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Introduccion

El consumo de madera y de subpro-
ductos de origen forestal ha experimenta-
do un gran incremento durante los ulti-
mos anos (basado en FAO 20080),
haciendo que los productos derivados de
la explotacion forestal tengan cada vez
un mayor valor anadido. Estos materiales
renovables se encuentran, tanto a nivel
europeo como nacional, en el foco de di-
ferentes planes de accion que se funda-
mentan en su potencial sostenibilidad en
el marco de un clima cambiante y su po-
sicion de activo estratégico por las posi-
bilidades que ofrece en la mejora de la
autosuficiencia y disponibilidad estable
de materiales mas ecolégicos. Por todo
ello, se financia la investigacién y mejora
de la explotacién en torno a este recurso,
con distintos incentivos como por ejem-
plo el programa Horizonte 2020, “Raw
Materials”. Las coniferas, y en concreto el
genero Pinus, adquiere en este marco un
claro protagonismo a nivel nacional, al
constituir hoy en dia el principal recurso
de abastecimiento de la industria de ase-
rrado en la Peninsula Ibérica. Una de las
singularidades que presentan la mayoria
de las coniferas es su particular patrén de
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crecimiento puesto que, al contrario de
otras especies forestales, son capaces de
dar lugar a la formacién y elongacion de
mas de una unidad de tallo en un mismo
periodo anual (varios ciclos de crecimien-
to), siempre y cuando las condiciones
ambientales sean favorables. Este com-
portamiento denominado policiclismo se
produce en especies del género Pinus,
como el Pinus pinaster, de gran interés no
solo para la industria de primera y segun-
da transformaciéon, sino también a nivel
ecolégico. Este interés se debe funda-
mentalmente a su amplia distribucién na-
tural en la Peninsula Ibérica, a su capaci-
dad de crecimiento en suelos pobres y
bajo periodos de sequia prolongada (Alia
y Martin. 2009) y a la gran diversidad ge-
nética de la especie, que da lugar a dife-
rencias de comportamiento en funcion
de la procedencia de la poblacién. En Es-
pana, es el género Pinus el que ocupa de
forma natural la mayor superficie, y en
Asturias llega a valores préximos al 10%
del total de la superficie forestal.

La industria del aserrado es la activi-
dad econdmica mas importante en la
transformacion del P. pinaster no sélo por
su elevado nivel de consumo de materia
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Figura 1.-Modelo
simplificado de la
inhibicién de la
ramificacion de los brotes

laterales via estrigolactonas.

MAX: MORE AXILLARY
GROWTH,;

CCD: CAROTENOID
CLEAVAGE
DIOXYGENASES;

AXR1: AUXIN RESISTANT
1; P450: citocromo P450;
¢? = otros factores
desconocidos. En rojo los
genes estudiados en este
trabajo.

prima (67% del total), sino también por su
incidencia como fuente de abastecimien-
to de productos y subproductos destina-
dos a otros subsectores. Algunos de es-
tos sectores utilizan preferentemente
madera de alto valor comercial, sin nudos
y homogénea. Sin embargo, este tipo de
madera no es facil de obtener debido a la
ausencia de gestion y la alta proclividad
de esta especie a un modelo de creci-
miento policiclico, lo que hace que los in-
dividuos muestren una gran ramificacion
y, por tanto, un gran nimero de nudos.
Este caracter presenta una gran hereda-
bilidad (Zas y Fernandez-Lopez, 2005);
sin embargo, se desconocen por comple-
to las bases moleculares que inducen su
manifestacion.

La ramificacion del tallo esta contro-
lada por la formacion y subsecuente
crecimiento de yemas axilares, que son
estructuras indeterminadas cuyo creci-
miento se activa por senales enddgenas
o ambientales. Mas de 70 anos después
de que se propusiera que la fitohormona
auxina, sintetizada en la zona apical de
las plantas, actuaba como un inhibidor de
la ramificacion (Thimann y Skoog 1933), y
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tras la teoria propuesta del segundo men-
sajero (Brewer et al., 2009), estudios re-
cientes han descubierto que un grupo es-
pecifico de lactonas terpenoides
denominadas estrigolactonas pueden in-
hibir directa o indirectamente el creci-
miento de la yema.

¢Qué son las estrigolactonas?

Las estrigolactonas son un nuevo gru-
po de hormonas vegetales cuyo papel
era desconocido hasta hace poco. Desde
mediados del siglo XX se sabia que dicha
familia de compuestos se producia en las
raices de las plantas y se exudaba en la
rizosfera para «atraer» hongos y facilitar el
desarrollo de simbiosis endomicorricica
(Cook et al., 1972). Sin embargo, han te-
nido que transcurrir 50 anos para que se
localice la actividad enddégena de estas
hormonas dentro de las plantas (Beverid-
ge y Hyozuka, 2010), relacionando su ac-
tividad con la inhibicion de la ramifica-
cion. Este tipo de hormonas poseen
ciertas caracteristicas comunes al resto
de las fitohormonas: su accién es muy es-
pecifica, son activas en concentraciones
muy bajas y pueden recorrer largas dis-
tancias en la planta. Trabajos realizados
en la ultima década han hecho posible al-
canzar un mayor conocimiento sobre la
funcion de estas fitohormonas en la rami-
ficacién. Ademas, recientemente se han
identificado nuevos genes implicados en
la ramificacion de los brotes y la biosinte-
sis de estrigolactonas en diversas espe-
cies modelo, como arabidopsis, guisante,
arroz y petunia (Brewer et al.,, 2009). No
obstante, alin son escasos los trabajos en
especies forestales relacionados con este
campo.

A través de recientes estudios (Booker
et al,, 2005; Brewer et al., 2009; Doma-
galska and Leyser, 2011), se ha podido
comprobar que la ruta de biosintesis y
senalizacién de estrigolactonas esta am-
pliamente conservada entre distintas es-
pecies vegetales, especialmente la super-
familia MAX MORE AXILLARY GROWTH).
Segun el modelo de inhibicion de la rami-
ficacion via estrigolactonas (Figura 1), la
biosintesis del precursor de estrigolacto-
nas es mediada por dos CAROTENOID
CLEAVAGE DIOXYGENASES (CDD) codifi-
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cadas por MAX3 (CCD7) y MAX4 (CCD8).
Tras esto, el precursor de estrigolactonas,
la carlactona, es transformada bioquimi-
camente a través del citocromo P450
MAXT) en una estrigolactona bioactiva
movil. A continuacion, en la yema lateral,
y mediante el receptor de la senalizacién
de estrigolactonas MAX2), se inhibe la
activacion del crecimiento de la yema la-
teral. Las auxinas juegan también un pa-
pel esencial en este entramado, ya que
promueven en la biosintesis de estrigo-
lactonas mediante la via de transduccion
de senales regulada por AUXIN RESIS-
TANT (AXR1). Por otro lado, ademas,
AXRT1 inhibe la biosintesis de citoquini-
nas, suprimiendo, por consiguiente, la for-
macion de nuevas yemas.

Primeras pistas del papel de
AXR1 y MAX1 en P. pinaster

Son muy pocos los trabajos existentes
hasta la fecha dirigidos al estudio del po-
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sible papel de las estrigolactonas en la re-
gulacion de la ramificacién y arquitectura
de las especies forestales. Es por eso que
inicialmente se decidid realizar un analisis
filogénetico de los principales genes im-
plicados en la biosintesis de estrigolacto-
nas y su sefalizacion en diez especies se-
cuenciadas, incluyendo entre ellas varias
especies forestales, para determinar el
grado de conservacién de esta ruta de
senalizacion y establecer los genes diana
mas interesantes en nuestro trabajo, an-
tes de analizar el papel especifico de es-
tas hormonas en el control de la ramifica-
cion de P. pinaster.

Mediante este estudio filogenético (Fi-
gura 2) se pudo observar que AXR1 es el
gen mas variable entre las especies estu-
diadas, mientras que la superfamilia MAX
se encuentra altamente conservada inclu-
so entre especies tan distantes como P,
taeda y Arabidopsis thaliana. Con esta in-
formacion, y con la idea de avanzar en el
conocimiento acerca de los factores en-
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Figura 2.-Dendrograma
de los principales genes
relacionados con la
biosintesis y senalizacion
de estigolactonas
mostrando las relaciones
de similitud existentes
entre las distintas
especies secuenciadas
seleccionadas.
Abreviaturas de las
especies utilizadas: arab,
Arabidopsis thaliana;
mani, Manihot esculenta;
potri, Populus trichocarpa;
prun, Prunus persica;

vit, Vitis vinifera;

sol, Solanum tuberosum;
phvul, Phaseolus vulgaris;
eucgr, Eucalyptus grandis,;
ory, Oryza sativa;

malus, Malus domestica;
pita, Pinus taeda.

Ejemplo nomenclatura en
el dendograma:
MAXA4potri translation,
proteina traducida de
MAX4 en la especie
Populus trichocarpa.
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Figura 3.-Columna
izquierda, tratamientos
aplicados y ejemplo de
plantula de Pinus pinaster
bifurcada sobre la que se
marcan las ramas
dominante y lateral.
Columna derecha, datos
de crecimiento de las
pléntulas bifurcadas.

(A) Incremento en altura
de la rama dominante a
los 15, 30 y 45 dias de la
aplicacion de los
tratamientos.

(B) Incremento en altura
de la rama lateral a los
15, 30 y 45 dias de la
aplicacion de los
tratamientos. T-Student
comparando cada uno de
los tratamientos frente al
control (tto.1).

Los asteriscos indican
diferencias significativas
**p =0,01; *p =<0,05;

n = 10). GR-24:
Estrigolactona sintética;
NPA = acido
naftil-p-talamico,
inhibidor del transporte
de auxinas; tto.
Tratamiento.

dogenos implicados en la regulacién del
policiclismo y ramificacion en coniferas,
se decidié estudiar el posible papel de
los siguientes genes en la inhibicion de la
ramificacién de P. Pinaster: AXR1, por ser
el gen que mostré mayor variabilidad en-
tre especies, y dentro de la familia MAX
altamente conservada, MAXT, por ser el
gen de mayor relevancia en la ruta de
biosintesis de estrigolactonas, ya que su
funcién es clave en la movilizacién y acti-
vacion de las estrigolactonas. Partiendo
de la informacion disponible sobre el ge-
noma de P. pinaster (Canales et al., 2014)
y P. taeda (Neale et al.,, 2014), y mediante
el diseno de cebadores degenerados, fue
posible obtener la secuencia homodloga
de ambos genes en P. pinaster.

Con el objeto de establecer el papel fi-
sioldgico de estas fitohormonas en la in-
hibicién del crecimiento policiclico, se lle-

varon a cabo varios ensayos empleando
como material vegetal plantulas de P. pi-
naster de 2 anos de edad bifurcadas
(con s6lo una rama lateral; Figura 3). En el
primero de los ensayos se aplicaron los
siguientes tratamientos en diferentes
combinaciones: estrigolactona sintética
(GR-24), un inhibidor del transporte de
auxinas (acido naftil-p-taldmico, NPA), ci-
toquininas (benziladenina, BA) y poda de
rama dominante. Tras este primer estu-
dio, se comprobd que los resultados mas
prometedores en el control de la ramifi-
cacién se alcanzaban en aquellos trata-
mientos en los que se habia aplicado GR-
24 y/o NPA, por lo que se decidi6 realizar
un segundo ensayo mas restrictivo, en el
que se aplicaron los dos compuestos so-
bre la rama lateral y/o la rama dominante
en diferentes combinaciones (Figura 3).
Los datos fenologicos muestran diferen-
cias significativas entre los distintos trata-
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4 m45 Di
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mientos, observandose que las plantulas
tratadas con GR-24 sobre la rama lateral
(tto.3) son las que presentan mayor creci-
miento en altura, ademéas de una clara
disminucién del crecimiento en la rama
lateral. Por otro lado, la aplicacién del in-
hibidor del transporte de auxinas (NPA),
independientemente de sobre qué rama
se realice (dominante o lateral), provoca
una disminucién en el crecimiento de la
rama lateral (ttos. 4, 5y 7; figura 3). Tan
s6lo en el caso de la aplicacion de NPA
sobre la rama dominante, cuando se apli-
ca ademas GR-24 sobre la misma rama
(tto. 6), conlleva que se pierda el efecto
de inhibicion del crecimiento en la rama
lateral provocado por este quimico; sin
embargo, en este caso no se aprecia un
incremento significativo respecto al con-
trol en la altura de la rama dominante.

La obtencién de las secuencias de los
genes homologos a AXR1 y MAX1 en P. pi-
naster (PpAXR1 y PpDMAXT1), permitio reali-
zar un analisis de expresion de ambos ge-
nes en los diferentes tratamientos, tanto en
las yemas laterales como dominantes, lo
que en Ultimo termino nos permitird deter-
minar la funcionalidad de la ruta de senali-
zacion de las estrigolactonas en el control
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de la inhibicién de la ramificacion en P, pi-
naster. Asi, se observo que las yemas do-
minantes tratadas con el NPA muestran
una inhibicién de la expresion tanto de
PpAXR1 como de PpMAXT1, mientras que
las yemas laterales tratadas con GR-24
presentan los mayores niveles de expre-
sién para ambos genes. A través de estos
resultados se logra establecer por primera
vez, una relaciéon directa entre la actividad
de ambos genes y la inhibicién de la rami-
ficacién, puesto que estas plantulas, que
experimentan un incremento en la expre-
sién de estos genes, son las que experi-
mentaron también el mayor incremento en
altura de la rama dominante y el menor en
la rama lateral (tto. 3). Ademas, se valida-
ron estos resultados mediante hibridacién
in situ fluorescente, visualizdndose la ex-
presion de ambos genes en el tgido y re-
velando asi la localizacién exacta de su ac-
tividad dentro de las plantas. De este
modo, se aprecié que, aunque la expre-
sién de ambos genes se localiza principal-
mente en la yema lateral de los tratamien-
tos con mayor inhibicién de la ramificacion
(tto.3), PpAXR1 presenta una expresion
apical, mientras que la expresion de
PpMAXT se localiza preferentemente en la
parte basal de la yema (Figura 4).

Expresion relativa PpAXRI yema lateral
&
1

tto.1 tto.2 tto.3 tto.4 tto.5 tto.6 tto.7
Tratamientos
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Figura 4.-Parte superior,
FISH en yemas laterales de
Pinus pinaster del tto. 3;
(A) Microscopia de
contraste por interferencia
diferencial (DIC) con un
objetivo de inmersion 20x
en yemas laterales;

(B) Expresion de PpAXRT;
(C) Expresion de PpMAXT.
Abreviaturas:

tto. 3 = adiciéon de GR-24
sobre la rama lateral.
Parte inferior, expresion
de PpAXRT y PPMAXT en
yemas laterales de los
distintos tratamientos 30
dias después de su
aplicacion. Datos de
expresion relativa
normalizados frente al
control (tto.1). T-Student
comparando cada unos
de los tratamientos frente
al control (tto.1). Los
asteriscos indican
diferencias significativas
**p = 0,001;
*p=<001;*p=<0,05;

n = 3). tto. 1: control;

tto. 2: GR-24 sobre la
rama dominante;

tto. 3: GR-24 sobre la
rama lateral; tto. 4: GR-24
en rama lateral y NPA en
rama dominante;

tto. 5: GR-24 en rama
dominante y NPA en
rama lateral; tto. 6: GR-24
y NPA en rama
dominante; tto. 7: GR-24
y NPA en rama lateral.
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Tabla 1.-Origen y detalles
climaticos y de crecimiento
de las procedencias
incluidas en el estudio.
Los datos climaticos
fueron tomados de
Sanchez-Goémez et al.
(2010), los de irradiacion
de “European Climate
Assessment & Dataset”, y
los datos de crecimiento
y policiclismo fueron
adquiridos por el SERIDA
en septiembre de 2013
en la coleccion clonal de
Pinus pinaster establecida
en la finca experimental
“La Mata” (Grado).

Procedencia Origen

Cadavedo Astur|~a S
(Espana)

Tamrabta Marruecos

En base a estos resultados, se puede
afirmar que la funcion de las estrigolacto-
nas en la inhibicién de la ramificacion en
P pinaster se ejerce fundamentalmente a
nivel de las yemas laterales, lo cual reper-
cute en un mayor incremento en longitud
de la rama dominante. Por otro lado, se-
gun los resultados del tratamiento con
NPA, se puede deducir que las auxinas
juegan también un papel decisivo en la
regulacién de la actividad de las estrigo-
lactonas en la inhibicion de la ramifica-
cion, ya que el tratamiento con estrigolac-
tonas (GR-24) sobre yema lateral en
plantas previamente tratadas con NPA
(inhibidor del transporte de auxinas) no
muestra diferencias significativas respec-
to al control, ni a nivel fenoldgico, ni a ni-
vel de expresion de PpAXRT o PpMAXT.

Relevancia de la ruta de
senalizaciéon de las
estrigolactonas en el diseio de
los nuevos programas de
mejora forestal

En la parcela experimental de “La Ma-
ta”, en Grado, el SERIDA dispone de una
coleccion clonal que presenta una es-
tructura genética de procedencias-proge-
nie de P. pinaster, la cual cubre toda la va-
riacion natural de la especie. En el
seguimiento de la coleccién en campo se
ha observado que las procedencias
muestran diferente grado de policiclismo
y, en consecuencia, distintos habitos de
ramificacion en relacion a su origen: Me-
diterrdneo o Atlantico.

Partiendo de este material, y con la in-
formacion adquirida en los ensayos des-

Pluviosidad

Latitud y anual indice de
longitud (mm) aridez
43°32'N

6° 25' W 1316 0,8
33°36' N

50 01" W 763 67,9
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critos previamente, se decidié llevar a ca-
bo la cuantificacién de la expresién de
PpAXR1 y PpMAX1 en dos procedencias
de P pinaster que presentan un creci-
miento policiclico altamente contrastan-
te: Tamrabta (Marruecos) y Cadavedo
(Asturias-Espana) (Tabla 1). De este modo
se observd que ambos genes presentan
altos niveles de expresion en la proce-
dencia Tamrabta, coincidiendo esto con
el fenotipo de esta poblacion, el cual
muestra baja incidencia en crecimiento
policiciclo; mientras que la menor expre-
sion, para ambos genes, se detect6 en la
procedencia Cadavedo (Asturias), la po-
blacién que muestra el mayor grado de
ramificacién y policiclismo.

En este trabajo se ha demostrado, por
primera vez la implicacién de las estrigo-
lactonas en la regulacion de la rami-
ficacion de P. pinaster. Los ensayos esta-
blecidos, asi como los resultados de ex-
presion de los genes estudiados en los
arboles de distintas procedencias, apor-
tan la primera pista acerca de la relevan-
cia de las estrigolactonas en la inhibicion
del policiclismo en esta especie. La im-
plementacion de estos resultados en los
futuros programas de mejora de P. pinas-
ter permitirda mejorar la calidad y la pro-
ductividad de esta especie. El uso de las
estrigolactonas como marcadores tem-
pranos de desarrollo facilitara la identifi-
cacion y posterior multiplicacion clonal
de aquellos individuos que posean
caracteristicas de interés: arboles que
presenten una mayor ramificacion para
la produccion de biomasa con fines
energéticos, o arboles que presenten
menor ramificaciéon para la produccion
de madera sin nudos y de alto valor co-
mercial.

Irradianza Policiclismo @ Crecimiento
directa (numero de anual
Wh/mZ2/dia) verticilos) (cm)
3366,923 5,278 48,014
5565,384 3,980 36,424
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