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RESUM

L'aplicaci6 de la giberelina (GAs) durant I'epoca d’induccio floral redueix
significativament la floracié dels citrics. Tot i aix0, el seu paper endogen no esta clar i
encara que reprimeix I'expressio del gen inductor CiFT3, no ho realitza de la mateixa
manera que el fruit. Per altra part, les auxines també redueixen la floracio, cosa que
planteja la possibilitat de que les dues hormones actuen amb interaccié al procés.

En aquest TFM, s’han utilitzat en tres especies de citrics, taronger dol¢, mandari
Clementii llimoner, dues auxines de sintesis d’Us comercial: la sal dimetilamina de I'acid
2,4-diclorfenoxiacétic (2,4-D) i I'acid naftalenacetic (ANA) per estudiar el seu efecte
sobre la floracié. La seua accio s’ha comparat amb I'acid giberél-lic (GAs).

Els tractament es realitzaren a I'epoca d’induccio floral, i a la primavera s’avalua la
floracio i la seva distribucié amb els tipus de brots. Periodicament s’avalua I'expressio
dels gens de induccio i la diferenciacié6 floral en fulles i llemes, respectivament.

Les auxines reduiren significativament la floracio i alteraren la distribucio dels brots
d’'un mode similar a com ho va fer el GAs. En coheréncia amb ago, reprimiren I'expressié
de CiFT3 a les fulles, perd no la de CcMADS19. A les llemes les auxines reduiren els
gens de diferenciaci6é floral, en particular la de CsLFY. Els tractaments també
augmentaren I'expressio del gen CsCEN a les llemes en el moment de la brotacio.

Paraules clau: Auxina; Citrics; Floraci6; CsFT3, CcMADS19, CsAP1, CsLFY; CsCEN
RESUMEN

La aplicacién de giberelinas (GAs) durante la época de induccion floral reduce
significativamente la floracion de los citricos. Sin embargo, su papel enddgeno no esta
aclarado y aunque reprime la expresion del gen inductor CiFT3 no lo hace del mismo
modo que el fruto. Por otra parte, las auxinas también reducen la floracion, lo que plantea
la posibilidad de que ambas hormonas actien en interaccion en el proceso.

En este TFM se han utilizado en tres especies de citricos, naranjo dulce, mandarino
Clementino y limonero, dos auxinas de sintesis de uso comercial: la sal dimetilamina del
acido 2,4-diclorfenoxiacétic (2,4-D), y el acido naftalenacetic (ANA) para estudiar su
efecto sobre la floracion. Su accién se ha comparado con la del acido giberélico (GAs).
Los tratamientos se realizaron en la época de induccion floral, y en la primavera se
evalud la floracion y su distribucion en tipos de brotes. Periodicamente se determiné la
expresion de los genes de induccion y diferenciacién floral en hojas y yemas,
respectivamente.

Las auxinas redujeron significativamente la floracion y alteraron la distribucién de los
brotes de un modo similar a como lo hizo el GAs. En coherencia con ello, reprimieron la
expresion de CiFT3 en las hojas, pero no la de CcMADS19. En las yemas, las auxinas
redujeron los genes de diferenciacion floral, en particular la de CsLFY. Los tratamientos
también aumentaron la expresion del gen CsCEN en las yemas en el momento de la
brotacion.

Palabras clave: Auxinas; Citricos; Floracién, CsFT3, CcMADS19, CsAP1, CsLFY;
CsCEN

ABSTRACT

The application of gibberellins (GAs) during the floral bud inductive period significantly
reduces citrus flowering. However, its endogenous role is not yet clarified and although
it represses the expression of the CiFT3 gene, it does not work in the same way as the



fruit. On the other hand, auxins also reduce flowering, raising the possibility that both
hormones act in interaction in the process.

In this TFM, two commercially available synthetic auxins, the dimethylamine salt of 2,4
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and naphthaleneacetic acid (ANA), were used in three
citrus species, sweet orange, Clementine mandarin and lemon, to study their effecton
flowering. Their action has been compared with that of gibberellic acid (GAs).

Treatments were carried out at the floral bud inductive period, andflowering and its
distribution in shoots was evaluated in the spring, as well as their. Peripodically gene
expression of floral induction and bud differentiation was evaluated in leaves and buds,
respectively. Auxins significantly reduced flowering and altered shoot distribution in a
similar way as GAs. Consistent with this, they repressed CiFT3 expression in leaves,
but not CcMADS19. Auxins also reduced floral bud differentiation genes expression, in
particular that of CsLFY, and increased that of CSCEN at bud break.

Key words: Synthetic auxin; Citrus; Flowering; CsFT3, CcMADS19, CsAP1, CsLFY;
CsCEN
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1. Classificacio botanica

Els citrics que es cultiven amb interés comercial, pertanyen a familia Ruteacea
subfamilia Aurantioideae.

Una de les caracteristiques mes importants d’aquesta subfamilia es el fenomen conegut
com a monofiletic, que te com a significat que tots els individus de la rama provenen
d’una Unica poblacio ancestral.

Encara que I'ordenacié d'aquesta subfamilia es complexa per la facilitat d’hibridacio
de les seues especies, aquesta presenta dos tribus Claustenae i Citreae, aguesta Ultima
vertebrant-se amb 3 sub-tribus mes (Swingle y Reece, 1967). Es la subtribu Citrinae,
composta per 6 géneres, la que recull els citrics verdaders, sent: 1) Fortunella
(Kumquat), 2) Poncirus (L.) Raf. (utilitzat com a portaempelt) 3) Citrus, sent aquest ultim,
el que recull les especies mes importants que es cultiven comercialment al mon: taronger
dolg [Citrus sinensis (L.) Osb.], mandarina (C. reticulata Blanco), mandari Satsuma (C.
unshiu Marc.), llimoner [C. limon (L). Burm.], pomelo (C. paradisi Macf.).

A Espanya, actualment, les varietats que mes es cultiven son de taronger dolg, on es
troben els tres grups segilients amb les seues varietats: grup Navel (‘Navelina’,
‘Washington navel’, ‘Lane late’, ‘Navel powel’), grup Blanques (‘Salustiana’ i ‘Valencia
late’), i grup sanguines (‘Sanguinelli’, “Torocco rosso’).

En quant a les mandarines, les principals varietats cultivades es classifiquen en 3
especies, sent, mandari Satsuma (‘Owari’ i ‘Okitsu’), mandarina Clementina (‘Oronules’,
‘Oroval’ i ‘Clemenules’), i mutacions per irradiacié (‘Orri’, ‘Tango’ i ‘Leanri’).

Respecte als hibrids de mandari, es cultiven majoritariament els Tangors (hibrid de
mandarina amb taronger dolg), com ‘Ortanique’, i ‘Nadorcott’ i el Tangelo (hibrid de
mandarina amb pomelo) ‘Nova’'.

Per ultim, les principals varietat de llimoners cultivats son ‘Eureka’,’ Verna’ i ‘Fino’.

2. Importancia economica

Els citrics tenen una produccié mundial d’'aproximadament 125 milions de tones a I'any
(MAPA, 2021), sent la fruita que mes es cultiva al mon. Els paisos amb la major
produccié de citrics son:

Tabla 1: Principals paisos productors de citrics al mon.

Produccié de Taronja
dolga, Taronja menudaii
Llimes
PAIS CANTITAT
CHINA 35,50%
BRASIL 17%
ESPANYA 7,50%
MEXIC 7%
EEUU 6%
SUD-AFRICA 2,40%
ALTRES 27%

Encara que la major produccio es realitza a Xina, la major part de la produccié es destina
al seu propi consum del pais, com passa també al Brasil, per el que el major exportador
de citrics en fresc es Espafia, amb unes xifres que superen alguns anys un total de



4 milions de tones. Les seglents en quan a numero total de tones exportades al mén son
Sud-Africa i EEUU.

La producci6 a Espanya es situa actualment a la Comunitat Valenciana i Andalusia, i
amb xifres menors a Murcia, representant respectivament un 50%, 33% i 11%, mentre
gue a la resta de comunitats on hi ha produccié representen el 6%.

Respecte a les varietats mes cultivades al pais, la taronja dol¢ca es la mes present a
tots els territoris, amb un total del 50% del cultiu, seguit per les mandarines, que
representen el 30%, 19% les llimes, i 1% els pomelos (MAPA, 2021).

3. Brotacid i tipus de brots

Als citrics, els factors que determinen la brotacié no es coneixen adequadament, ja
gue no pareixen tindre requeriments de fred i les llemes poden brotar en qualsevol
moment de I'any sempre que la temperatura del sol superi els 12°C, mentre que
condicions de dies llargs redueixen aquest periode.

L’arbre del citric presenta fins a tres brotacions en condicions ambientals del Hemisferi
Nord, a la primavera, a finals de primavera i principi d’'estiu, i a la tardor.

Sols la brotacié de primavera produeix flors, mentre que la d’estiu sol ser de major
longitud i amb una mida de fulles mes gran que les altres dos.

Per tant, els brots de primavera seran els que determinen la quantitat de flor que hi
ha, mentre que la d’estiu i tardor seran les encarregades del creixement vegetatiu de la
planta (Davies i Albrigo, 1994; Primo-Millo i Agusti, 2020).

En quant als tipus de brots que es poden desenvolupar a la primavera, son els
seguents:

- Brot campaner, format per varies fulles i una flor en posicio terminal (BC).
- Brot mixt, format per varies flors i fulles (BM).

- Brot vegetatiu, format Unicament per fulles (BV).

- Flor solitaria, amb una unica flor i sense fulles (FS).

- Ram de flor, format per un ram amb varies flors i sense fulles (RF).

4. Lafloracio dels citrics
4.1. Els gen de la floracio

La floracié s'indueix en el moment de repos del citric, que es on mes sensibilitat
presenta per a que el meristema vegetatiu identifiqui la senyal termica de baixa
temperatura que el convertira a meristema floral. Al Clima Mediterrani aquesta senyal
es rebuda per el meristema de les fulles a la tardor, durant la segona quinzena de
novembre i la primera de desembre, excepte a les Satsumes, on la senyal es rep al
gener.

A continuacio, es produeix la segon fase, la diferenciacio floral, per acabar amb el
desenvolupament dels primordis florals, formant la flor. Aquesta fase es desenvolupa
durant la segona part de I'hivern, al mes de febrer, on les llemes trenquen la laténcia i
els primordis comencen a desenvolupar-se. La floracié esta regulada geneticament per
els gens d’induccié FLOWERING LOCUS T (CsFT1, CsFT2 Y CsFT3), dos ortolegs de
SUPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) (CsSL1iCsSL2), els
FD-like FLOWERING LOCUS D (CsFD), els de la diferenciacié floral APETALA1
(CsAP1) i LEAFY (CsLFY), i els de identitat floral SEPALLATA (CIiSEP), PISTILATA i
AGAMOUS. Junt a aquests gens promotors es troben els gens repressors CcCMADS19,
un ortoleg de FLC, repressor de CsFT3, TERMINAL FLOWER1 (CsTFL1), repressor de
CsFD, i un ortoleg de TEMPRANILLO1 (TEM1), un repressor de FT que regula la
juvenilitat.



El gen CENTRORADIALIS (CsCEN), es un gen homoleg de TERMINAL FLOWER1
(CsTFL1), que s’expressa als meristemes axil-lars on interactua amb CsFD, mantenint-
los indeterminats (Zhang et al., 2021).

4.2. L’efecte repressor del fruit.

L'efecte del fruit com a repressor de la floraci6 ha sigut contrastat repetidament.
Aquest efecte esta basat amb la seua accio repressora a les fulles proximes del gen
CiFT3 (Mufoz-Fambuena et al., 2011) a través de l'activacid epigenetica del gen
repressor CcMADS19 (Agusti et al., 2020). No obstant, la senyal repressora que el fruit
envia a la fulla no esta identificada. A I'arbre, aquesta accié del fruit es, logicament , tant
mes general quan major es la xifra de fruits, comencant a produir-se quan aquests
arriben al seua maxima mida i inicien la maduracié (Martinez-Fuentes et al., 2010).
Aquesta accio repressora es distribueix a les llemes, reprimint-se I'expressié dels gens
d’identificacié floral, CsAP1 i CsLFY (Mufioz-Fambuena et al., 2012a; Shalom et al.,
2012).

Tanmateix, les llemes conserven una versioé silenciada del gen CcMADS19 i, per tant,
les fulles dels brots que sorgeixen d’elles poden rebre i expressar, amb abséncia dels
fruits, la senyal inductora a la tardor seguent i florir a la primavera (Mesejo et al., 2021).

4.3. El control hormonal de la floracio.

Als llocs de clima templat, el fruit inicia el canvi de color a partir del moment en que
comenca el descens de la temperatura a la tardor. Aquest procés s’observa junt una
reduccio del contingut en gibberel-lines al flavedo que son transportades basipetament
per el brot que sustenta el fruit (Gambetta et al., 2012) fins les llemes.

Per altra part, les gibberel-lines s’identifiguen com hormones amb capacitat d’inhibir
parcialment la floracié quan s’apliquen a I'epoca d’inducci6 floral (Monselise i Halevy,
1964). Aquesta tecnica ha sigut ampliament utilitzada per la seva eficacia a la reducci6
de la floraci6 en totes les especies de citrics en cultiu, depenent la resposta de la varietat,
la concentracié aplicada i la data de aplicacié (Agusti et al., 2022). El resultat es una
disminucié dels brots multi-florals sense fulla i un augment dels brots vegetatius,
obtenint, per una part, augment del quallat espontani (Agusti et al., 1982a), al reduir la
competéncia entre organs en desenvolupament, i, per altra, augment de I'eficacia dels
tractaments especifics per millorar-la (Agusti et al., 1982b), resolent d’aquesta manera
el problema d’algunes varietats partenocarpiques d’intensitat de floracié elevada.

L’accid inhibidora de la floracié del GAs s’ha relacionat amb la repressio del gen CiFT3
alafullaide CsAP1, CcPIl, CcSEP3iCsAP2 a la llema (Mufioz-Fambuena et al., 2012b;
Goldberg — Moeller et al., 2013; Tang i Lovatt., 2019). L'expressié de CcMADS19 a la
fulla, pero, no es modificada per el GAs i tampoc lade CsTFL1 en la llema (Goldberg-
Moelles et al., 2013).

Les auxines també s’han observat eficaces com a inhibidores de la floracio (Garcia-
Luis etal., 1986; Haim et al., 2021). El 2,4-D aplicat a una concentracio de 12mg/l redueix
la floracio del taronger dol¢c ‘Navelate’ en un 30% aproximadament (Guadiola etal.,
1977).

El paper de I'acid abscisic no esta actualment correctament definit, aixi mentre la seua
aplicacio ales llemes inhibeix la floracié (Garcia-Luis et al., 1986), als arbres cultivats baix
un periode inductiu a 15°C la concentracio de ABA correlaciona positivament amb la
floracié (Li et al., 2017; Endo et al., 2018). Si I'efecte inductor del estres hidric es
mitjancant 'acumulacié de ABA, esta actualment per demostrar.

Les citoquinines, per la seva part, han mostrat ser inductores de la floracié. Aixi, en la
limera ‘Eureka’ (Tisserat et al., 1990) i a la mandarina ‘Satsuma’ (Garcia-Luis et al.,



1989), les llemes axil-lars cultivades in vitro a temperatura inductiva floreixen quan el
mig es suplementat amb sacarosa i beciladenina.

L’etilé també s’ha proposat com promotor de la floracio, perd no amb els citrics. Donat
gue aquesta substancia inhibeix el transport polar de les auxines, la forma d'actuar
podria ser indirecta mitjancant el metabolisme de I'acid indolacétic (AlA).

D’entre tots aquests efectes, el coneixement de la relacié de les auxines amb les
gibberel-lines i la floracié han merescut l'interés als Ultims anys. Aixi, mentre que les
gibberel-lines s’observen efectives per a reduir la floracié quan s’apliquen exogenament,
el seu paper endogen no es clar. La seua forma d’actuar ha sigut quiestionada ja que: 1)
mentre que el seu contingut en fulles es major als brots que contenen fruits i que no
floreixen al any vinent, el seu contingut a les llemes no mostra diferencies en les dels
brots amb fruits i sense fruits (Koshita et al., 1999 i Jones et al., 1977), 2) no esta
correctament determinat en el moment el qual s'originen els canvis endogens de
gibberel-lines durant la induccié i la diferenciacié floral, 3) no es coneix si existeix un
valor llindar de gibberel-lines superat el qual inhibeixi la floraci6, 4) els inhibidors de la
sintesi de gibberel-lines no aconsegueixen promoure la floracié amb presencia del fruit
i 5) I'aplicacié de GAs redueix I'expressio de CiFT3 pero no altera la del seu repressor
CsMADS109. Per altra part, estudis recents han demostrat que als citrics el AIA modula
el metabolisme de les gibberel-lines, promovent I'expressio dels gens de laseva sintesi
i reprimint el seu catabolisme, donant lloc a canvis marcats als nivells de la gibberel-lina
GA: als ovuls i al pericarpi que, finalment, promou el quallat de les varietats amb llavors
(Bermejo et al., 2018).

D’acord amb aco, I'estudi de les auxines a la floracié dels citrics mereix ser abordat.



Il. OBJETIUS DEL
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Hipotesi de treball: L'auxina regula la floracié dels citrics.

Objectiu del Treball Final de Master:

Estudi de I'efecte de les auxines de sintesi sobre I'expressio dels gens reguladors de la
floracié als citrics.
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1. Material vegetal.

L’experiment s’ha portat a cap als arbres adults de mandari Clementi ‘Oronules’,
taronja dolca ‘Navelina’ i llimera ‘Eureka’ localitzats en Pedralba (Valencia; 39° 29’ 2" N,
-0° 20" 26” E, 2msnm; m. ‘Oronules’) i Valencia (Valencia; 39° 32' 58" N, 0° 44’ 25" E,
155 msnm; t. ‘Navelina’ i ll. ‘Eureka’).

Els arbres es trobaven en plena produccio, en perfecte estat fitosanitari, amb reg
localitzat i fertilitzats i podats d’acord amb les tradicions generals de la zona de cultiu.

2. Tractaments.

Els tractaments al n. dol¢ ‘Navelina’ i ll. ‘Eureka’ es realitzaren a I'época d’'induccio
floral (meitat de novembre) a rames individuals, sense fruit i amb almenys 10 nucs per
rama. S’utilitzaren 40 rames de I'Ultima brotacio (tardor), de les quals, 20 foren tractades
amb 12mg I de sal dimetilamina del 2,4-D (acid 2,4-diclorofenoxiacétic, 10% p/v) i un
agent tens actiu (éter de alquilglicol) a una concentracio de 0.01%, mentre que les altres
20 es deixaren com a control. Les rames tractades i les control es situaven prop d’entre
elles i orientades en totes les direccions al voltant de I'arbre.

El tractament es porta a cap amb un polvoritzador manual mullant completament les
fulles i llemes fins arribar al degoteig.

A la parcel-la de m. Clementi ‘Oronules’ es seleccionaren quatre tires de 20 arbres
cadascuna, deixant una fila guarda entre cadascuna de elles (Fig. 1), aplicant a 'época
d’inducci6 floral a cadascuna d’elles un tractament: acid giberél-lic (GAs) a una dosi de
25mg %, acid naftalenacécit (ANA) a 60 mg I, sal dimetilamina del 2,4-D, 12 mg I, i
deixant una fila d’arbres com a control. Els tractaments van ser realitzats amb pistola de
polvoritzar connectada a una cuba de polvoritzar, a 40 atm de pressio, mullant la totalitat
de l'arbre fins el degoteig. Per al control de flors i mostrejos es dividiren les files en 5
sectors de 4 arbres cadascun, sent utilitzats com blocs al disseny experimental.

Els tractaments realitzats a les parcel-les van ser realitzats a I'época d'induccio floral
(repos hivernal) (Fig. 2).

Figura. 1: Imatge aeria de la parcel-la de Pedralba (Valencia) on s’indica els tractaments
control, 2,4-D, AGs y ANA. Les files marcades de blau son la barrera fisica per evitar les
derives del producte en el moment d’aplicacié. La linia groga indica els arbres utilitzats
per als mostrejos.



Figura. 2: Aspecte de les llemes de I'arbre al moment dels tractaments (Estat 00 de I'escala BBCH)

3. Presade dades iprocés alaboratori

Des del dia 26 de novembre fins meitat gener s’agafaren mostres de fulles del t. dolg i
del llimoner, mentre que s’agafaren de fulles i llemes de m. ‘Oronules’. La primera
recollida es realitza als 7 dies d'efectuar els tractaments i les altres tres es repetiren
quinzenalment. De les dues primeres especies es recolliren tres répliques de fulles i de
la tercera varietat tres répliques de cada fulla i cada llema en cada mostreig.

Les fulles i les llemes van ser congelades amb nitrogen liquid en el moment de la seva
presa i posteriorment congelades a -80°C fins el moment d’analisi.

A la primavera, quan els brots eren clarament visibles i diferenciables, abans de
I'antesi (estat 59 BBCH), es va procedir amb I'avaluacié dels brots i les flors de les tres
especies. Al t. dolg i al llimoner s’avaluaren les 40 rames de la brotacié de la tardor
previament senyalades.

De cada un dels nucs es conta la xifra de llemes brotades i no brotades, la xifra de
brots desenvolupats, classificant aquests d’acord amb 'apartat 3 de la Introduccio, i de
cadascun d’ells la xifra de fulles i flors que contenien.

Els resultats de la brotacio y de la intensitat de floracio s’expressen per 100 nucs (N)
per compensar les diferencies en el xifra de nucs entre les rames seleccionades.

L’extracci6 d’ARN i l'analisi de RT-PCR es porta a terme mitjancant el seglent
procediment:

1) Extraccid i purificacio de 'ARN

Les fulles seleccionades a la presa de mostres, i préviament congelades a -80°C, es
trituren amb un morter pre-refredat amb nitrogen liquid fins obtindré pols fina.

A continuacio, es pesen 0.5 g de cada mostra i es transfereixen a tubs de 30ml, on
s'afegeixen 2ml de tampé d’extraccio previament escalfat a 50°C (Tris 0.2M pH 8 + NaCl
0.2M + EDTA 50mM + SDS 2% en TCES), a mes de 2 ml de fenol acid i 40 ul de B-
mercaptoetanol.

Les mostres es mantenen al bany termostatitzat a 65°C durant 15 min, agitant cada 2
min. Posteriorment, els tubs es centrifuguen durant 30 minuts a 4000 r.p.m./4°C afegint-
se un volum de cloroformo:alcohol isoamilic (24:1) al sobrenedant, per eliminar les restes
de fenol. Després d’agitacio i nova centrifugacié durant 30 min (4000 r.p.m./42C),
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s'afegeix LiCl 6M (%2 volum) al sobrenedant deixant que precipita durant tota la nita -
20°C.

Posteriorment, les mostres es centrifuguen durant 20 minuts a 11000 rpm, conservant
el sediment. Després de llavar el ethanol 70% refrigerat, s’assequen les mostres i es re-
suspen el sediment amb aigua lliure de RNAses.

La qualitat de 'ARN i la concentraci6 d'aquest s’avalua en NanoDrop ND-2000™
(Thermo Fisher, USA). Les extraccions de ARN purificat es conserven a -80°C fins la
seua posterior utilitzacié.

2)Retrotranscripcié

Per a la sintesi de cDNA es fa servir 1 ug d’ARN, utilitzant el kit TAKARA (TakaraBIO
inc. PrimeScript™RT reagent kit) amb un volum de 10 pl com indica les instruccions del
fabricant. S'utilitza una mescla de oligo-dT i de random primers a un buffer especific i
amb la enzyma PrimeScript RT EZzume Mix-l, també inclosos al kit. El programa emprat
fou de 15 minuts a 42°C seguits de 5 segons a 85°C.

3)gPCR

Per a la quantificacié relativa mitjancant PCR s'utilitza el kit (TakaraBIO inc., TB
Green™Premix Ex Tag™) segons les instruccions del fabricant. EI cDNA diluit s'utilitza
com a motlle per a I'amplificacié6 a un volum final de reaccié de 10.5 pyl amb una
concentracié de 0.3 yM de cada oligonucleotid i 14.5 ul de la mescla dels continguts al
kit.

El programa utilitzat fou de 30 segons a 952C per a I'activacio de la Taq polimerasa,
seguits de 40 cicles de 5 segons a 95°C (desnaturalitzacid), 30 segons a 60°C
(anellament o alienament dels cebadors).

S'utilitza I'equip RotorGene® Q 2-Plex (Qiagen) | els resultat foren avaluats mitjancant
el software Rotor GENE 2.0.2. Es realitzaren tres repliques técniques de cada mostra
biologica per a utilitzar-les als analisi RT-gPCR.

4)Primers

Per avaluar I'evolucié dels gens relacionats amb la floracio a cada una de les especies
de citrics es van prendre com a referencia el gen ACTINA (ACTIN) i com a gens de
interes CiFT3, CcMADS19, CsAP1, CsLFY i CsFD. Les seqiencies dels primers
utilitzats es presenten a la Tabla 2.

Tabla 2: Seqtiencia dels primers utilitzats en aquest estudi.

GEN Cédigo EST Forward primer (5'-3’)
Reverse primer (5'-3")
ACTIN Ciclev1002 | TTAACCCCAAGGCCAACAGATCCCTCATAGATTGGTAG
5866m ACTATGAGAC
CiFT3 Ciclev100129] TCTAGCAGGGACAGAGATCCTAGAACATCACCAACAAC
05m GCG

CcMADS Ciclev100334. GGCAACTTGAAGGTTCCAAACGCCCAATGAGCATAGGA
19 20m TG

CsAP1 Ciclev100129] TCTAGCAGGGACAGAGATCCTAGAACATCACCAACAAC

05m GCG

CsLFY Ciclev1003 | TCTTGATCCAGGTCCAGAACATCTAGTCACCTTGGTTG
3942m GGCATT

CsFD Ciclev100038] TGGAAGAAGTTTGGCAGGATGTTTGGGATGGAGTGTGT
45m T
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4. Analisi estadistic.

A les dades obtingudes se’ls ha aplicat I'analisi de la variancia amb un nivell de
confianca de P < 0.05. Per a la separacié de mitges s'utilitza el test Newman-Keuls
mitjancant el programa informatic Statgraphics.
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IV. RESULTATS
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1. Efecte de I'aplicacié de 2,4-D sobre la floracié del llimoner ‘Eureka’

L’aplicacié de 12 mg I de la sal dimetilamina del 2,4-D a I'época d'inducci6 floral
redueix significativament la intensitat de floracié al llimoner ‘Eureka’. La primavera
segulient, les rames tractades reduiren la floraci6 en un 53% respecte de les rames
control sense tractar, passant de 190 flors per 100 nucs en aquestes ultimes a 90 flors
per 100 nucs a les primeres (Fig. 3).

250 r
200

150

100

Flores/100 nudos

50

Control 2,4-D

Figura. 3: Influencia de I'aplicacio de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I'}) a I'epoca d’induccic floral
sobre la intensidad de floracio del llimoner ‘Eureka’. Cada valor es la mitja + ES de 20 rames de tardor
amb, almenys, 20 nucs per rama. Les diferencies son estadisticament significatives (p<0.05).

L’auxina redueix significativament la xifra de brots amb flors (RF, FS, BC, i BM), i
augmenta els brots vegetatius (BV) amb relacié a les rames control. Particularment
intensa fou la reducci6 dels BM que de 15.4 brots per cada 100 nucs (N) als controls
passa a 8.3 als tractats (Tabla 3), sent reduits en un 46%. Les RF i FS ho foren ambdos
casos en un 15% aproximadament, passant de tenir 40.5 brots per 100 N als control a
34.3 brots als tractats i de 36.2 a 30.8 brots per 100N, respectivament (Tabla 3). La
reduccio dels brots campaners, de 10.7 a 8.5 brots per 100 N, no arriba a la significacio
estadistica. En contrast amb aco, els brots vegetatius augmentaren un 68%, passant de
12.1 brots per 100 N als controls a 20.3 als tractats (Tabla 3).

Tabla 3: Efecte de I'aplicacié de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg ) a I’época d’induccid floral sobre la
distribucid dels tipus de brots al llimoner ‘Eureka’. Cada valor es la mitjana * ES de 20 rames de tardor amb almenys
20 nucs per rama. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament significativa (p<0.05). Valors expressats per

100 nucs. Veure la clau dels tipus de brots al text.

RF FS BC BM BV
Control  40.5%2.7a 36.2+3.7a 10.7+44 154+33a 12.1+0.1b
Tractat 34.3+0.7b 30.8 £2.0b 85+1.1 83+1.1b 20.3+1.1a

La xifra de flors i fulles per brot sols s’altera significativament als BM, que passen de
tindre una mitja de 4.0 flors i 3.7 fulles per brot a 1.5 1.0, respectivamente (Tabla 4). La
xifra de fulles als BV no s’altera.
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Tabla 4: Efecte de I'aplicacié de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I"1) a 'época d’induccié floral sobre la xifra de
fulles i flors a cada tipus de brot al llimoner ‘Eureka’. Cada valor es la mitjana + ES dels broys de 20 rames de tardor
amb almenys 20 nucs per rama. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament significativa (p<0.05). Veure la

clau dels tipus de brots al text.

RF BC BM BM BV

Ne flors Ne fulles Ne° fulles N° flors Ne° fulles
Control 41+0,3 42+04 3,7+0,1a 40+0,1a 6,4+0,7
Tractat 39+1.0 3,2+0,1 1.0+0,1b 1,5+0,3b 6,8+0,8

2. Efecte de I'aplicacio d’auxines sobre la floracio del taronger
‘Navelina’

Al taronger dol¢ ‘Navelina’, el 2,4-D també redueix la intensitat de floracid, passant de
230 flors per 100 N als controls a 130 flors per 100 N als tractats (Fig. 4).

300
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200
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100
50
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2,4-D

Figura 4: Influencia de I'aplicacié de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg ) a I’época d’induccid floral sobre la
intensitat de floracid al taronger dolg ‘Navelina’. Cada valor es la mitja + ES de 20 rames de tardor amb, almenys,
20 nucs per rama. Les diferencies son estadisticament significatives (p<0.05).

Flores/100 Nudos

Control

Les diferencies més importants es detectaren als BC, on la xifra de fulles va ser reduida
en quasi un 50%, mentre que la resta de brots no s’observen canvis significatius en la

xifra de flors i fulles.

Tabla 5: Efecte de I'aplicacio de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I'1) a I’época d’inducci6 floral sobre la distribucid dels
tipus de brots en el taronger dolg ‘Navelina”. Cada valor es la mitja + ES de 20 rames de tardor ambalmenys 20 nucs per
rama. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament significativa (p<0.05). Valors expressats per 100 nucs. Veure

la clau dels tipus de brots al text.

RF BC BM BM BV

Ne° flors Ne° fulles Ne° fulles Ne° flors Ne° fulles
Control 49+0,3 6.0+0,1a 3.3£0,9 59+0,5 6.5+0,8
Tractat 5001 3.3%0,7b 4.6+ 0,3 6.4+0,6 74+0,9

15



En quan als tipus de brots, s’observa una reduccio significativa de RF, sent al control
d’'una xifra de 17.7 brots per cada 100 N i disminuint drasticament amb un quasi 60%,
fins a la xifra de 7.1 brots per cada 100 N. En quan als brots tipus FS, aquests queden
anul-lats completament per I'efecte del 2,4-D.

Tabla 6: Efecte de I'aplicacié de la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I'1) a I'época d’inducci6 floral sobre la xifra defulles i
flors a cada tipus de brot al taronger dolg ‘Navelina”. Cada valor es la mitja + ES de 20 rames de tardor ambalmenys 20
nucs per rama. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament significativa (p<0.05). Veure la clau dels tipus de
brots al text.

RF FS BC BM BV
Control 17.7+13a 182+0.1a 5.0+0.1 288+1.8 355+3.1
Tractat 7.1+01ab 0.0+0.0b 5.1+0.2 379+23 325%28

3. Efecte de I'aplicacio d’auxines de sintesi sobre la floracio de la
mandarina Clementina ‘Oronules’

Al mandari ‘Oronules’, I'aplicacié d’acid naftalenacétic (60 mg I') va donar una resposta
similar al 2,4-D (Fig. 5), amb una reduccio de la floraci6 del 36%. La intensitat de floracio
dels arbres control fou de 47.4 flors per 100 N, mentre que als arbres tractats amb ANA
i 2,4-D fou de 30.4 i 30.3 per cada 100 N, respectivament. La resposta a I'acid gibereél-lic
(25 mg I'%) fou significativament superior, reduint la intensitat de floraci6 a 22.2 flors per
100 N (Fig. 5), sent d’'un 53%.
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Figura 5: Influencia de I'aplicacid d’acid giberélic (GAs; 25 mg I'2), la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I'), y
I’acid naftalenacetic (ANA; 60 mg 1) a I’época de induccid floral sobre la intensitat de floracié del mandari
Clementi ‘Oronules’. Cada valor es la mitja + ES de 20 rames de tardor amb almenys, 20 nucs per rama.
Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament significativa (p<0.05).

Flores/100 nudos
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També en aquest cv. els brots més afectats van ser els uniflorals, passant de 15.0
brots per 100 N a 9.0 8.6 per al 2,4-D i ANA, respectivament (Tabla 7), el que suposa
una reduccio6 del 40% i el 43%. L'acid giberel-lic (GAs3) redui aquest tipus de brots fins a
4.7 per 100 N, aco es, un 69%. Els BC també es van veure reduits significativament de
25.6 brots per cada 100 N als arbres control fins a 19.6 i 18.1 als tractats amb 2,4-D i
ANA, respectivament (Tabla 7), es a dir, un 23 i un 29% per a cada cas. El GAs redui
aqguest tipus de brots en un 47% fins als 13.5 brots per cada 100 N. La reducci6 dels
RM, encara que significativa, manca de importancia donat la seua reduida xifra (Tabla
7); i similar ocorre als BM. Mentre els BV, per contra, augmentaren significativament de
23.9 brots per 100 N als controls a 37.7, 41.2 i 38.4 brots per cada 100 N als tractats
amb 2,4-D, ANA i GAgz, respectivament, sense que entre aquests existiren diferencies
estadisticament significatives (Tabla 7). Aquest augment representa entre el 56 i 72%.

Tabla 7: Efecte de I'aplicacio d’acid giberélic (GA3; 25 mg ), la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg I'1) i I'acid

naftalenacétic ANA; (60 mg I'l) a I’época d’induccio floral sobre la distribucid dels tipus de brots al mandari
clementi‘Oronules’. Cada valor es la mitja de 20 rames de tardor per arbre amb, almenys, 20 nucs per rama, y
5 arbres. Valor s expressats en brots per 100 nucs. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament
significativa (p<0.05)Veure la clau dels tipus de brots al text.

RF FS BC BM BV
Control 1,0a 15,0 a 25,6 a 1,5a 239b
AG 06b 47c 13,5¢ 1,0a 384 a
2,4-D 0,5b 90b 19,6 b 0,2b 37,3 a
ANA 04b 86Db 18,1b 1,5a 412a

Els tractaments no alteraren la xifra de flors per RM i RF. Unicament el 2,4-D els va
reduir significativament en el BM, encara que amb una xifra molt reduida, de 2.6 a 2.0
flors per brot (Tabla 8). Un resultat molt similar es produeix amb la xifra de fulles en els
brots florals en els que Unicament, de nou, el 2.4-D aconsegueix reduir-la
significativament als BC i augmentar als BM (Tabla 8). Les fulles als BV augmentaren
significativament en nombre de 5.5 als control a 7.6 i 7.1 als tractats amb 2,4-D i ANA,
respectivament (Tabla 8). L’aplicacié de GAz no altera la xifra de flors per brot en cap
cas, i sols aconsegui augmentar significativament el nombre de fulles als BM (Tabla 8).

Tabla 8: Efecte de I'aplicacic d’acid giberélic (GA3; 25 mg I1), la sal dimetilamina del 2,4-D (12 mg ') i I'acid

naftalenacétic (ANA; 60 mg 1 ) a I’época d’induccid floral sobre les caracteristiques dels brots al mandari clementi
‘Oronules’. Cada valor es la mitja de 20 rames de tardor per arbre amb, almenys, 20 nucs per rama, y 5 arbres.
Valores expressats en numero de fulles i/o flors per brot. Lletres diferents indiquen diferencia estadisticament
significativa (p<0.05). Veure la clau dels tipus de brots al text.

RF (N° BC (N° fulles) BM (N° BM (N° BV (N°
flors) fulles) flors) fulles)
Control | 2.0 36a 23a 26b 55a
AG 2.0 3.0ab 3.2b 3.2b 59a
2,4-D 3.0 27b 40c 20a 76b
ANA 2.0 3.0ab 27a 25ab 71b
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4. INFLUENCIA DELS TRACTAMENTS SOBRE LA EXPRESSIO DELS
GENS DE L’INDUCCIO i DIFERENCIACIO FLORAL.

L’aplicacio del 2,4-D i GAs a I'época d'induccio floral redui significativament I'expressié
del gen CiFT3 a les tres especies estudiades (Fig. 6).
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Figura 6: Efecte de les auxines 2,4-D (12 mg I1), ANA (60 mg ) y de I’acid giberélic (AG; 25 mg ') sobre
I’expressio del gen CiFT3 a les fulles a) del llimoner ‘Eureka’, b) taronger dolg ‘Navelina’ i c) mandari
Clementi ‘Oronules’. Cada valor es la mitja + ES de tres répliques biologiques i dos determinacions
analitiques. El asterisc o lletres diferents indiquen diferencies estadisticament significatives (P<0.05)



Pero, la resposta del gen CcMADS19 fou erratica. Mentre que al llimoner la seua
expressié augmenta per efecte del tractament, al taronger dol¢ no es mostra una
tendencia clara i al mandari Clementi disminueix (Fig. 7).
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Figura 7: Efecte de I'auxina 2,4-D (12 mg ) y de I'acid giberélic (AG; 25 mg I') sobre I'expressio del gen CcMADS19
a les fulles del a) llimoner ‘Eureka’, b) taronger dolg ‘Navelina’ i c) mandari Clementi ‘Oronules’. Cada valor es la
mitja + ES de tres repliques biologiques i dos determinacions analitiques. El asterisc o lletres diferents indiquen
diferencies estadisticament significatives (P<0.05)
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L’aplicaci6 de GAs al mandari Clementi ‘Oronules’ a I'época d’'induccié floral no va
mostrar una resposta clara sobre I'expressié de CcMADS19 (Fig. 7).

L'expressio dels gens de la diferenciacio floral a les llemes del mandari Clementi
‘Oronules’ va ser reduit per I'accié dels tractaments, particularment la del gen CsLFY que
la redui en mes d’'un 100% (Fig. 8). També I'expressio de CsAP1 fou reduida per el 2,4-
D, pero no aixi per al tractament amb GA; (Fig. 8).
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Figura 8: Efecte de les auxines 2,4-D (12 mg I"1) y de I'acid giberélic (AG; 25 mg I-1) sobre 'expressié dels gens
CsAP1 i CsLFY a les llemes del mandari Clementi ‘Oronules’.Cada valor es la mitja + ES de tres repeticions biologiques i
dos determinacions analitiques. Lletres diferents indiquen diferencies estadisticament significatives (P<0.05).
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L'expressié del gen CsCEN (homoleg del gen CsTFL1) que regula el creixement
indeterminat, augmenta la seva expressioé al moment de la brotacié per efecte del 2,4-D
i, en menor quantia, del GAz (Fig. 9).

200

180 I

160

140

120 a

100
80
60
40
zg /f«

20-nov. 25-nov. 30-nov. 5-dic. 10-dic. 15-dic. 20-dic. 25-dic. 30-dic.
—@— Control —@—AG 2,4-D

T

CEN (Expr. relativa)

Figura 9: Efecte de les auxines 2,4-D (12 mg I"1), ANA (60 mg I'1) y de I'acid giberélic (AG; 25 mg I'1)
sobre I'expressio del gen CsCEN a les llemes del mandari Clementi ‘Oronules’. Cada valor es la mitja de
tres repeticions biologiques i dos determinacions analitiques. Lletres diferents indiquen diferencies
estadisticament significatives (P<0.05).



V. DISCUSIO



L’efecte inhibidor de la floracié de les auxines mostrat per els nostres resultats es
mitjangant una reduccio de I'expressié del gen inductor de la floracié CiFT3 a les fulles.
Aquest efecte es idéntic al que exerceix el fruit i es coherent amb els resultats de Haim
et al. (2020) que indiquen que el fruit podria generar una senyal auxinica a la llema i al
meristema apical que interferiria amb la induccio floral, i amb els de Shalom et al. (2014),
gue trobaren majors continguts de AlA a les llemes dels arbres amb una elevada collita
gue als arbres sense fruit.

La hipotesi de Haim et al. (2020) es basa en que el fruit origina un fort transport polar
d’auxines que es deté quan s’elimina, permetent que les auxines surtin de les llemes,
de mode similar a “I'autoinhibicid” del transport d’auxina proposta per Bangerth (1989),
i puguin aixi florir. Els nostres tractaments emplenarien de nou les llemes d’auxina i, per
tant, impedirien la seva diferenciacio floral.

No obstant, els nostres resultats demostren que I'accio del 2,4-D i de I'ANA sobre
CiFT3 no es mitjangant I'activacié epigenetica de I'expressio de CcMADS19, com ho fa
el fruit (Agusti et al., 2020), el que indica que la ruta inhibitoria de les auxines i del fruit
no es la mateixa. La presencia del fruit anul-la I'accié del fred sobre el repressor
CcMADS19 i 'auxina no, posant en dubte que la senyal inhibidora del fruit sigui I'auxina.
Malgrat aixo, els tractaments reduiren I'expressio dels gens d’identitat floral CSAP1 i
CsLFY a la llema, com ocorre per accio del fruit (Mufioz-Fambuena et al., 2012b), el
gue resulta logic donat que si la proteina FT no arriba a la llema el procés de la
diferenciacio6 floral no s'inicia. Encara que es donen aquestes evidencies, la presencia
del fruit a partir del moment quearriba a la seva mida definitiva, aco es, a I'época
d’induccié floral, redueix la floracié (Martinez-Fuentes et al., 2010) i, tot i aixo, i) el
transport d’AIA de la llema, mesurat per I'expressio dels gens PIN1, PIN3 i ABCB19,
també augmenta (Haim et al., 2021), el que deuria augmentar la floracid, i ii) les nostres
aplicacions d’auxina redueixen significativament la floracio. Tot a¢o indica que el paper
de les auxines en la floracio es dificil d’entendre i encara desconegut.

Resulta d'interés que el tractament amb GAz a I'época de induccié floral provocara un
efecte similar al de les auxines assatjades. A la mandarina ‘Oronules’, el tractament
també va reduir I'expressié de CiFT3, sense afectar al gen CcMADSL19, i la de CsLFY.
Aquest efecte sobre el gen inductor ja havia sigut senyalat per Mufioz-Fambuena et al.,
(2012a) al taronger dol¢ ‘Salustiana’, sense alterar I'expressio del CsAP1 i CsLFY.

Deu destacar-se que I'aplicacié d’auxines de sintesi, si be modifica la xifra de brots
florals sense fulles, no altera la xifra de flors per brot en les tres especies estudiades,
particularment les de RF. En el cas dels BM, la resposta no es uniforme, encara que en
general la xifra de flors no es alterada, com ocorre per a I'acid giberél-lic (Guardiola et
al., 1977). Aquest efecte es logic donat que el procés de la floracié en una llema es dona
0 no es dona, es a dir, la llema si esta induida i brota, floreix, i si no esta induida i brota
no floreix, pero quan ho fa, la xifra d’organs florals no es alterat per el tractament (Agusti
et al., 2022).

Els nostres resultats, per tant, determinen que en les rames sense fruit la circulacio de
AIA des de la llema es condicié necessaria per a que la llema floreixi, i recolzen la
hipotesi de que les gibberel-lines podrien ser el primer missatger a I'apex d'un brot en
creixement, en el que s’estimularia la sintesi de AlA i el transport d’auxines podria actuar
com segon missatger, sent la senyal de transport capac¢ de inhibir la floracié (Haim et
al., 2020).
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VI. CONCLUSIONS



Les auxines de sintesi redueixen significativament la intensitat de floracié als citrics.

Aquest efecte es mitjancant la reduccid de I'expressio del gen CiFT3 sense madificar la
del gen CcMADS19.
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