir de datos de MAPAMA.

1.1.2. Justificacion del problema. El control de la floracién.

Martinez-Fuentes et al. (2010) determinaron el efecto inhibitorio que tiene el fruto sobre la
brotacion y la floracidn a partir del momento en que alcanza su maximo tamafio (septiembre, en
el naranjo dulce). Este efecto es mayor en las variedades de recoleccion mas tardia, pues el
tiempo de permanencia del fruto en el arbol es mayor. Es decir, en estas variedades, después de
un afio de una cosecha elevada (afio ON), le sigue un afio con falta de brotacidn vy, por tanto de
floracién, causando un afio con baja o nula cosecha (afio OFF). Este fendmeno se conoce como
alternancia de cosechas. Por tanto, 1) las yemas son sensibles a la inhibicion de la floracion a partir
del mes de septiembre, y 2) en arboles con fruto, esa inhibicion es mayor cuantos mas frutos hay
y mas tiempo permanecen en el arbol. Se desconoce qué sefial(es) produce el fruto para inhibir

la floracion, por lo que se carece de una técnica eficaz para resolver la alternancia de cosechas.

La hipotesis hormonal apunta a las giberelinas, pero su papel en el proceso de inhibicion no se
conoce con precisién. Esta hipdtesis procede del efecto inhibitorio que tiene el acido giberélico

(AG) para inhibir la floracidon. Su aplicacidon sobre variedades como Citrus unshiu durante el



periodo de induccion floral, principalmente, o justo antes de la brotacién, redujeron la floracion
(Garcia-Luis et al., 1986). Pero la aplicacion de AG en esa época para controlar la floracién también
retarda la pérdida de clorofilas del fruto, y reduce la concentracidn de pigmentos carotenoides
coloreados (Gambetta, 2009), lo que supone un problema en variedades de recoleccién de media
estacion. En estos casos, un adelanto de la aplicacion de AG al mes de septiembre, que tiene un
efecto similar al del momento de la induccidn, serviria para reducir la incidencia del AG en el
cambio de color del fruto. Pero se desconoce qué efecto provoca en las yemas y las hojas la

aplicacion de AG en etapas previas a la induccion floral.

1.2. La brotacion y floracion en los citricos.

La brotacidon de los citricos cultivados en clima Mediterraneo ocurre en tres épocas: primavera,
inicio de verano y final de verano. La brotacién de primavera es la que da las flores que producen
frutos comerciales, mientras que las de verano son en su mayoria brotaciones vegetativas. En la
brotacion de primavera, los brotes pueden ser de varios tipos: brotes vegetativos (BV), aquellos
que solo poseen hojas, brotes mixtos (BM), brotes vegetativos que diferencian flores en la axila
de las nuevas hojas y una flor terminal, ramos florales (RF), inflorescencias sin hojas, flor solitaria
(FS), y brotes campaneros (BC), que son brotes vegetativos que diferencian una flor terminal

(Agusti, 2012).

En cada brotacidn, la yema axilar puede tener 3 destinos posibles: 1) puede quedar latente y no
brotar, 2) puede brotar y adquirir un crecimiento indeterminado, es decir, convertirse en un brote
vegetativo, y 3) puede llegar a ser un brote floral con crecimiento determinado. Para florecer, es
necesario que se retinan unas condiciones ambientales determinadas y que haya expresion de los
genes responsables de la induccidn e identidad floral del meristemo. Entre ellos, se encuentran
los genes FLOWERING LOCUS T (FT), LEAFY (LFY) y APETALA1 (AP1). Por otra parte,
CENTRORADIALIS (CEN) y TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), son genes encargados de dotar al
meristemo de un crecimiento indeterminado o vegetativo (Pnueli et al., 1998; Mohamed et al.,

2010).

La induccién floral es el proceso a través del cual las yemas vegetativas son promovidas a florecer
(Davenport, 1990). En los citricos, el proceso se inicia con la bajada de las temperaturas por

debajo de unos 15 °C durante unos 45 dias (Nishikawa et al., 2007), y se localiza en las hojas,



donde se genera una sefial proteica, la proteina FT, que se transporta al meristemo (Corbesier et
al., 2007). El proceso se divide en dos fases: 1) una fase reversible en la que si se modifican las
condiciones que determinan el desarrollo del proceso, no se da la iniciacién floral y la yema
continla vegetativa, y 2) otra irreversible durante la cual, aunque se modifiquen las condiciones,
el proceso de induccidn floral se lleva a cabo, y el meristemo sufre la diferenciacién floral (Urbina,

2002).

Posteriormente, ocurre la diferenciacidn floral. La diferenciacion floral es la transicion anatémica
y morfolégica de los meristemos vegetativos a meristemos florales (Davenport, 1990). Una vez la
proteina FT llega al meristemo, esta forma un complejo heterodimero con la proteina FLOWERING
LOCUS D (FD) y con ello activa la expresién en cascada de los genes responsables de la

diferenciacion floral, LFY, AP1y SOC1 (Figura 4).
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FT

| ~Phloem

Induccion
floral

FT— FT mRNA

FT protein —>
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Figura 4. Esquema resumen de los procesos de induccion y diferenciacion floral que se dan en la
hoja y el meristemo (Zeevaart, 2008). El gen FT se expresa en las hojas en las células
acompafiantes del floema. La proteina FT se transporta via floema hacia el meristemo apical. Alli
forma un heterodimero con el gen FD. El conjunto FD/FT activa la expresién de SOC1, AP1 y LFY
gue desencadenarad la diferenciacion floral. FT: FLOWERING LOCUS T; FD: FLOWERING LOCUS D;
SOC1: SUPPRESSOR OF OVEREXPRESION OF CONSTANS 1; AP1: APETALAL; LFY: LEAFY.



1.3. Factores promotores e inhibidores de la floracion.

1.3.1. Factores promotores. Bajas temperaturas y estrés hidrico.

Los principales factores promotores de la floracidn en los citricos son las bajas temperaturas y el
estrés hidrico, mientras que la duracién del dia (horas de luz) no tiene ningun efecto (Lord y

Eckart, 1985).

En clima tropical, la induccidn floral se inicia con un déficit hidrico (Cassin et al., 1969). Este déficit
prolongado hace que aumente la expresién en las hojas del gen FT, involucrado en la induccién
floral. Una vez recuperado el estado hidrico se produce la diferenciacion floral, por el aumento
de la expresion en las yemas de los genes involucrados en este proceso, LFYy AP1 (Chicay Albrigo,
2013). Para que haya una cantidad suficiente de yemas inducidas es necesario que el déficit

hidrico se prolongue durante, al menos, un mes (Davies y Albrigo, 1994).

En el clima Mediterraneo, la induccién de la floracion se produce como consecuencia de las bajas
temperaturas en otofio (Valiente y Albrigo, 2004). Estas bajas temperaturas, que no deben ser
inferiores a 52C ni superiores a 202C, siendo las éptimas entre 10 y 152C (Chica y Albrigo, 2013),
provocan un aumento de la expresidén del gen FT en las hojas, inicidndose la induccién floral
(Nishikawa et al., 2007). Una vez vuelven a subir las temperaturas a finales del invierno ocurre la
diferenciacion floral, aumentando la expresién de los genes LFY y AP1, involucrados en este

proceso (Nishikawa et al., 2007).

1.3.2. Factores inhibidores: La presencia del fruto.

Es ya conocido el efecto inhibitorio sobre la floracidn que tiene la presencia del fruto en el arbol
(Garcia-Luis et al., 1986). Este efecto se ve incrementado cuanto mas tiempo permanece el fruto
en el arbol y cuanto mayor es la cosecha (Monselise y Goldschmidt, 1982; Valiente y Albrigo, 2004;
Martinez-Fuentes, 2010). El fruto también inhibe el desarrollo vegetativo, por lo que reduce el
numero de yemas brotadas y, por tanto, la cantidad de posibles yemas diferenciadas en flor

(Mufioz-Fambuena et al., 2012). Las hipdtesis que tratan de explicar estos efectos son:



1. Hipdtesis nutricional o balance de carbohidratos.

Las reservas movilizadas tienen dos destinos o sumideros, las yemas y los frutos. De este
modo, el fruto tiene un efecto sumidero mayor que las yemas y reduce la cantidad de
reservas (C principalmente) que llegan a estas. No obstante, existen algunos
experimentos que no contemplan a los carbohidratos como un factor limitante para la

floracién en condiciones normales de cultivo (Garcia-Luis et al., 1986; Agusti et al., 2020).

2. Hipdtesis hormonal.

El contenido de giberelinas (GAs) enddgenas entre octubre y diciembre es mayor en las
yemas (naranja dulce cv. ‘Valencia’) y en las hojas (mandarino cv. ‘Satsuma’) de los brotes
con fruto que no florecen que en los brotes vegetativos sin fruto que florecen
abundantemente. Posteriormente, en febrero, las diferencias son minimas (Jones et al.,
1977; Koshita et al., 1999). Ademas, la aplicacion exdgena de AG reduce la floracidn
(Guardiola et al., 1982). Estos resultados dieron lugar a proponer que las GAs producidas
por el fruto podrian ser un factor regulador de la floracidn en los citricos (Monselise y

Goldschmidt, 1982; Martinez-Fuentes et al., 2004).

3. El mecanismo de inhibicién por accidon del fruto también se debe a la activacion
epigenética durante la induccion floral del gen represor de la floracion FLOWERING
LOCUS C (FLC), cuyo homodlogo en citricos es el CcMADS19 (Agusti et al., 2020). Este gen
es el encargado de reprimir la accidn del gen CiFT3 (homdlogo de FT en los citricos y
promotor de la floracién), aunque la planta se encuentre en condiciones de baja
temperatura favorables para la induccién floral, impidiendo el desarrollo de las flores en
la siguiente brotacidn. Las yemas axilares y sus nuevos brotes vegetativos se reprograman
epigenéticamente, reprimiendo el gen CcMADS19 y permitiendo que en la siguiente

induccidn pueda expresarse el gen CiFT3 (Mesejo et al., 2022).

Por otro lado, la presencia del fruto también influye sobre la brotacién. Martinez-Fuentes et al.
(2010) demostraron, en el mandarino cv. ‘Nadorcott’, que el retraso de la época de recoleccion
de arboles con diferente intensidad de cosecha provoca una reduccion de la brotacién paralela a
una reduccion de la floracién. No obstante el nimero de érganos por brote (nimero de hojas y/o

flores) no fue alterado en ningln caso, lo que indica un efecto directo del fruto sobre la yema


https://europepmc.org/article/med/35463419#ref105
https://europepmc.org/article/med/35463419#ref105
https://europepmc.org/article/med/35463419#ref96

impidiéndole brotar. El fruto, por tanto, no altera el nimero de flores por yema sino el nimero

de yemas que brotan.

En resumen, la floracién es inhibida por el fruto de dos formas (Guardiola et al., 1982; Garcia-Luis
et al., 1986): una directa, como consecuencia de la inhibicién que provoca el fruto al reprimir los
genes responsables de la induccién floral y una indirecta, reduciendo la cantidad de yemas

brotadas y, por tanto, de flores emergidas (Mufioz-Fambuena et al., 2011; 2012).

1.3.3. Factores inhibidores. La accidn de las giberelinas.

Las GAs son fitohormonas diterpenoides que desempefian y regulan diversas funciones en el
desarrollo de las plantas, tales como la germinacidn de las semillas, el alargamiento del tallo, Ia
expansion de las hojas, el desarrollo del fruto y la floracidn (Achard y Genschik 2009, Daviere y

Achard 2013, Wang et al., 2020).

Existen mas de 130 estructuras de giberelinas diferentes, aunque sélo unas pocas son bioactivas;
estas son las GA;, GAs, GA, y GA7 (Yamaguchi, 2008). Las demas GAs son precursoras o formas
inactivas. Las GAs bioactivas promueven la transduccion de sefiales que involucran a dos
conjuntos de reguladores, las proteinas DELLA y los receptores de GAs (Olszewski et al., 2002).
En un primer momento se unen al receptor de las mismas, GA-INTENSITIVE DWARF1 (GID1), y
posteriormente, después de una cadena de sucesos, se degradan las proteinas DELLA y se

desencadenan la respuesta de las GAs (McGinnis et al., 2003, Sasaki et al., 2003).

En los citricos se ha demostrado ampliamente que la aplicacion de GAs; (4cido giberélico, AG)
inhibe la floracién, desde 1964, cuando se demostrd la reduccidn de la floracién en naranjo dulce
cv. ‘'Shamouti” (Monselise y Halevy, 1964). Existen dos momentos de mayor sensibilidad en los
que la aplicacién de GAs reduce la floracidn, cada uno interfiriendo en un proceso distinto. El
primero es mas largo, durante la induccidn floral (entre noviembre y diciembre, dependiendo de
las temperaturas). En este momento el AG reduce la expresion del gen CiFT3 (Mufioz-Fambuena
et al., 2012; Goldberg-Moeller et al., 2013). El segundo momento de mayor sensibilidad tiene una
duracién menor, pero también tienen un efecto inhibitorio significativo en la floracion. Ocurre al
inicio de la diferenciacion floral (Monselise y Halevy, 1964; Guardiola et al., 1982), e inhibe la

expresion de los genes AP1 y AP2 (Tang y Lovatt, 2019)



La aplicacién de GA; provoca una redistribucion de los tipos de brotes en la siguiente brotacién,
haciendo que estos tengan una menor proporcion de flores y un mayor crecimiento vegetativo
(Guardiola et al., 1982). Asi pues, existe un mayor nimero de brotes florales con hojas que brotes
florales sin ellas. El GA; también reduce el nimero de yemas brotadas, teniendo un efecto similar
al del fruto, sin embargo, mientras el fruto reduce la floraciéon de las yemas mds préximas de

forma completa, el GAs activa su represidn de forma parcial.

El efecto de las GAs también se puede explicar con inhibidores de su sintesis, como el
paclobutrazol (PBZ). El PBZ es un inhibidor sintético de la enzima kaureno oxidasa, que participa
al inicio de la ruta de biosintesis de GAs (Rademacher, 2000). La aplicaciéon de PBZ durante la
induccion floral promueve la floracién en citricos (Delgado et al., 1986; Harty y Van Staden, 1988a;
1988b; Martinez-Fuentes et al., 2004; Monteiro da Cruz et al., 2008; Ogata et al., 1996). Esto
sugiere que las aplicaciones exdgenas de GAs disminuyen los niveles de floracion mediante la
modificacion del balance hormonal enddgeno, como lo demuestra la aplicacién de paclobutrazol
aumentando la floracidn. El PBZ, al contrario que el GAs, aumenta el nimero de nudos brotados
y la cantidad de brotes florales, reduciendo el nimero de brotes vegetativos (Martinez-Fuentes
et al,, 2013). Mufioz-Fambuena et al. (2012) demostraron que la aplicaciéon de PBZ a 2000 ppm a
principios de diciembre sobre ‘Salustiana’ provoca un aumento directo de la expresion del gen

CiFT, que posteriormente se traduce en un aumento de la expresién de CsLFY y de la floracion.

Limitaciones de los tratamientos con AG y PBZ

Aunque se haya demostrado la efectividad del PBZ y del GAs;, esta se pierde en los casos mas
extremos. Asi pues, cuando hay un exceso de floracidn o una falta de floracién muy acusadas
estos fitorreguladores no consiguen promover una cantidad de flores adecuada. En los citricos,
una intensidad de floracion media (25-50 flores por 100 nudos) proporciona una cosecha
adecuada. Cuando ésta supera las 150 flores por 100 nudos, el porcentaje de cuajado se reduce
significativamente (Agusti et al., 1982). En experimentos realizados con el mandarino ‘Fortune’ y
el tangor ‘Ellendale’, con una floracidn de mas de 200 flores por 100 nudos, se realizaron
tratamientos con GAs a una concentracién de 25 mg/I, pero tan solo se consiguié una reduccion
de la floracién hasta las 180 flores por 100 nudos. Haciendo un tratamiento con el doble de
concentracion tampoco se consiguid una reduccién notable del nimero de flores (Martinez-

Fuentes et al., 2004).

En cuanto al PBZ, su aplicacién aumenta la floracién en arboles sin fruto (OFF), no obstante a

partir de una cantidad de frutos su efecto se anula (Martinez-Fuentes et al, 2013), precisamente



cuando seria de interés agrondmico su aplicacidn. La efectividad del PBZ también depende del
momento y tipo del tratamiento, ya que su efecto se debe a que este antagonista de las GAs tiene

que llegar al destino antes de que las GAs se sinteticen (Monselise y Goldschmidt, 1982).

1.4. Hipétesis de trabajo y objetivos.

Con el objetivo general de conocer el papel de las GAs en la inhibicion de la floracion, el presente
TFM plantea la siguiente hipdtesis: “El efecto inhibidor de las giberelinas sobre la floracién cuando
se aplican en etapas previas a la induccidn floral (septiembre) es debido al control génico de la

identidad del meristemo.

Los objetivos del trabajo son:

1. Estudiar el efecto de la aplicacion de AG antes de la induccién floral sobre la floracion en

el naranjo dulce ‘Lane late’.

2. Estudiar el mecanismo de accién del tratamiento con AG a través de la aplicacion

localizada de AG a hoja y yema y la cuantificacién de

a. la expresion de los genes promotores de la floracién CiFT3 (en hoja) y CsLFY (en

yema).

b. la expresion del gen CsCEN (en yema) relacionado con el crecimiento

indeterminado del meristemo.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal.

Los experimentos se han llevado a cabo con 25 arboles adultos y sanos de naranjo dulce (Citrus
sinensis L.) variedad ‘Lane late’ de la finca ‘La Reva’ en el término municipal de Torrent (Valencia).
El marco de plantacién es de 6x4 metros, con orientacion de los drboles norte-sur, y fertirrigacién,
control de plagas y enfermedades llevado a cabo por los técnicos de la finca segun las normas de

Produccidn Integrada.

2.2. Diseno experimental.

En el primer experimento se estudié el efecto temporal del AG (aplicado antes, durante y después
de la época de induccién) sobre la brotacion, floracién y la expresidn de los genes de la induccidn
floral (CiFT3) e identidad del meristemo (CsLFY y CsCEN); en el segundo experimento se estudié

el efecto espacial del AG (aplicado a rama, hoja o yema) en la época anterior a la induccion.

Para el primer experimento, el dia 6 de septiembre se marcaron brotes de primavera de entre 5

y 10 nudos. En total se marcaron 60 brotes por tratamiento:

l. 180 brotes OFF (sin fruto) para tratar en septiembre (6/9), noviembre (25/11) y
diciembre (28/12) con GAsz a una concentracidn de 50 mg It mediante un pulverizador
manual.

1. 60 brotes OFF, como controles capaces de florecer.

Il 60 brotes ON (con fruto en posicidn terminal), como controles incapaces de florecer.

El periodo de induccién floral se inicia cuando la temperatura se sitla por debajo de 152C, y se

debe mantener durante mas de 30 dias (Nishikawa et al., 2007). En las condiciones del
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experimento, la temperatura media se mantuvo por debajo de 152C a partir del mes de

noviembre (figura 5), lo que determind la fecha de los tratamientos.

Para estudiar el efecto del tratamiento sobre la expresién de los genes de la floracién se tomaron
muestras 48h después de cada aplicacidn. En concreto, se recogieron 12 brotes tratados y de los
controles ON y OFF en cada una de las fechas. Estos se transportaron a una temperatura de unos
4°C hasta el laboratorio, donde se separaron las hojas y las yemas y se congelaron con nitrégeno

liguido. Las muestras se almacenaron a -80°C.

El resto de brotes, 24 por cada tratamiento, se utilizaron para evaluar la floracién en primavera

(23/3).

En el segundo experimento se aplicd GAs (50 mg I't) a brotes enteros, con un pulverizador manual,
o de forma localizada sobre las hojas y las yemas mediante la ayuda de un pincel. El experimento
se realizd en 45 brotes por tratamiento el dia 6 de septiembre. Dos dias después del tratamiento
se muestred 15 brotes por tratamiento para determinar el efecto de la aplicacién localizada de
GA; sobre la expresién de los genes de la floracidn, y, finalmente, el dia 23 de marzo se evalud la
floraciéon. Se hizo un conteo manual del nimero de flores, del nimero de brotes y del tipo de

brotes emergidos de cada yema brotada (vegetativo, mixto, campanero, ramo de flor o flor

solitaria).
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Figura 5. Evoluciéon de la temperatura maxima, minima y media durante el periodo del
experimento. La flechas indican el momento de los tratamientos y los muestreos. Fuente:
Elaboracién propia a partir de los datos de la estacion meteorolégica del IVIA de Torrente.
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2.3. Preparacion de muestras.

Los 12 brotes de cada muestra se separaron, al azar, en 3 réplicas de 4 brotes cada una. Para
determinar la expresién génica de CiFT3 se tomaron 3 hojas de cada réplica, y para determinar la
expresion de CsCEN y CsLFY se separaron las yemas de todos los brotes con la ayuda de un bisturi.
Hojas y yemas se congelaron con nitrégeno liquido y se conservaron a -802C en tubos de ensayo.
Posteriormente, y con la ayuda de N; liquido y un mortero especial, se molieron todas las

muestras sin romper la cadena del frio para poder realizar la extraccién del mRNA.

2.4. Extraccion del mRNA.

La extraccion de mRNA consiste en los procedimientos que permiten eliminar las barreras fisicas
y quimicas del mRNA, tales como polifenoles, proteinas, metabolitos secundarios, polisacdridos,
etc. El protocolo de extraccién de mRNA tiene una duracidn de dos dias y se divide en 2 partes.
Durante la primera, realizada el primer dia, se pesan 0,5 gramos del material vegetal pulverizado.
Los 0,5 gramos de muestra se colocan en un tubo de 15 ml, en el que se afiaden también 2 ml de
TCES (0.2 Tris pH=8 + 0.2M NaCl + 50 mM EDTA + 2% SDS), 40 pl B-mercaptoetanol y 2 ml de fenol
acido. Posteriormente, con ayuda del vdrtex se homogeniza la mezcla durante alrededor de 1
minuto y se coloca durante 20 minutos en un bafio con agua a 502C, homogeneizando la mezcla
varias veces durante el proceso. Mas tarde, se centrifuga durante otros 20 minutos a 10.500 r.p.m
y después se recupera el sobrenadante mediante una pipeta y se deposita en un tubo de 15 ml.
Posteriormente se afiade la misma cantidad que la extraida de sobrenadante de cloroformo
isoamilico (24:1), se homogeniza la mezcla con la ayuda del vdrtex, y se centrifuga a 10.500 r.p.m.
durante 5 minutos. Antes de terminar la primera etapa se extrae el sobrenadante del resultado
de la centrifuga y se afiade la mitad del volumen extraido de LiCl 6M (DEPC), y se deja precipitar

a -20°C toda la noche.

En la segunda fase, al dia siguiente, se comienza con el centrifugado de la muestra dejada reposar
durante 20 minutos a 10.500 r.p.m para extraer el precipitado que queda en el fondo del tubo. El
sobrenadante de LiCl se desecha y el precipitado se lava afiadiendo 200 ul de EtOH 70% (a -202C)

y centrifugando, de nuevo, 5 minutos a 10.500 r.p.m. El sobrenadante de EtOH se elimina y se
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deja secar al aire en la campana extractora durante 1 hora, y finalmente se suspende en 100 ul

de agua.

Por dltimo, para cuantificar la cantidad y calidad del mRNA libre obtenido de la suspensién

anterior, se utilizé un equipo NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies).

2.4. Rt-qPCR.

Para la cuantificacidn relativa mediante PCR se utilizé el kit QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit
(Qiagen), segun las instrucciones del fabricante. Para cada muestra se emplearon 2,5 pl fruto de
la reaccién de retrotranscripcion anterior. El programa que se utilizé fue de 15 minutos a 95 2C
para la activacién de la Hotstar Taq polimerasa, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 94 oC
(desnaturalizacién), 30 segundos a 60 2C (alineamiento) y 30 segundos a 72 2C (extensidn). Al final
del proceso de alineamiento se midié la fluorescencia. Los oligonucleétidos especificos para
poder amplificar cada gen (Tabla 1) se emplearon a una concentracién de 0,3 uM. Al terminar
cada gPCR se realizd otra operacion consistente en el andlisis de la curva del punto de fusién, y
con ello poder detectar la presencia de amplificaciones inespecificas o de dimeros. Se llevaron a
cabo tres réplicas técnicas de cada muestra de cDNA, incluyéndose dos controles en los que para
el molde de cDNA se usd agua para poder detectar la posible formacidn de dimeros o presencia

de contaminacion.

2.5. Anadlisis estadistico.

La evaluacién estadistica de los resultados se llevé a cabo mediante un analisis de la varianza
(ANOVA), utilizando la minima diferencia significativa (LSD) para comparar las medias. Los datos
experimentales se analizaron con el software Statgraphics Centurion XVIII (Graficos estadisticos,
Englewood Cliffs, NJ, EE.UU). También se empled la herramienta informatica Excel para el analisis

de los resultados.
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Tabla 1. Genes y cebadores elegidos para el andlisis de expresidn génica.

. ORIENTACION )
GEN ID EST code DESCRIPCION DEL PRIMER SECUENCIA (5’-3’)
F AGACTGTTTATGCACCGGGG
CiFT3 Ciclev10012905m Promotor de la induccion floral
R AGTTGAAGTAGACAGCGGCC
F TCTTGATCCAGGTCCAGAACATC
CsLFY aC34107CO6EF_c Promotor de la diferenciacion
R TAGTCACCTTGGTTGGGCATT
F CCAGCTTCAAGGGATCGGTT
CsCEN | Ciclev10029782mCDS Promotor del crecimiento
indeterminado
R GAGCAGCAGTCTCCCTTTGT
F GAACCAGGAGCTTAGGTCTG
LYC Ciclev10025866m Gen de referencia
R GCTAGGTCTACAACAAGGCC
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto de la aplicacion de AG antes, durante y después de la
induccidn floral sobre la floraciéon del naranjo dulce cv. Lane Late.

Las ramas sin fruto (OFF) de los arboles del cv. Lane late presentaron una intensidad de floracion
de 413,3 flores/100 nudos en promedio. El tratamiento con AG redujo significativamente la
floracién respecto de las ramas OFF, con diferente respuesta en funcién de la época de aplicacion.
Asi, el tratamiento realizado en septiembre redujo la intensidad de floracion un 96% (17,4
flores/100 nudos en promedio). Este tratamiento no mostré diferencias significativas con el
tratamiento de AG realizado en noviembre, que redujo la floracién un 85% (64,7 flores/100 nudos
en promedio), pero si difirid significativamente del tratamiento realizado en diciembre, cuya
eficacia reduciendo la floracion fue significativamente menor, un 15% (311,3 flores/100 nudos en

promedio). Las ramas con fruto (ON), utilizadas como control negativo, no florecieron (Figura 6).

En cuanto a la brotacion de primavera, las ramas OFF tuvieron 105,4 brotes/100 nudos, en
promedio, las ramas OFF tratadas con AG en septiembre tuvieron 18,3 brotes/100 nudos, las
tratadas en noviembre tuvieron 39,7 brotes/100 nudos y las tratadas en diciembre tuvieron 75,9
brotes/100 nudos. Las ramas ON brotaron escasamente, 13,6 brotes/100 nudos en promedio
(Figura 7A). La formacion de mas de un brote por nudo (nudos multiples) presenté una pauta
similar a la brotacién general. En las ramas OFF se cuantificaron 30,5 nudos multiples/100 nudos,
mientras que se cuantificaron 1,5, 3,2 y 15,9 nudos multiples/100 nudos en las ramas tratadas
con AG en septiembre, noviembre y diciembre, respectivamente. En el caso de las ramas ON no

hubo brotes multiples (Figura 7B).

La reduccion de la floracion correlaciond significativamente con la reduccion de la brotacion (y =
0,197x + 1,4275; r = 0,89), y la eficacia del tratamiento con AG dependié significativamente de la

época de aplicacion, siendo menor cuanto mas cerca estaba el momento de la diferenciacién.
Pero la reduccién de la floracién no se debid exclusivamente a la reduccion de la brotacién sino

también a la reduccion del nimero de flores por yema brotada, de modo que los tratamientos

con AG en septiembre y noviembre también redujeron significativamente el nimero de flores por
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yema brotada, de 4 a 1 en comparaciéon con las ramas OFF, mientras que el tratamiento de

diciembre no difirié del control (Figura 8).
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Figura 6. Efecto de la aplicacién de AG (50 mg I'!) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la floracion del
naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer.
Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras verticales indican el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Figura 7. Efecto de la aplicacién de AG (50 mg I'!) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la brotacidn (A)
y el nimero de brotes multiples (B) del naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se
evaluaron como control incapaz de florecer. Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras
verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).
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Figura 8. Efecto de la aplicacién de AG (50 mg I'!) a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la floracion del
naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer.
Cada valor es la media de 24 brotes. Las barras verticales indican el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Los tratamientos con AG también modificaron significativamente la distribucién de los tipos de
brotes, tanto en términos absolutos como relativos. Asi, en las ramas OFF la mayoria de brotes
fueron ramos de flor (RF), con 82,3 RF / 100 nudos, es decir, el 77% de los brotes. El resto de
brotes de las ramas OFF fueron mayoritariamente reproductivos [9,85 flores solitarias (FS) / 100
nudos, 8,76 brotes mixtos (BM) / 100 nudos y 2,04 brotes campaneros / 100 nudos], y tan solo
3,9 brotes vegetativos (BV) / 100 nudos. En las ramas ON todos los brotes fueron vegetativos, en

concreto habia 13,61 brotes vegetativos por cada 100 nudos (Figura 9).

Las ramas tratadas con AG en septiembre mostraron una reduccion significativa de los RF (2,9/100
nudos) y las FS (1,48/100 nudos) respecto de las ramas sin tratar, y un aumento de los BV (12,02
BV/100 nudos), que representaron el 63,4 % del total. El efecto del tratamiento fue muy similar
al provocado por el fruto. Pero mientras el fruto anulé la floracidn, en las ramas tratadas con AG
en septiembre hubo un 37% de brotes florales, ademas de los RF y FS citados anteriormente, 1,87

brotes mixtos/100 nudos y 0,94 brotes campaneros (Figura 9).
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La distribucién de brotes de las ramas tratadas con AG en noviembre fue muy similar a la de las
ramas tratadas en septiembre, con la excepcién de las FS, ya que su nimero no se redujo por
efecto del tratamiento en comparacién a las ramas OFF. En las ramas tratadas con AG en
diciembre la mayoria de brotes fueron brotes mixtos, con 61,45 BM/100 nudos (el 77% de los

brotes) (Figura 9).

En resumen, los tratamientos con AG en cualquier época reducen significativamente los ramos de
flor y aumentan, en general, los otros tipos de brotes, destacando el incremento de brotes
vegetativos provocado por el tratamiento de septiembre y de brotes mixtos en el tratamiento de

diciembre, lo que sugiere diferencias en el mecanismo de accién.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de AG (50 mg I') a ramas sin fruto (OFF) en septiembre (6 de
septiembre), noviembre (25 de noviembre) y diciembre (28 de diciembre), sobre la distribucidn
porcentual del tipo de brotes del naranjo cv. “Lane late”. Cada valor es la media de 24 brotes. Las
ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de florecer. RF: ramo de flor; FS: flor
solitaria; BM: brote mixto; BV: brote vegetativo; BC: brote campanero.

3.2. Efecto de la aplicacion localizada de AG, antes de la induccion
floral, sobre la floracion del naranjo dulce var. Lane Late.
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Con el fin de determinar el modo de accidon de la aplicacidn de septiembre, se estudio el efecto
individual del AG en la hoja y en la yema. La intensidad de floracién de las ramas control fue
abundante (413,35 flores/100 nudos), y los tratamientos localizados con AG la redujeron con
independencia del érgano tratado. Asi, la aplicacion de AG a toda la rama redujo la floracién hasta
116,06 flores/100 nudos, el tratamiento localizado a hojas la redujo hasta 94,15 flores/100 nudos,
y el tratamiento localizado a yemas la redujo hasta 200,07 flores/100 nudos. En las ramas ON no

hubo flores (Figura 10).

La brotacidon también se redujo por efecto de los tratamientos localizados, pero en este caso si
gue hubo diferencias entre los tratamientos. La aplicacion de AG a las hojas y ramas redujo
significativamente la brotacidn respecto de las ramas OFF sin tratar (30, 46 y 105 brotes/100
nudos, respectivamente). El tratamiento localizado a yemas fue significativamente menos eficaz

que el tratamiento a hojas (Figura 11A).

La cuantia de nudos multiples también se redujo por efecto de los tratamientos localizados, de
30 nudos multiples/100 nudos en el control a 3, 4 y 12 nudos multiples/100 nudos en las ramas
con tratamiento localizado a hoja, rama y yema, respectivamente. Sin embargo, en este caso, no

se alcanzd la significacién estadistica (Figura 11B).
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Figura 10. Efecto de la aplicacion localizada de AG (50 mg I'!) a ramas, hojas y yemas sobre la
floracién de naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz
de florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 30 brotes.
Las barras verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05).
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Figura 11. Efecto de la aplicacion de AG (50 mg I'!) a rama, hoja y yema sobre el nimero de brotes
(A) y sobre la cantidad de nudos multiples (B) del naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON)
se evaluaron como control incapaz de florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de septiembre.
Cada valor es la media de 30 brotes. Las barras verticales indican el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Por ultimo, los tratamientos localizados también modificaron la distribucién de los tipos de brotes
respecto del control, especialmente reduciendo las inflorescencias sin hojas. Asi, los tres
tratamientos redujeron significativamente el nimero de RF de 80 RF/100 nudos en el control a
19, 16 y 21 RF/100 nudos en los tratamientos a ramas y localizados a hojas y yemas,
respectivamente (Figura 12), y el nimero de FSde 10a 0, 2 y 5 FS/100 nudos, en el control, y los
tratamientos a rama, hoja y yema, respectivamente.

El tratamiento a yema promovid la formacion de BM hasta los 23,6 BM/100 nudos, mientras que
aunque en general se aumentd la formacion de BC y BV no se alcanzd la significacion estadistica

respecto del control (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la aplicacidon de AG (50 mg I'!) a rama, hoja y yema sobre el tipo de brotes
del naranjo cv. “Lane late”. Las ramas con fruto (ON) se evaluaron como control incapaz de
florecer. Los tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 30 brotes.
Las barras verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05).

3.3. Efecto de la aplicacion de AG en la expresion de los genes
CiFT3 enla hojay CsLFY y CsCEN en la yema.

Para determinar el mecanismo de accién a través del cual la aplicacién de AG dos meses antes de
la induccidn floral reduce la floracién en el naranjo dulce cv. “Lane late” se determind la expresidn
relativa del gen CiFT3 en la hoja, responsable de la induccidn floral, y de los genes CsLFY, que
participa en la identidad floral del meristemo, y del gen CsCEN, uno de los genes encargados del

crecimiento indeterminado del meristemo.

La aplicacidn de AG a la rama en el mes de septiembre no tuvo ningln efecto en la expresion
relativa de CiFT3 a corto plazo (48h después del tratamiento) respecto de las ramas OFF. Sin
embargo, el efecto a largo plazo si se modificd significativamente por efecto del tratamiento. Asi,
tanto en noviembre como en diciembre la expresidon de CiFT3 en las hojas de las ramas OFF

aumento significativamente por efecto de las bajas temperaturas, pero el AG, como la presencia
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del fruto (ON), bloqued el aumento de la expresidon de CiFT3 anulando el efecto de la baja

temperatura (Figura 13).

A diferencia del efecto sobre la hoja, el tratamiento con AG si que tuvo efecto a corto plazo (48h)
en la expresion de los genes de la identidad floral de las yemas. La expresion de CsLFY fue
ligeramente superior en los tratamientos a yema y rama, en comparaciéon con las yemas de las
ramas OFF sin tratar. Pero el hecho de que no difirieran significativamente de las yemas de las
ramas ON, que no son capaces de inducir la floracidn, sugiere que esta diferencia es irrelevante
desde el punto de vista de la floracién (Figura 14A). Por otra parte, la expresion relativa del gen
CsCEN si que mostré un aumento consistente y significativo por efecto de la aplicacion de AG,
tanto en los tratamientos a ramas como a yemas, pero no a hojas, respecto de ambos controles

con fruto (ON) y sin fruto (OFF) (Figura 14B).

Estos resultados sugieren que, en septiembre, 1) la identidad floral del meristemo axilar todavia

no se ha promovido, y 2) que las yemas muestran sensibilidad a las GAs para promover, o

mantener, la identidad vegetativa del meristemo axilar.
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Figura 13. Evolucidn de la expresion relativa del gen CiFT3 en hojas de ramas con fruto (ON), sin
fruto (OFF) y tratadas con AG en septiembre en el naranjo cv. “Lane late”. El muestreo de
septiembre se realizé 48 h después del tratamiento con AG. Los tratamientos se realizaron el 6
de septiembre. Cada valor es la media de 3 RT-qPCR independientes. Las barras verticales indican
el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Figura 14. Expresion relativa de los genes CsLFY (A) y CsCEN (B) en las yemas de ramas con fruto
(ON) sin fruto (OFF) y tratadas con AG en septiembre en el naranjo cv. “Lane late”. Los
tratamientos se realizaron el 6 de septiembre. Cada valor es la media de 3 RT-gPCR
independientes. El muestreo se realiz6 48 h después del tratamiento con AG. Las barras verticales
indican el error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).
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4. DISCUSION

El periodo de induccidn floral de los citricos tiene lugar a finales de otofio para el naranjo dulce y
los mandarinos Clementinos e hibridos, y un mes mas tarde para el mandarino Satsuma
(Guardiola et al., 1982; Garcia-Luis et al., 1986; Lord y Eckart 1987; Nishikawa et al., 2007; Mufioz-
Fambuena et al., 2011). Sin embargo, es posible encontrar épocas de gran sensibilidad al
tratamiento con AG muy alejadas de dicho periodo, como demuestran los resultados de este TFM
para el naranjo dulce, que confirman los obtenidos anteriormente por Guardiola et al., (1982) y
Martinez-Fuentes (2010), y para el mandarino Satsuma (Garcia-Luis et al., 1986). En este ultimo
estudio, se determiné la presencia de dos periodos de maxima respuesta frente al AG, uno entre
septiembre y noviembre, y otro en el mes de enero. Entre los dos periodos, se observa una
pérdida de sensibilidad a la aplicacién de AG (Guardiola et al., 1982; Garcia-Luis et al., 1986), como
también se confirma en este TFM con la aplicacion a finales de diciembre respecto de las de

septiembre y noviembre (Figuras 6 y 7A).

La eficacia del tratamiento realizado en septiembre presenta importancia desde el punto de vista
agrondmico, porque permitiria regular la floracién sin afectar el periodo de recoleccién del fruto
en variedades de media estacién, ya que aplicaciones tempranas de AG no influye en el cambio
de color (Gambetta, 2009). Pero, mas alla de esta consecuencia practica, los resultados de este
TFM aportan nueva informacién para la comprension del proceso de transformacion de una yema

vegetativa en floral, y el papel regulador que las GAs tienen en él.

La reduccion de la floraciéon obtenida mediante el tratamiento de AG en septiembre fue muy
eficaz, como lo fue el fruto (Figura 6), y no solo se debid a la reduccidn de la brotacidon y numero
de nudos multiples (Figura 7), sino también a la reduccidn del numero de flores por yema brotada
(Figura 8) y a una redistribucidon de los tipos de brotes formados. Particularmente importante fue
la reduccién porcentual de ramos de flor y el aumento de brotes vegetativos (Figura 9). Por el
contrario, la aplicacién de diciembre solo redujo ligeramente la brotacién y el nimero de nudos
multiples, y no promovid la formacidon de brotes vegetativos. En este tratamiento destacé la
transformacion de ramos de flor en brotes mixtos, sin modificar el nimero de flores por yema
brotada, lo que podria ser debido a un estimulo del desarrollo de los entrenudos y las hojas que

no desarrolla el ramo de flor (Cervera, 2021).
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Todo ello indica la importancia del estado de la yema en el momento del tratamiento. La hipdtesis
mayormente aceptada, respecto del estado de la yema, propone que la yema es vegetativa por
defecto, y se transforma a floral promovida por sefiales exdgenas. Mientras en septiembre las
yemas no deben haber adquirido la identidad floral siendo, por tanto, vegetativas, a finales de
diciembre ya pueden haberla adquirido, lo que justificaria las diferencias en la formacién de
brotes vegetativos entre la aplicacién de AG de septiembre y diciembre (Lord y Eckart, 1985;
1987). Los resultados de expresion génica del mes de septiembre apoyan, en parte, esta hipdtesis.
Asi, la expresion del gen CsLFY en las yemas no mostro diferencias significativas entre las ramas
OFF y tratadas con AG (Figura 14). Pero también es cierto que las yemas, en septiembre, ya son
sensibles a la presencia del fruto, ya que el aclareo provoca un aumento de la expresion de los
genes CsLFY y CsSPL5 (Shalom et al., 2014). Es decir, la eliminacidén del factor que mantiene la
identidad vegetativa de la yema (fruto) provoca un estimulo de la expresién de genes de identidad
floral, incluso antes del periodo de induccién. Sin embargo, la aplicacidn de un factor inhibidor
(AG) a ramas sin fruto (que no tienen reprimida la capacidad de florecer) no redujo la expresién
del gen CsLFY. Todo ello sugiere que el fruto regula la identidad de la yema por un mecanismo
diferente a la aplicacién de AG, o que la hormona actua aguas abajo en la ruta de sefializacion. De
lo que no hay duda es que el AG activa la expresién de CsCEN, lo que podria relacionarse con el
mantenimiento de la identidad vegetativa de la yema. Este resultado también ha sido observado

cuando el tratamiento se realiza en noviembre y diciembre (Cervera, 2021).

El tratamiento con AG en septiembre no redujo la expresion del gen CiFT3 en las hojas a corto
plazo (48 h) respecto de las ramas OFF (Figura 13), lo que no es de extrafar porque su activacién
requiere la presencia de la sefial inductiva (frio) (Nishikawa et al., 2007). No obstante, si que hubo
un efecto represivo de la expresion de CiFT3 a largo plazo (dos meses) cuando el frio activo la
expresion del gen en las ramas sin tratar, similar al que se produce cuando el tratamiento se
realiza en plena época de induccién, es decir, noviembre (Mufioz-Fambuena et al., 2012;
Goldberg-Moeller et al., 2013). El mecanismo a través del cual el AG reprime la expresion de CiFT3
y la induccion floral es desconocido. Por una parte, la aplicaciéon de AG no promueve la expresion
del gen inhibidor CcMADS19 como si hace el fruto (Agusti et al., 2020; Mesejo et al., 2022 ay b),
por lo que su accién a largo plazo debe ser explicada de otro modo. Una posibilidad seria que la
aplicacion de AG modificara los mecanismos de sefializacion GID1-DELLA, como ocurre por
ejemplo con el control de la brotacidn lateral por el factor de transcripcion NGR5 del tipo AP2 en
funcién de la presencia de nitrogeno (Wu et al, 2020). Otra opcidon seria que, al

mantener/promover la identidad vegetativa de la yema mediante el aumento de la expresiéon de
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CsCEN, se reprime indirectamente la expresién de CiFT3, lo que sugiere que el efecto principal del

AG seria en la yema y no en la hoja.
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5. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con AG antes de la induccidn floral redujo eficazmente la floracién y

brotacion en el naranjo dulce ‘Lane late’.

2. El estado de la yema influyé en el efecto del AG. Su aplicacidn en septiembre aumenté
los brotes vegetativos y en diciembre los brotes mixtos, reduciendo, en ambos casos, los

ramos de flor.

3. El AG aplicado septiembre no modificd la expresion de CsLFY a corto plazo, pero si la de

CsCEN, promoviendo el crecimiento indeterminado del meristemo.

4. Laexpresidonde CiFT3 no fue inhibida por el AG a corto plazo, pero si alargo plazo, durante

el periodo de induccion floral.
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