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Titulo: La accién de las auxinas en la brotacion y floracion de los citricos
Resumen

La produccion de los citricos depende de la intensidad de brotacion y floracion. En ellos la madera
mas joven brota y florece con mayor intensidad, pero se desconoce el mecanismo que lo regula.

Los estudios sobre los factores fisiologicos que afectan a la brotacion y, floracion se basan en dos
hipdtesis, una hormonal y una nutricional. En la hipotesis hormonal se plantea que la brotacion
de las yemas axilares se ve afectada por la dominancia apical y, por tanto, la posicion del nudo en
el brote es determinante. La yema apical produce y transporta auxinas que modifica el balance
auxinas/citoquininas en las yemas axilares. La eliminacion del 4pice reduce el contenido en
auxina y provoca la brotacion de yemas axilares. Los nuevos apices reinician la dominancia apical
y establecen un nuevo balance. previa acumulacion de los carbohidratos en la yema provocando
la brotacion. Pero, ademas, en los citricos la intensidad de floracion es mayor en las yemas mas
jovenes y apicales, que son las que mas brotan. Teniendo en cuenta que todas las hojas reciben la
sefial inductora, las diferencias en la floracion de sus yemas axilares deben estar reguladas
endogenamente.

La hipotesis de este Trabajo Fin de Master es la siguiente: en los citricos, el transporte polar de
AIA procedente de las yemas apicales modifica la expresion de LFY e inhibe la diferenciacion
floral de las yemas situadas en posicion basal.

Los resultados indican que la intensidad de brotacion y floracion varia por: 1) la edad de la rama
(primavera, verano, otofo), y 2) la posicion del nudo en la rama y correlaciona con la expresion
en la yema de los genes LFY (relacionado con la diferenciacion floral) y PINI (transportador de
auxinas). La concentracion de AIA en el floema de los entrenudos aumenta en la parte basal de la
rama, lo que se relaciona con una menor brotacién. Dado que la expresion del gen CiF'T3 es igual
en todos los nudos con independencia de su posicion, se concluye que el transporte polar de
auxinas modifica la expresion del gen LFY y la diferenciacion floral de los citricos.

Palabras clave: citricos; dominancia apical; auxinas; brotacion; floracion
Alumno: Carla Blasco Moncho
Tutor: Carlos Mesejo Cornejo

Cotutor: Manuel Agusti Fonfria

Valencia, 10 de septiembre de 2023






Abstract

Citrus production depends on the intensity of bud sprouting and flowering. The younger the wood,
the greater the sprouting and flowering, but the mechanism that regulates it is unknown.

Studies on the physiological factors affecting bud sprouting and flowering are based on hormonal
and nutritional hypothesis. In the hormonal hypothesis it is proposed that the release of the axillary
buds is affected by the apical dominance and, therefore, the position of the node in the shoot is
key. The apical bud produces and transports auxins that modify the auxin/cytokinin balance in
the axillary bud. Shoot tip removal increases carbohydrates accumulation in the axillary bud,
reduces the polar auxin transport, and causes the release of the axillary bud. The new shoot restarts
the apical dominance, establishing a new balance. In addition, flowering intensity is also higher
in the younger (apical) buds, which sprout in a higher proportion. Since all leaves receive the
floral induction signal, differences in flowering of the axillary buds should be under endogenous
control.

The following hypothesis was proposed: in citrus, the polar auxin transport from the shoot apical
meristem inhibits the floral differentiation of the basal buds.

The results indicate that the intensity of sprouting and flowering varies by 1) the age of the branch
(spring, summer, autumn) and 2) the position of the node on the branch which correlate with the
expression in the bud of the genes LFY (related to floral differentiation) and PINI/ (auxin
transporter). The concentration of IAA in the phloem of the internodes increases in the basal part
of the branch, which is related to the lower sprouting. Given that the expression of the CiF'7T3
gene was the same in all nodes regardless of their position, it is concluded that the polar auxin
transport modifies the expression of LFY and thus the floral differentiation process in citrus.

Key words: citrus; apical dominance; auxins; sprouting; flowering
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1. Situacién actual en la citricultura. Justificacion del problema

La superficie dedicada al cultivo de citricos en Espafia es de mas de 300.000 ha, lo que
corresponde a un 30% de la superficie dedicada a la produccion hortofruticola. Esta se reparte
entre la Comunidad Valenciana (52%), Andalucia (29%), Murcia (15%) y Catalufia (4%). La
Comunidad Valenciana, por tanto, es la principal region citricola a nivel nacional, tanto por la
superficie dedicada al cultivo (182.000 ha) como por la produccion (més de 3 millones de

toneladas) (MAPA, 2021).

Espana es el sexto pais productor de naranjas y segundo de mandarinas en el mundo, siendo, en
ambos casos, el mayor productor de la Union Europea (FAO, 2021). En el afio 2022, la produccion
de naranjas alcanz6 un total de 3.604.000 t y la de mandarinas fue de 2.009.520 t, lo que supuso
una produccion bruta de 1.176.086 € y 900.522 €, respectivamente. Todo ello supuso un
incremento de la produccion del 7,26% en naranjas y del 5,76% en mandarinas respecto al afio

anterior.

Las variaciones anuales en la produccion pueden ser debidas a las condiciones climaticas y
econdmicas. Pero, ademads, éstas pueden ser debidas a factores intrinsecos de cada variedad. En
algunas variedades aparecen problemas relacionados con la brotacion y la floracion tras una
cosecha elevada, dando lugar al fenomeno de la alternancia de cosechas. Este es un problema
caracterizado por anos de elevada cosecha, con un numero elevado de flores y frutos, seguidos de
afnos improductivos debido a la falta de flores. Es decir, tras un ciclo productivo (afio ON), el
arbol no florece, dando lugar a un ciclo improductivo (afio OFF), lo que impide obtener una
produccion estable a lo largo del tiempo, problema especialmente grave en afios de menor
produccion porque los costes de cultivo para mantener la plantacion (riego, fertilizacion, poda,
plagas, etc.) pueden superar los ingresos. En la inhibicion de la floracion influye la cantidad de
frutos, el tiempo de permanencia del fruto en el arbol y la interaccion entre ambos factores
(Martinez-Fuentes, 2010). Finalmente, con independencia de la presencia del fruto, la edad de las
yemas también es un factor determinante en la brotacion y la floracion, siendo mayor en las yemas
mas jovenes y apicales (Agusti, 1980; Guardiola et al., 1982). Por ello, algunos factores como el

vigor de la variedad o la poda también resultan importantes en la floracion.

En resumen, todos aquellos factores que limitan la floracion son determinantes de la produccion.
Como todas las hojas reciben la misma sefal exdgena inductora, las diferencias de floracion deben
ser debidas a factores endogenos que, en general, son desconocidos. En este TFM se estudia la

relacion de las auxinas con la brotacion y la floracion de los citricos.



2. Brotacion y floracion en los citricos

Con el nombre de floracion se designa a la etapa de desarrollo con la que se inicia la fase
reproductiva de la planta. El éxito reproductivo de una planta depende de que la floracion tenga
lugar en el momento mas adecuado de su desarrollo y cuando las condiciones ambientales sean
favorables. Ademas, dentro de una misma area geografica la floracion se produce de manera
sincronizada para todos los individuos de la misma especie, con el fin de que se dé un intercambio
génico entre ellos. La falta de movilidad de las plantas y sus particulares caracteristicas de
desarrollo han propiciado el establecimiento de mecanismos especializados de control del tiempo

de floracion que aseguren el éxito reproductivo de la especie (Roldan, & Martinez Zapater, 2008).

El proceso de la floracion comprende varias etapas consecutivas: la induccion floral, la
diferenciacion floral, la morfogénesis floral y la apertura floral o antesis. En el caso de los citricos,

la diferenciacion floral es coincidente con la brotacion de primavera.

El momento y la intensidad de la brotacién y la floracion dependen de factores exodgenos
(fotoperiodo, temperatura y estado hidrico) y enddgenos (factores genéticos, hormonales y

nutricionales) (Blazquez et al, 2011).

3. Lainduccion floral

La induccion floral es el proceso por el que el programa de desarrollo de un meristemo apical o
axilar de las ramas cambia de vegetativo a reproductivo por efecto de sefales exogenas y

endogenas.

El proceso se inicia en las hojas, donde se genera una sefial, la proteina FLOWERING LOCUS T
(FT), que se transporta al meristemo (Corbesier et al., 2007). La induccion se divide en dos fases,
una reversible, en la que si se modifican las condiciones que determinan el desarrollo del proceso,
se reprime la iniciacion floral y la yema continta vegetativa, y otra irreversible en la que, aunque
se modifiquen las condiciones, el proceso de induccion floral se lleva a cabo dando lugar a la

iniciacion floral (Urbina, 2002).

En los citricos cultivados en clima subtropical, las bajas temperaturas (inferiores a 15°C) activan
la expresion del gen CiFT (Nishikawa et al., 2007), (homologo del gen FLOWERING LOCUS T
(FT) en Arabidopsis thaliana L). En cambio, en climas en los que no existen periodos frios, la
induccion floral es promovida por el estrés hidrico, que también activa la expresion de CiFT
(Chica & Albrigo, 2013). Posteriormente, el restablecimiento de las condiciones hidricas activa

la expresion de los genes promotores de la identidad floral del meristemo.



4. La diferenciacion floral

En los citricos, después del reposo invernal o tras un periodo de sequia se inicia la formacion de
flores o inflorescencias, a partir de yemas situadas en el apice del tallo o las axilas de las hojas.
La transformacion de apice vegetativo a yema floral comienza por la formacion de sépalos

seguido por los pétalos, estambres y, finalmente, el pistilo (Urbina, 2002).

La diferenciacion floral, se activa por el transporte de la proteina FT de las hojas a las yemas,
donde se forma un dimero con la proteina FLOWERING LOCUS D (FD) (Baurle et al., 2006).
Con ello se estimula la expresion de los genes CiLFY yv CiAPI, homdlogos en los citricos de
LEAFY (LFY)y APETALLAI (API1) de Arabidopsis thaliana L., y relacionados con la identidad
floral del meristemo (Blazquez et al., 2011). El gen LFY ejerce una funcion reguladora sobre AP1,
induciendo directamente su expresion, al reducir los niveles de GAs activas y permitiendo la
acumulacion de las proteinas DELLA. Estas proteinas se unen a los factores de transcripcion
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), activando la expresion de AP/
(Yu et al., 2012; Yamaguchi et al., 2014). Para que el meristemo se diferencie en una flor, es
suficiente la sobreexpresion de cualquiera de estos dos genes florales (Busch et al., 1999; Wagner
et al., 1999; Ng & Yanofsky, 2001), tanto en Arabidopsis thaliana L, como en los citricos (Pefia
etal., 2001).

Por otra parte, otros genes son represores de la floracion. Entre estos genes se encuentra
TERMINAL FLOWER 1 (TFLI), que actia en la yema como represor de los genes de identidad
floral del meristemo LFY y API. El gen CENTRORADIALIS (CEN), mantienen la
indeterminacion del meristemo, o lo que es lo mismo, que el destino del meristemo sea vegetativo
(Pnueli et al., 1998; Mohamed et al., 2010). En Arabidopsis, la represion del gen LFY genera una
acumulacion de giberelinas en el meristemo (Yamaguchi et al., 2014), que promueve la
degradacion de las proteinas DELLA. Sin LFY, tampoco se expresa AP en el meristemo, lo que

ocasiona que éste sea de caracter vegetativo.

5. Brotacion y tipos de brotes

En los citricos, las yemas brotan en cualquier época del afio cuando la temperatura del suelo
supera los 12°C, con independencia de la del aire. Por otro lado, condiciones de dia largo reducen
el periodo entre brotaciones, cuya frecuencia e intensidad estan reguladas endogenamente (Agusti
et al., 2020). Entre los factores enddgenos que regulan la brotacion destaca la relacion entre las
auxinas, las citoquininas y los carbohidratos, que determina, entre otros aspectos, la dominancia

apical (Mason et al., 2014; Da Cao et al., 2023).

En las condiciones del clima Mediterraneo los citricos brotan en tres momentos definidos por las

estaciones: primavera, principio de verano y final de verano u otofio. En la primavera la brotacion
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es mas intensa, produciendo las flores ttiles que dan lugar a la cosecha. Tras el cuajado, la
brotacion se detiene por la competencia con los frutos en desarrollo. La segunda brotacion es al
inicio del verano, produce unicamente brotes vegetativos y se paraliza con el aumento de la
temperatura estival. Por ultimo, la tercera brotacion, que es también vegetativa, se inicia cuando

se modera la temperatura estival y se detiene por el descenso de la temperatura al final del otofio.

Los brotes que surgen en primavera se clasifican de acuerdo con el nimero de hojas y flores que
llevan. Los brotes sin hojas multiflorales o uniflorales reciben el nombre d ramos de flor (RF) o
flor solitaria (FS), respectivamente. Como la diferenciacion floral tiene lugar al mismo tiempo
que se inicia la brotacién, muchas yemas, inicialmente, dan lugar a brotes vegetativos en los que,
en ocasiones, el meristemo apical y los axilares se transforman en flores (Agusti et al., 2020). De
este modo, los citricos también producen brotes mixtos multiflorales (BM) y uniflorales con una
flor terminal (brotes campaneros BC); finalmente, los brotes que solo llevan hojas se llaman
brotes vegetativos (BV). Este nimero de flores y hojas de los brotes depende de dos factores: el
numero de primordios presentes en la yema y la abscision o falta de desarrollo de algunos 6rganos

(Agusti, 2020).

6. Regulacion de la intensidad de la brotacion y floracion. La dominancia apical.

En los arboles citricos capaces de florecer, la intensidad de brotacion y floracion depende de la
edad de la madera, de modo que la més joven brota y florece con mayor intensidad. Asi, la madera
de otofio es la que brota mas precozmente, en mayor proporcion y produce brotes mas largos,
seguida de la de verano y esta, a su vez, de la de primavera del afio anterior (Agusti, 1980).
Ademas, dentro del brote joven, las yemas mas apicales también brotan y florecen con mayor
intensidad. La dominancia apical es el fendbmeno por el cual la yema situada en posicion terminal
restringe el crecimiento de las yemas laterales y reduce el niumero de brotes formados. El
mecanismo que la regula es complejo, implica factores hormonales (de sintesis y transporte) y
nutricionales, y ha sido recientemente explicado utilizando el guisante como planta modelo

(Figura 1).
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Figura 1. Modelo simplificado del mecanismo de la dominancia apical. Toda la red de ramificacion (A), las etapas
involucradas en la produccion de una ramificacion una vez se ha formado la yema axilar antes y después de la
decapitacion (B y C), una yema inhibida (B), la liberacion de la yema después de la decapitacion (C) y la etapa de
crecimiento sostenido (D) Fuente: (Beveridge et al. 2023).

La hipoétesis hormonal plantea que la auxina (AIA) de origen apical estimula la biosintesis de
estrigolactonas (SL), reduce los niveles de citokininas (CK) y reprime la exportacion de AIA
desde la yema axilar (Figura 1.A). La SL aumentan la expresion del gen represor de la brotacion
BRANCHEDI (BRCI), y también reprimen la exportacion de AIA desde la yema axilar, al actuar
sobre la polaridad del transportador de auxina PIN/ en la membrana plasmadtica. Las SL también
pueden actuar por via(s) independiente(s) de BRCI. Las CKs tienen el papel opuesto a las SL, y
hay cierta retroalimentacion entre ellas. El gen BRC! actlia para inhibir la brotacion de yemas
axilares, y puede actuar en parte a través del 4cido abscisico (ABA), aunque el papel de esta

hormona no esta precisado con claridad.

La hipdtesis nutricional plantea que los carbohidratos, en particular la sacarosa, ejercen un papel
directo sobre la liberacion de las yemas. La sacarosa inhibe la accidon de las SL, promueve la

sintesis de CK y el transporte de AIA desde la yema axilar. El menor nivel de AIA y el transporte



desde el primordio del brote axilar promueven el crecimiento sostenido, al menos en parte a través

de la sintesis de giberelinas (GA).

La brotacion se inhibe, principalmente, debido a los altos niveles de AIA apical, y al bajo
suministro de sacarosa (Figura 1 B), que se acumula en la yema apical (Mason et al., 2014). Por
ello, la decapitacion de la yema apical (Figura 1.C) induce la liberacion de yemas axilares, al
reducir el AIA del tallo y mejorar el suministro de sacarosa, reducir la concentracion de SL y
mejorar la concentracion de CK en la yema axilar. El crecimiento sostenido del primordio del
brote axilar (Figura 1.D) seguira incluso si se restauran el AIA del tallo y la sacarosa, siempre que
los niveles de GA, estimulados por el AIA, provoquen el alargamiento del primordio y el

transporte mejorado de auxina continte desde la yema, lo que reinicia el nuevo balance.

En los citricos, la aplicacion de auxinas de sintesis (2,4-D) reduce la floracion sin alterar el
porcentaje de nudos brotados. El tratamiento reduce los brotes florales sin hojas y aumenta los

brotes vegetativos (Lozano, 2022; Carbonell, 2022).

Otro factor endégeno a la planta que modifica la intensidad de brotacion y floracion es la presencia
del fruto. En los citricos, el fruto favorece el desarrollo de estructuras vegetativas sobre las
estructuras reproductivas, estableciendo a su vez un gradiente de brotacion que disminuye a
medida que aumenta la cantidad de frutos presentes en el arbol. Un retraso en la recoleccion
también puede alterar la intensidad de floracion, afectando a la regularidad en las producciones
(Agusti, 1980; Guardiola et al., 1982; Albrigo & Sauco, 2004; Martinez-Fuentes et al., 2010). Se

desconoce el mecanismo a través del cual el fruto modifica la brotacion y la floracion.

La eliminacién de un alto porcentaje (>40%) de frutos durante un afio de gran cosecha es eficaz
para inducir la floracidn solo si se realiza unos meses antes del inicio del periodo de induccién de
la floracion. La eliminacion del fruto reduce el contenido y el transporte polar de AIA en el tallo,
y permite la liberacion de auxina de la yema, apoyando la hipotesis de que la presencia del fruto
genera una sefial de auxina en la yema que puede afectar la induccion de la floracion (Bangerth,

2009; Haim et al, 2021).

7. Las auxinas. Sintesis, regulacion, biosintesis y transporte.

A finales del siglo XIX, en Alemania, se planteo la existencia de sustancias morfogenéticas que
se moverian de forma polarizada a través de la planta y que determinarian la forma definitiva de
cada organo. Con ello, comenzaron estudios en los que se pretendia aislar e identificar
quimicamente el compuesto que se movia a través de la planta, las auxinas (del griego, hacer
crecer, aumentar). Las moléculas con propiedades auxinicas tienen un anillo ciclico con al menos

un doble enlace y un grupo funcional carboxilico u otro analogo (Acosta et al., 2008).



El compuesto natural mas abundante que se acepta como auxina es el AIA, cuya sintesis principal
es a partir del aminoacido triptofano, pero también puede ser independiente de éste. Los lugares
mas importantes donde se produce la biosintesis del AIA en la planta son los apices de coledptilos,
los tallos y las hojas jovenes, el cAmbium y las semillas en desarrollo. Aun asi, se ha demostrado
que otros organos, como las hojas adultas, también pueden sintetizar AIA. Aunque las raices
contienen AIA, poseen una capacidad limitada para sintetizarlo, y se considera que la mayor parte

del AIA procede del tallo (Acosta et al., 2008).

El AIA participa en numerosos procesos del desarrollo de las plantas, pero, dependiendo de su
concentracion en el tejido se modifica la intensidad de la respuesta. La planta tiene mecanismos
que regulan eficazmente la concentracion de hormona, con el fin de mantener la concentracion
optima en cada momento. La velocidad de biosintesis, la conjugacion, la hidrélisis de conjugados
y oxidacion (descarboxilativa y no descarboxilativa), la intensidad del transporte de llegada
(importacion) y de salida (exportacion) son factores importantes a la hora de regular la
concentracion de la auxina. Cada organo de la planta presenta una sensibilidad diferente a la
auxina. Teniendo en cuenta la concentracion de hormona que produce la méaxima respuesta,
dependiendo del lugar en el que se localice, se puede concluir que las raices son mas sensibles

que las yemas, y éstas mas sensibles que los tallos.

En cuanto al transporte, todas las hormonas vegetales pueden recorrer distancias cortas (entre
células proximas) y llegar a los diferentes drganos a través de los tejidos vasculares (xilema y
floema). El AIA, ademas, puede ser transportado por células no vasculares, como las células del
cambium y las células asociadas al floema, mediante un proceso diferente que se denomina
transporte polar. Las principales caracteristicas del transporte polar son la velocidad y la
direccion. La velocidad de transporte es de unos 10 mm h™', unas 100 veces menor que la del
floema, mientras que la direccion del transporte esta polarizada. Se produce desde el apice hacia
la base del tallo (transporte basipeto), con independencia de que el tallo se mantenga en posicion
normal (extremo apical hacia arriba) o invertida; en la raiz, la direccion es preferentemente
acropeta (desde la base hacia el apice), aunque también existe transporte basipeto (desde el apice
hacia la base) y lateral (desde las células proximas al cilindro vascular hacia la corteza externa)

(Figura 2).
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Figura 2. Esquema de una planta joven en la que se indica la direccion del transporte polar de auxina: basipeto en el
talloy la raiz y acréopeto en la raiz. En el extremo apical de la raiz existe un transporte lateral que permite a la auxina
entrar en la ruta de transporte basipeto. Fuente: (Azcon-Bieto & Taldn, 2008).

El transporte polar de AIA es un proceso complejo, regulado por una seria de proteinas localizadas
en la membrana plasmatica y la pared celular (Acosta-Echeverria et al., 2008). Las ATPasas de
la membrana plasmatica mantienen el pH del apoplasto en un rango acido. En esas condiciones,
el AIA se protona (AIAH). El AIAH puede difundir de un modo pasivo a través de la membrana
plasmatica al ser mas lipofilico. Pero, ademas, los transportadores AUX1/LAX se encargan de
realizar transporte activo de auxina desde el apoplasto hasta el citosol. Una vez ahi (pH neutro)
AIAH se desprotona y ejerce su accion a través de factores de transcripcion de respuesta a auxina
(ARFs) en el nticleo. Las proteinas AUX/AIA reprimen la respuesta a auxinas. Finalmente, la
auxina que ha entrado en la célula sale por el lado opuesto (para mantener el transporte polar
unidireccional) gracias a la accion y localizacion de las proteinas PIN1 (Vanneste y Friml, 2009;
Acosta et al., 2008). Estas se localizan en la base de las células transportadoras del tallo, lo que
concuerda con la localizacion de los transportadores de salida prevista en la hipdtesis

quimiosmotica (Figura 3).

Teniendo en cuenta la capacidad que tienen para transportarse por el floema, asi como los lugares
en los que se produce su biosintesis, se puede decir que las auxinas estan implicadas en muchos
procesos de desarrollo vegetal, afectando a la division, el crecimiento y la diferenciacion de las

células, lo que a su vez influye en la brotacion y la floracion.

8



AlA

7PN
> P e <

i
i AUX1 —— Pared celular
2 m v [
= AlAH Al
E !
z m pH-7 11|
3
5 Al H r
3 plasmatica
3 ATP ATP
a| w4l Ypw
[ Transpartador
— NPA de entrada
Al GNOM BFA @ Tlansronadur
PINT de salida
() ATPzsa

\d >2- .AIA +H T— " AlaH -<
'

H
AL 1—\— AlAH

Figura 3. Esquema del transporte polar del AIA segtn la hipdtesis quimiosmatica Fuente: (Azcon-Bieto & Talon,
2008).






II. HIPOTESIS DE
TRABAJO Y
OBJETIVOS



La hipotesis que se plantea en este Trabajo Final de Master es la siguiente: en los citricos, el
transporte polar de AIA procedente de las yemas apicales modifica la expresion de LFY e inhibe

la diferenciacion floral de las yemas situadas en posicion basal.

Los objetivos son:

1. Estudiar la influencia de la edad de la madera y la posicion del nudo en la rama sobre la
brotacién y floracion.

2. Relacionar la concentracion y transporte de auxinas a lo largo de la rama con la expresion
de los genes de la induccion (CiFT3) y diferenciacion floral (CsLFY), y la brotacion y

floracion.
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III. MATERIAL Y
METODOS



1. Material vegetal y disefio del experimento

El experimento se realizo en una explotacion de naranjo dulce cv Lanelate [Citrus sinensis (L.)
Osbeck], injertada sobre patron citrange Carrizo, situada en el término municipal de Calicanto,
provincia de Valencia. El marco de plantacion utilizado es de 4 m x 6 m y el manejo del cultivo
se lleva a cabo mediante riego localizado, fertirrigacion y control de plagas y enfermedades acorde

con la normativa de produccion integrada.

La variedad Lanelate procede de Australia, y se origind por mutaciéon de una yema de
“"Washington navel ’. Es un arbol vigoroso, de follaje denso (entrenudos cortos) y hojas de color
verde oscuro, y presenta espinas pequefias en los nudos. Es una variedad perteneciente al grupo
navel, con esterilidad gamética masculina y femenina y, por tanto, produce frutos partenocarpicos.
Estos son maduracion tardia, por lo que cuando la produccién es elevada tiene tendencia a la

alternancia.

Se seleccionaron 20 arboles con condiciones sanitarias y nutricionales optimas en los que se
establecio, como unidad experimental la rama. En cada rama se identificé la edad de la madera
(otoilo, verano o primavera) y la posicidon de los nudos en cada rama (desde la yema apical hasta
el nudo 7-8). En los citricos es sencillo identificar la edad de la madera porque 1) en cada
brotacion se produce un pequeiio cambio de angulo en la direccion del brote, 2) cambia el color
de larama y 3) la madera més joven tiene seccion triangular y la mas adulta tiene seccion circular.
Concretamente en enero de 2023 se marcaron 160 ramas de dos tipos, con madera procedente de
tres brotaciones del afio, otorio+verano+primavera (O+V+P), y con madera procedente de dos
brotaciones del afio, verano+primavera (V+P), para determinar la capacidad de floracion segun

la edad de la madera.
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Figura 4. Esquema de los dos tipos de rama seleccionados en el estudio, indicando la edad de la madera del afio.
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En el momento previo a la brotacion, entre los estados 01 (‘comienzan a hincharse las yemas’) y
03 (‘escamas verdes ligeramente separadas’) de las yemas axilares segun la escala BBCH, se
muestrearon las ramas y separaron en funcion de la madera en otofio, verano y primavera, en las
ramas O+V+P, y verano y primavera en las ramas V+P (Figura 4). Las ramas se seleccionaron de

modo que cada tipo de madera tuviera un minimo de 8 nudos.

Inmediatamente después de la recogida de muestras, en el laboratorio, se separaron los tejidos
segun fueran hojas, yemas y floema, ordenandolos seglin su posicion en la rama (nudo 1, 2, 3,
etc., para hojas y yemas, y entrenudo 1, 2, 3 etc., para floema), para determinar la influencia de la
dominancia apical en la intensidad de floracion. Para tener tejido suficiente para el analisis, se
defini6 cada réplica biologica como el conjunto de tejido procedente de 6 ramas. Se obtuvo 3
réplicas bioldgicas de cada tipo de muestra, para llevar a cabo, posteriormente, la determinacion
de la expresion de los genes relacionados con la diferenciacion floral (LFY), la induccion floral
(FT), la sintesis y el transporte de auxinas y la concentracion de auxinas, giberelinas y

citoquininas.

Finalmente, la evaluacion de la brotacion y floracion en primavera (21/03/23) se realizoé en 50

ramas de cada tipo (O+V+P y V+P).

2. Determinaciones en campo

Tras la recogida de muestras en el mes de enero, se evalud la brotacion y floraciéon de 100 ramas

en las que se cuantifico:

- El nimero de nuevos brotes de cada nudo

- El nimero de hojas y flores de cada brote nuevo

Con todo ello, se calcul6 la intensidad de brotacion y floracion por cada 100 nudos en cada tipo
de rama, y se determin6 el tipo de brote formado, es decir, brotes vegetativos (sin flores), mixtos
(varias flores con hojas), campaneros (una flor en posicion terminal de un brote con hojas),

inflorescencias (varias flores sin hojas) y flor solitaria (Agusti et al., 2020).

12



3. Determinacion de la expresion génica.

a. Toma y procesado de muestras

El material vegetal se transporté en una nevera a 4°C hasta la llegada al laboratorio, donde se
separaron los tejidos con ayuda de un bisturi, teniendo en cuenta la edad de la madera y la posicion
del nudo en la rama. Las muestras se congelaron con N liquido se molieron en un mortero hasta

obtener un polvo fino (Figura 5) y se almacenaron en el congelador de -80°C.

b. Extraccion de ARNm.
Para la extraccion de ARNm se realizan todos los procesos necesarios para llevar a cabo la
eliminacién de compuestos que actiien como barreras fisicas y quimicas sobre el ARNm, como
son polisacaridos, polifenoles, metabolitos secundarios, proteinas y otros contaminantes como las

sales inorgénicas y el fenol.

La extraccion de ARNm se realiz6 segun el protocolo de extraccion de RNA citricos consta de

dos partes:

Primera parte

Se pesan 0,5 g de muestra molida en tubos de 15 ml, se le afiade posteriormente 2 ml de TCES
(0.2 Tris ph=8 + 0.2M NaCl + 50 mM EDTA + 2% SDS), 2 ml de fenol acido y 40 pl B-
mercaptoetanol para que la muestra molida pase a estar liquida. Posteriormente, para
homogeneizar la muestra se pasa por un vortex durante 1 minuto y se deposita al *"bafio maria”
con agua a 50°C durante 20 minutos, agitando manualmente una vez por minuto (Figura 5).
Después se centrifuga a 4000 rpm durante 30 minutos (centrifuga grande Ependorf). Una vez

terminado el tiempo, se pasa el sobrenadante a otro tubo.

El siguiente paso consiste en afiadir 1 volumen de cloroformo alcohol isoamilico (24:1) al
sobrenadante. A continuacion, se pasa por el vortex para homogeneizar la muestra y se centrifuga
otros 30 minutos a 4000 rpm. En este proceso se separan las fases, la fase superior se deposita en
tubos de 15 ml y se vuelve a centrifugar, esta vez a 10000 rpm durante 15 minutos. Finalmente,
al sobrenadante resultante tras la centrifuga, se le afiade la mitad del volumen extraido (1:2) de

LiCl 6M vy dejarlo precipitar a -20°C durante toda la noche.
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Figura 5. Fases del proceso de extraccion de ARNm. Molido de las yemas hasta conseguir polvo fino (izquierda) y
tubos al bafio maria (derecha).

Segunda parte

Al dia siguiente, se dejan los tubos en el exterior para descongelar las muestras y se centrifugan
durante 20 minutos a 10000 rpm para que precipite en el fondo del tubo. Se desecha el
sobrenadante de LiCl y el precipitado se lava anadiendo 200 ul de EtOH 70% (almacenado a -
20°C) y se centrifuga de nuevo 5 minutos a 10000 rpm. El sobrenadante de EtOH se elimina,
dejando secar al aire los pellets en los tubos durante 30 minutos y se vuelven a suspender con 100

ul de agua.

Por ultimo, se pasa a la fase de purificacion por columnas, empleando para ello el kit RNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. También, se debe
cuantificar la calidad y cantidad del mRNA libre obtenido para comprobar que las extracciones
se han realizado con éxito. Para ello, se utilizd6 un equipo NanoDrop ND-100 (NanoDrop

Technologies).
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4. Eleccion de genes de interés y sus cebadores

Con el fin de determinar el efecto de la dominancia apical y la edad de la madera en la brotacion

y floracion se seleccionaron los siguientes genes reguladores de la floracion y del metabolismo

de auxinas (Tabla 1):

1. Laexpresion en yemas del gen LFY implicado en la diferenciacion floral

2. Laexpresion en yemas y el floema de genes implicados en la sintesis y transporte de auxinas
(YUCCA; PINI).

3. Laexpresion en las hojas del gen F7 implicado en la induccion floral.

Como genes de referencia se utilizaron la actina y la B-licopeno ciclasa (LYC).

Tabla 1.Cebadores elegidos para el andlisis de expresion génica

o ae Primer s s
Gen ID Description orientation Sequence (5’-3°)
Auxin efflux F CTCTCTTTGCAGTCCCCTTG
PIN Cs2g16620.1 carrier
component 1 R CCCTTTTGCTCAACTTGCTC
F AGACTGTTTATGCACCGGGG
CiFT3 MT602515 FLOWERING
Ciclevioo12905m LOCUST (FT) R AGTTGAAGTAGACAGCGGCC
Flowerin F TCTTGATCCAGGTCCAGAACATC
CsLFY Ciclevio033942m Wering
Process R TAGTCACCTTGGTTGGGCATT
sintesis de F GGAAAGACGCCGGTACTTGA
YUC4 | Cideviooo8466m | riptofanoy
produccion de
IAA R TCTTTCACACCACCCACCAC
F CCGACCGTATGAGCAAGGAAA
Actin Ciclevi0025866m | Reference gene
R TTCCTGTGGACAATGGATGGA
MI136 GCTCTAGCCTTGTAGGAAAGCCATGG
LYCOPEN MI137 Reference gene
R GCGAATTCCGTGTGCACCTTAATCTGTAT
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5. Rt-qPCR

Para la cuantificacion relativa mediante PCR se utilizo el kit QuantiTect® SYBR® Green PCR
Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizd para cada muestra 2,5 pl
provenientes de la reaccion de retrotranscripcion anterior (extraccion de ARN). El programa
utilizado fue de 15 minutos a 95 °C para la activacion de la Hotstar Taq polimerasa, seguidos de
40 ciclos de 15 segundos a 94 °C para que se lleve a cabo la desnaturalizacion, 30 segundos a 60
°C para el alineamiento y 30 segundos a 72 °C par la extension. La fluorescencia se midio al final
de la etapa de alineamiento. Los oligonucledtidos especificos para la amplificacién de cada gen
se emplearon a una concentracion de 0,3 uM. Al final de cada qPCR se incluy6 un paso final de
analisis de la curva del punto de fusion, para detectar la presencia de dimeros o de amplificaciones
inespecificas. Se realizaron tres réplicas de cada muestra de cDNA, incluyéndose por duplicado
controles en los que el molde de cDNA se sustituyd por agua para detectar la posible presencia

de contaminacion o de formacion de dimeros.

6. Determinacion de la concentracion de hormonas

Para determinar la concentracion hormonal de los tejidos se seleccionan 3 réplicas biologicas de
cada tipo de muestra (hojas, yemas y floema). El primer paso es reducir la humedad de las
muestras mediante un liofilizador a baja temperatura y una reduccion de presion. Posteriormente,
se realiza una molienda en seco, hasta conseguir un polvo fino. El siguiente paso consiste en pesar
0,05 g de muestra molida en tubos de Sml. La muestra pesada se llevo al servicio de cuantificacion

de hormonas vegetales del IBMCP.

7. Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron estadisticamente mediante un analisis de la varianza (ANOVA),
utilizando la minima diferencia significativa (LSD) para la separacion de las medias. Los datos
experimentales se analizaron con el software Startgraphics Centurion X VI (Gréficos estadisticos,
Englewood Cliffs, NJ, EE. UU), y el software Superplotsof data. A los valores porcentuales se le

aplico la transformacion arcsen (\p).
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IV.RESULTADOS






1. Brotacion y floracién segun el tipo de madera y la posicion del nudo en la rama.

Con independencia de la edad de la madera (otofio, verano, primavera), la brotacion y la floracion
fue significativamente mas intensa en la zona apical de las ramas. Asi, mientras en larama O+V+P
la mayor brotacion se registré en la madera de otoflo (45%), la mayor brotacion de la rama V+P
se registro en la madera de verano (60%) (Figura 6A). La intensidad de floracion mostré un patrén
similar y, también fue mayor en la madera de verano de la rama V+P que en la de otofio de la
rama O+V+P. Asi, mientras la rama O+V+P desarrollé 85 flores por 100 nudos (N) en la zona
apical, en promedio, la rama de tipo V+P desarrollo 200 flores por 100 N (Figura 6B) esto es, un

42,5% mas de flores.

En ambos casos, la madera basal de las ramas mostré una brotacion y floracion significativamente
menor. En la rama de tipo O+V+P, la brotacion y floracion de la madera de primavera fue

practicamente nula (datos no mostrados).
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Figura 6. Influencia de la edad de la madera (otofio, verano, primavera del afio anterior)
en la intensidad de brotacion (A) y floracién (B) de primavera. Cada valor es la media de
50 ramas de la madera de otofio del naranjo dulce Lanelate. Las barras verticales
muestran el error estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05).
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Un analisis mas detallado de la influencia de la posicion del nudo en la madera apical (la de otofio
en la rama O+V+P y la de verano en la rama V+P) indica que los nudos 1-4 presentan mayor
brotacion y floracion que los nudos 5-8 (Figura 7). Por término medio, se observé un mayor
desarrollo de brotes vegetativos en la madera de otofio de la rama O+V+P que en la de verano de
la rama V+P que, principalmente desarrollo inflorescencias (Figura 7). En ambos casos, la madera
basal de la rama desarroll6 menos brotes en todos los nudos. Asi, tomando como ejemplo la rama
O+V+P, mientras en la madera apical se desarrollaron 50 brotes vegetativos por 100 N en los
nudos apicales, en la madera basal solamente se desarrollaron 28 brotes vegetativos cada 100 N.
Los restantes tipos de brotes, como el brote mixto y la inflorescencia, también se desarrollaron
mas en la madera apical, con 18 brotes cada 100 N y 14 brotes cada 100 N, respectivamente.
Finalmente, la flor solitaria o campanera se desarrollaron en menor medida en ambos tipos de

madera (Figura 7A).

En la madera apical de los dos tipos de rama, el tipo de brote (vegetativo o floral) no dependio de
la posicion del nudo en la rama, sino de si la rama completa se indujo a flor o no. Asi, tanto en la
rama O+V+P como en la V+P se observo ramas completamente florales (todos los nudos apicales
de la madera apical eran florales), y ramas completamente vegetativas (Figura 8A). Al partir del
quinto nudo aumento el porcentaje de nudos latentes, y vegetativos, que fue significativamente
mayor en la madera basal. Por ello, la diferencia en la intensidad de floracion entre las ramas
O+V+P y V4P (ver Figuras 6 y 7) fue por el nimero de ramas que se indujeron a flor. Asi,
mientras el 52% de las ramas O+V+P fueron vegetativas, en las ramas V+P solamente lo fueron

el 27% (Figura 8B).
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Figura 7. Influencia de la posicion del nudo en la rama y la edad de la madera en la distribucion de tipos de brote en
ramas con madera de otofio, verano y primavera del afio anterior (A) y ramas con madera de verano y primavera (B).
(I: inflorescencia sin hojas; FS: flor solitaria; BC: brote campanero; BM: brote mixto; BV: brote vegetativo). Cada valor
es la media de 50 ramas de la madera de otofio del naranjo dulce Lanelate. Las barras verticales muestran el error

estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre nudos para cada tipo de brote de la madera joven
(P<0.05).

19




A 1 B Inflorescencia 60 - B
[ Mixin
I vegetativo 50 -
[l Latente

30 -

FRECUENCIA (%)

20

Ndmana da nude

10

VEGETATIVO

VEGETATIVO

AHAEHBAHQEREAREEEE S S0 AN

a2 )37 )39]0 50]2a) 2 5] 6] 8] a so]11]1a]a5] 27}

Tipo de rama

Figura 8. (A) Distribucién de los tipos de brotes a lo largo de las ramas con madera O+V+P y V+P. Cada columna es
una rama individual. Se han elegido 21 como muestra de las 100 que se evaluaron de la madera del naranjo dulce
Lanelate. La linea roja y el * indican el cambio de madera. (B). Frecuencia de ramas vegetativas, florales y mixtas
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2. Expresion de los genes FTy LFY

Con el fin de determinar si las diferencias en la formacion de las flores se deben a factores
relacionados con la induccion floral o con la diferenciacion floral se estudio la expresion de los
genes F'T'y LFY en la madera de otofio de las ramas O+V+P. La expresion en las hojas del gen
responsable de la induccion floral (F7) indica que todas las hojas, independientemente de la

posicion de los nudos, reciben la sefial inductora (Figura 9A).

En cambio, la expresion del gen LFY, que regula la diferenciacion floral, fue significativamente
mayor en los nudos mas apicales y disminuy6 progresivamente con la posicion del nudo en la
rama (Figura 9B), lo que correlaciona significativamente con la intensidad de floracion (» = 0.98;
P-valor = 0.004) y, particularmente, con el mayor nimero de inflorescencias (» = 0.97; P-valor
= (.006), brotes campaneros (» = 0.96; P-valor = 0.008) y, algo menos, brotes mixtos (» = 0.86;
P-valor = 0.06) (Figuras 8 y 9).
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Figura 9. Influencia de la posicion del nudo en la rama sobre la expresion de los genes FT (A) y LFY (B) en las hojas y yemas,
respectivamente, de la madera de otofio del naranjo dulce ‘Lanelate’. Mediacién realizada en el momento previo a la brotacion (enero).
Letras diferentes indican la significacion estadistica (p< 0.05).
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3. Sintesis, transporte y concentracion de auxinas

La elevada influencia de la posicion del nudo en el brote en la expresion de LFY y la floracion
sugiere un papel determinante de la dominancia apical en el proceso de diferenciacion. Por ello,
se estudio el metabolismo de las auxinas en las yemas, entrenudos y hojas de la madera de otofio

de la rama tipo O+V+P.

La expresion relativa del gen implicado en el transporte de auxinas (PIN/) fue significativamente
mayor en las yemas de los nudos con posicion apical (nudos 1-2) y, disminuy6 progresivamente
a medida que las yemas se localizaban en una posicién mas basal, llegando a una reduccion del
70% en las yemas de los nudos 7-8 (Figura 10A). Sin embargo, la relacion entre la expresion del
gen YUCCA, implicado en la sintesis de auxinas, y de la posicion de los nudos no fue tan clara,
porque la yema apical y los nudos 1-6 mostraron una expresion relativa similar. Solamente en las
yemas de los nudos basales (7-8) la expresion de YUCCA se redujo significativamente (Figura
10B). La concentracion de auxinas (4/4) en las yemas correlacion6 significativamente con la
expresion del gen de transporte (PIN1), de modo que la concentracion fue mayor en las yemas de
los nudos apicales (26,11 ng g') y disminuyé progresivamente a medida que la posicion de la
yema era mas proxima a la base (Figura 10C). En las yemas de la madera apical de verano, cuya
floracion fue mayor (Figura 7), la concentracion de AIA fue significativamente menor (13,2 ng
g™h), y también se observo una reduccion a medida que la posicion de la yema era mas proxima a

la base (Figura 10D).
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Figura 10. Influencia de la posicion del nudo en la rama sobre la expresion de los genes PIN1 (A) y YUCCA
(B) y la concentracion de AIA en las yemas de la madera apical de otofio (C) y la madera apical de verano
(D) de la variedad Lanelate. Mediacidn realizada en el momento previo a la brotacién (enero). Cada valor
es la media de 3 réplicas bioldgicas. Las barras verticales indican el error estandar. Letras diferentes indican
la significacidn estadistica (p< 0.05).
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Es de gran interés destacar que la concentracion de auxina en el floema de los entrenudos de la
madera de otofio mostrd una respuesta inversa a la de las yemas (Figuras 10C y 11A), de modo
que las mayores concentraciones de AIA se cuantificaron en las posiciones mas basales. Entre los
nudos 1-2 la concentracion fue de 9,3 ng/g” mientras que entre los nudos 7-8 fue de 14,7 ng/g’!

(Figura 11A). En los entrenudos de la zona basal de la rama de verano no se observo el aumento

de la concentracion de AIA (Figura 11B).
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Figura 11.Concentracion de AIA en el floema de los entrenudos de madera apical de otofio y verano, (A y B)
respectivamente, segun la posicion de los nudos del naranjo dulce ‘Lanelate’. Mediacion realizada en el momento

previo a la brotacion (enero). Cada valor es la media de tres réplicas bioldgicas. Las barras verticales muestran el error
estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05).
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4. Concentracion de Cks y GAs en yemas y floema

La concentracion de CKs (isopentil adenina: iP) en yemas (Figura 12E) fue alta en los nudos
apicales, hasta el nudo 2, y significativamente menor en los nudos basales (nudos 3 a 8). El
contenido en el floema de los entrenudos fue similar al de las yemas (Figura 13). En cuanto a las
GAs no se observo una relacion clara entre la posicion de la yema o el entrenudo y la

concentracion de las hormonas precursoras, GAg y GAy, y las GAs activas GA4 y GA; (Figuras
12y 13).
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V. DISCUSION






Mientras en las plantas anuales todos los meristemos se inducen a flor tras el estimulo ambiental
adecuado, en las plantas policarpicas, sean perennes o caducifolias, un gran numero de
meristemos apicales y axilares se mantienen en estado vegetativo, y, o no brotan, o producen
brotes vegetativos (Albani & Coupland, 2010). Para explicar este comportamiento, Bangerth
(2006; 2009) propuso que las plantas policarpicas tienen un modelo de induccion floral
fundamentado en el trasporte de sefiales a larga distancia (long distance signals; LDS), en el que
los promotores endogenos, a pesar de su activacion por un potente estimulo externo (p.e. la baja
temperatura en el caso de los citricos), no son capaces de transformar todos los meristemos
vegetativos en reproductivos. Este mecanismo de inhibicion de la floracion difiere entre especies,
en cuanto al momento y al drgano (yema, hoja, etc.) se refiere, pero Bangerth propuso que el
transporte polar de AIA puede ser la ‘LDS’ que interfiera en la floracion de las plantas lefiosas,

con independencia de la especie. Esta hipotesis requiere confirmacion.

En el caso de los citricos, la hipdtesis resulta especialmente apropiada, en particular para el
momento de la diferenciacion floral, porque ésta es coincidente con la brotaciéon. Un factor
determinante de la brotacion y floracion de los citricos es la edad de las yemas, de modo que las
mas jovenes y apicales brotan con mayor intensidad (Guardiola et al., 1982), y los arboles florecen
principalmente en la parte externa de la copa. Los resultados de este TFM lo corroboran, tanto
para las ramas O+V+P como para las ramas V+P. En ambos casos, la madera mas joven dentro
de cada tipo de rama broto y florecié mas, y cuanto mas proximo al apice esta el nudo mayor es
la brotacion y la floracion (Figuras 6 y 7). Por ello, la hipotesis del transporte polar de AIA de
Bangerth, basada en el fendmeno de la dominancia apical, resulta tan apropiada. Asi, la capacidad
de la yema para transportar AIA (PINI) (Figura 10A) correlacion6 con la intensidad de brotacion
de los nudos (Figura 7), como describen Mason et al. (2014) y Beveridge et al. (2023) en el
guisante. Pero como en los citricos la diferenciacion floral es coincidente con la brotacion,
también se detectd correlacion entre PINI y la capacidad del nudo para diferenciarse a flor (a
través de la expresion de LFY; Figura 9B). La alta concentracion de AIA en el floema de los
entrenudos basales, procedente de las yemas apicales, reduce la expresion de PIN/ en las yemas
basales, y las incapacita para liberarse del AIA, lo que inhibe el proceso de brotacion, como
explica Beveridge et al (2023), y, en el caso de los citricos, también inhibe la floracion (Figura

7).

Como todas las hojas, con independencia de la posicion del nudo, han producido la senal de
induccion (expresion de FT) por igual (Figura 9A), pero sus yemas no han sido capaces de
producir por igual la sefal de diferenciacion (LFY), los resultados sugieren que, en los citricos, el
transporte polar de AIA procedente de las yemas apicales inhibe la diferenciaciéon floral de las
yemas situadas en posicion basal, a pesar de que todas hayan recibido la sefial de induccion desde

la hoja.
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Pero ;podria valer la hipotesis de Bangerth para explicar también la inhibicion de la induccién
floral en los citricos? En este TFM no hay suficientes resultados como para explicarlo. Sin
embargo, es posible sugerir que la hipdtesis de Bangerth podria ser cierta en base a lo siguiente.
Al comparar la brotacion y floracion entre las ramas O+V+P y las ramas V+P no se cumpli6 el
dogma de que la madera mas joven brota y florece con mayor intensidad. Al contrario, la brotacion
y floracion fue mayor en la madera apical de verano (8 meses de edad en el momento de la
floracion) que en la madera apical de otofio (5 meses de edad en el momento de la floracion)
(Figuras 6 y 7). La aplicacion de auxinas de sintesis reduce significativamente la intensidad de
la floracion (Guardiola et al., 1977; Garcia-Luis et al., 1986) y la expresion del gen FT'y LFY en
naranjos, mandarinos y limoneros (datos sin publicar), y los resultados de este TFM indican que
hay una mayor concentracion de AIA en los brotes de la rama O+V+P (que florecen menos) que
en los brotes de la rama V+P (que florecen mas) (Figura 10 C y D). Por tanto, aunque de manera
preliminar, los resultados también sugieren una relacion inversa entre las auxinas y la induccion
floral de los citricos. Una posible explicacion de ello seria que, en aquellos brotes en crecimiento
que llegaran al momento de la induccion floral (noviembre) con hojas todavia en estado juvenil,
su mayor produccion hormonal (auxinas) impediria la expresion de F'T (Reig et al., 2017), y sus
yemas serian, por tanto, vegetativas. Aunque la madera de otofio mostré6 mayor proporcion de
ramas vegetativas que la madera de verano (Figura 8B), apoyando la hipdtesis, se requieren

nuevos experimentos para demostrarla.
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VI. CONCLUSIONES






El transporte polar de auxinas procedente de las yemas apicales inhibe la expresion de
LFYy la diferenciacion floral en las yemas basales.

La expresion del gen FT en las hojas no depende del transporte polar de auxinas.

La brotacion y floracion fue mayor en la madera apical de verano (8 meses de edad en el
momento de la floracion) que en la madera apical de otofio (5 meses de edad en el

momento de la floracion).
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