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RESUMEN

La sequia y el encharcamiento del sustrato son dos factores ambientales que afectan
negativamente al cultivo de los citricos. Este efecto negativo se puede manifestar de
forma similar, aunque existan diferencias a nivel bioquimico y hormonal. Para estudiar
estas diferencias en distintos érganos, en este trabajo se ha estudiado y comparado la
respuesta fisioldgica, bioquimica y hormonal de plantas de citrange Carrizo (Citrus
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata L.) a estas condiciones ambientales. En ambos
casos la respuesta fisiologica de la parte aérea es similar, afectando de forma negativa
a la actividad fotosintética asi como a la eficiencia carboxilativa. El patrén de
acumulacién de prolina foliar y radicular difiere en funcién de la condicién ambiental
incidente, actuando como mecanismo de ajuste del balance osmético foliar y pudiendo
relacionarse con el érgano sensor del estrés. El contenido de MDA foliar incrementa en
ambas situaciones, activandose a su vez la maquinaria antioxidante en hojas
correspondiente al enzima APX, reduciendo la incidencia del dafio. Respecto a la
regulacion hormonal, el JA y el ABA presentan un comportamiento paralelo
incrementando su concentracién en la parte aérea en respuesta a las dos condiciones
de estrés. En raices, por el contrario, se comportaron de forma opuesta presentando
una respuesta especifica para cada situacion ambiental. En estas condiciones el JA
podria actuar como mediador entre la percepcidon del estrés y la inducciéon del ABA,
gue actuaria como modulador de la respuesta fisioldgica.



ABSTRACT

Drought and waterlogging are two environmental factors that negatively affect citrus.
Although both environmental conditions induce similar physiological disturbances,
there might be important differences at the biochemical and hormonal levels. To study
these differences, in in this work we have studied and compared physiological,
biochemical and hormonal response of leaves and roots of Carrizo citrange plants
(Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata L.) to these environmental conditions. The
physiological response of the aerial part is similar under both adverse environmental
conditions, negatively affecting the photosynthetic activity and carboxylative
efficiency. The pattern of proline accumulation in leaves and roots differs depending
on the environmental condition considered and was associated to leaf osmotic balance
adjustment. In addition, it could be an indicator of the stress sensing organ. Leaf MDA
content increased in both situations and, at the same time, the antioxidant machinery,
corresponding to the APX enzyme, was activated reducing the incidence of damage.
Regarding hormonal regulation, JA and ABA showed parallel behaviour increasing their
concentration in leaves in response to both stress conditions. On the contrary, in roots
the response appeared to be specific for each environmental condition. In these
conditions JA could act as a mediator between the perception of stress and induction
of ABA, which would act as a modulator of the physiological response.



RESUM

La sequera i I'embassament del substrat sén dos factors ambientals que afecten
negativament al cultiu dels citrics. Aquest efecte negatiu es pot manifestar de forma
similar, encara que existeixen diferéncies a nivell bioquimic i hormonal. Per estudiar
aquestes diferencies en distints organs, en aquest treball s’ha estudiat i comparat la
resposta fisiologica, bioquimica i hormonal de plantes de citrange Carrizo (Citrus
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata L.) a aquestes condicions ambientals. En ambdds
casos la resposta fisiologica de la part aeria es similar, afectant de forma negativa a
I'activitat fotosintética i també a I'eficiencia carboxilativa. El patré d’acumulacié de
prolina foliar i radicular difereix en funcié de la condicié ambiental incident, actuant
com a mecanisme d’ajust del balang osmotic foliar i podent relacionar-se amb I'drgan
sensor de l'estrés. El contingut de MDA foliar incrementa en ambdues situacions,
activant al seu torn la maquinaria antioxidant en fulles corresponent a I'enzim APX,
reduint la incidéncia del dany. Respecte a la regulacié hormonal, el JA i 'ABA
presenten un comportament paral-lel incrementant la seua concentracié en la part
aéria en resposta a les dues condicions d’estres. En arrels, per contra, es van
comportar de forma oposada, presentant una resposta especifica per a cada situacio
ambiental. En aquestes condicions el JA podria actuar com a mediador entre la
percepcid de l'estres i la induccié del ABA, que actuaria com a modulador de la
resposta fisiologica.



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Citricos: importancia econémica y clasificaciéon botanica

En Espafia, el primer exportador mundial de frutos citricos para consumo en fresco, la
citricultura representa una de las primeras partidas de ingresos en el capitulo general
de las exportaciones nacionales (2,043 millones de euros en 2012). Durante los ultimos
afios, la produccién de citricos se ha acercado a los 6.3 millones de toneladas. Se
estima que la superficie actual dedicada al cultivo de los citricos supera las 300,000 Ha,
de las cuales 182,951 Ha se encuentran en la Comunidad Valenciana y, en concreto, la
provincia de Castelldn se sitia como primera productora de Clementinas (MAGRAMA,
2012).

Desde el punto de vista botanico, los citricos pertenecen a la familia Rutaceae,
subfamilia Aurantoideae, dentro de la division Embriophyta Siphonogama, subdivision
Angiospermae, clase Dicotyledonae, subclase Rosidae, superorden Rutanae, orden
Rutales (Swingle, 1967).

Los citricos de importancia comercial se encuentran dentro de la subtribu Citrinae, la
cual contiene todos los géneros a los que pertenecen los citricos cultivados: Fortunella,
Poncirus y Citrus. Las especies del género Citrus son las mas importantes desde el
punto de vista agrondmico. Los citricos son, en su mayoria, especies de hoja perenne
que pueden crecer tanto en condiciones de clima tropical como subtropical (Agusti,
2003).

1.2. Estrés en plantas

Tanto en cultivo como en la naturaleza, las plantas estan expuestas constantemente a
condiciones de estrés, tanto bidtico como abidtico. En el marco de la fisiologia vegetal,
el termino estrés refleja la magnitud de presidn ambiental que fuerza al cambio en la
fisiologia de una planta (Nilsen y Orcutt, 1996). En muchos casos, la tolerancia al estrés
se mide con relacién a la supervivencia de la planta, el rendimiento del cultivo, el
crecimiento (acumulacion de biomasa) o los procesos de asimilacion primaria
(incorporacién de CO, y minerales) relacionados con el crecimiento (Taiz y Zeiger,
2006).

Entre las principales situaciones ambientales que afectan a los citricos provocando
estrés se encuentran el déficit hidrico, la salinidad, la asfixia radicular, las bajas o altas
temperaturas y la disponibilidad de nutrientes. A continuacidn se hace una descripcion
de los estreses que han sido objeto de investigacidn en el presente trabajo.



1.2.1. Estrés por inundacidn del sustrato

El encharcamiento del sustrato se produce generalmente debido a una mala capacidad
de drenaje del suelo combinado con un exceso de lluvias o riego. La inundacién impide
la aireacion del sustrato, disminuyendo el contenido de O, y la acumulacién de
sustancias reducidas que pueden resultar toxicas para las plantas (Ponnamperuma,
1984).

Ademas de la alteracion en la composicion gaseosa, se producen cambios
electroquimicos inducidos por los microorganismos. A medida que las condiciones se
hacen cada vez mas reductoras, aparecen concentraciones de compuestos
potencialmente tdxicos para las plantas como Mn®" y Fe’ y se incrementa la
produccién de H,S de origen microbiano (Colmer y Voesenek, 2009). El grado de dafio
por encharcamiento del sustrato depende de una combinacién de factores, incluyendo
la especie vegetal, la composicion del suelo y temperatura atmosférica, el estado de
desarrollo y la prolongacion del encharcamiento (Phung y Knipling, 1976).

El principal efecto del encharcamiento en las plantas estd relacionado con el descenso
de la respiraciéon aerébica de la raiz, que impide la sintesis de ATP, alterando su
metabolismo. La asfixia radical provoca una serie de disfunciones fisioldgicas que
alteran el crecimiento de plantas, como desequilibrios hormonales, alteracion de la
distribucién de carbohidratos o deficiencias en la absorcién de nutrientes (Bailey-
Serres y Voesenek, 2008). Para sobrevivir al encharcamiento las plantas han
desarrollado mecanismos morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos (Voesenek et al.,
2006).

En el caso de los citricos, éstos se pueden considerar un cultivo sensible a la
inundacién del sustrato, ya que no poseen adaptaciones especificas a esta condicion
ambiental. A pesar de esto, existen diferencias significativas con respecto a la
sensibilidad a este factor ambiental entre genotipos (Arbona et al., 2009). Los
principales efectos incluyen la regulacién en la apertura estomatica, cambios en el
estado hidrico foliar, disminuciéon en los pardmetros de intercambio gaseoso de las
hojas, clorosis, necrosis y reduccién en el crecimiento (Ruiz-Sdnchez et al., 1996). Sin
embargo, la respuesta fisioldgica precede a la aparicion de sintomas morfolégicos. En
muchas ocasiones los arboles no mueren pero permanecen prdacticamente
improductivos hasta que el suelo ha drenado. Ademas, la inundacién, aparte de
debilitar al arbol, conlleva una proliferacién de patdégenos, como Phytophthora spp.
que pueden causar la muerte de los arboles (Davies y Albrigo, 1994).



1.2.2. Déficit hidrico

El déficit hidrico se produce en plantas cuando las condiciones ambientales impiden
gue la absorcion de agua sea suficiente para reemplazar las pérdidas de la misma por
transpiracion (Davies y Albrigo, 1994). En citricos, el déficit hidrico reduce el
crecimiento vegetativo y el rendimiento asi como el tamafo del fruto y, algunas veces,
la calidad, causando importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones
(Rodriguez-Gamir et al., 2010). La deficiencia hidrica produce el marchitamiento de las
hojas, reduce la asimilaciéon de CO,, la conductancia estomatica, el potencial hidrico y
la transpiracién (Arbona et al., 2005).

El principal mecanismo por el cual las plantas limitan la pérdida de agua por
transpiracién en condiciones de déficit hidrico es el cierre estomatico, disminuyendo
consecuentemente la asimilacién neta de CO, (Garcia-Sanchez et al., 2007). En los
citricos la reduccion de la conductancia estomatica y asimilaciéon de CO, se atribuye,
segln Brakke y Allen (1995), a una elevada diferencia de la presién de vapor entre la
hoja y el aire, por lo que cuando el agua del suelo no esta disponible, los citricos son
mas sensibles a las temperaturas elevadas y los altos déficits de presién de vapor,
resultando en la citada reduccién de ambos parametros fisioldgicos.

Una disminucién de la concentracién subestomatica de CO, da lugar a una sobre-
reduccion de los componentes de la cadena de transporte electrénico, generandose
ROS. Estos compuestos son tdxicos para la planta y deben ser eliminados, aunque
también pueden actuar como mensajeros secundarios en la transduccion de la sedal
en respuesta a las condiciones de déficit hidrico (Arbona et al., 2008).

Otro proceso mediante el cual las plantas hacen frente al déficit hidrico es la sintesis
de osmolitos compatibles que permiten el ajuste osmético y facilitan la absorcion de
agua por parte de la planta. La acumulacién de estos osmolitos también tiene como
consecuencia la osmoproteccion, dada por la capacidad estabilizadora de algunos de
estos solutos sobre macromoléculas como proteinas (Moreno, 2009). En los citricos se
ha observado que bajo condiciones de déficit hidrico se acumula prolina con el
objetivo de regular el potencial osmdtico y compensar el déficit hidrico (Molinari et al.,
2004).

1.2.3. Estrés oxidativo

Diferentes condiciones de estrés abidtico como sequia, salinidad, desequilibrios
nutricionales o inundacién del sustrato producen alteraciones en el funcionamiento de
las cadenas de transporte electrénico originandose especies oxidantes y/o reductoras,
denominadas ROS. Estos compuestos, derivados de la actividad metabdlica relacionada
con el oxigeno, poseen una vida media relativamente corta ya que reaccionan

10



facilmente con las moléculas de su alrededor. Dependiendo de sus caracteristicas
quimicas, algunas ROS pueden atravesar las membranas o estar restringidas a
determinados organulos. Las principales ROS pueden ser clasificadas como radicales
libres: radical superdxido (0,7, radical hidroxilo (HO®) y radical hidroperoxilo (HO,") y
como formas no radicales: peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno singlete (*0,). La
interaccidon entre estas ROS y diferentes moléculas como los lipidos puede iniciar
reacciones en cadena (Arbona y Gomez-Cadenas, 2012).

De forma general, los efectos que provocan las ROS son: la inhibicion de enzimas
susceptibles que pueden reaccionar con ellas y la reaccién con proteinas; la reaccién
con pigmentos como clorofilas produciendo su degradacion; la peroxidacion de lipidos,
alterando de forma drastica la estructura y funcionalidad celular y la fragmentacién del
DNA, producida por la reaccién de los radicales HO® con las bases nitrogenadas (Mano,
2002).

Para hacer frente al estrés oxidativo las plantas poseen diferentes mecanismos
antioxidantes. En citricos, la diferente tolerancia a dicho estrés ha sido asociada con la
capacidad de eliminar las ROS. El ascorbato y el glutation reducido son los principales
componentes antioxidantes del ciclo Halliwell-Asada, que ocurre en mitocondrias,
cloroplastos y peroxisomas de las células vegetales. El ascorbato puede reaccionar con
diferentes ROS como 102, HO"y 0,"", y actlia como sustrato del enzima APX (Arbona et
al., 2008). Este enzima, estudiado en el presente trabajo, es la encargada de la
reduccion del H,0, a agua empleando el ascorbato como cofactor (Arbona y Gomez-
Cadenas, 2012).

Ademas, existen diversos marcadores que indican el grado de dafio oxidativo que
estan sufriendo las plantas, entre los cuales se encuentra el MDA que es un producto
de la peroxidacidn lipidica en las membranas bioldgicas. El aumento en el contenido de
esta molécula es indicativo de un incremento en el dafio oxidativo (Arbona et al.,
2008).

1.3. Hormonas y estrés abidtico

Las plantas, debido a su naturaleza sésil, han desarrollado distintos mecanismos de
respuesta a nivel fisioldgico, bioquimico y molecular frente a los cambios externos.
Estas respuestas incluyen cambios en la expresidn génica, la regulacion proteica y
cambios en los niveles de metabolitos e iones. La regulacion génica a nivel de
transcripcion es uno de los puntos de control mds importantes en los procesos de
respuesta a condiciones adversas vy, los factores de transcripcién y los reguladores
juegan papeles claves en este proceso. Las hormonas vegetales comprenden un
conjunto de compuestos reguladores de crecimiento cuya accidn es fundamental en la
respuesta frente al estrés ambiental (Eyidogan et al., 2012).
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Entre los compuestos de actividad hormonal implicados en la respuesta de las plantas
frente al estrés estan el ABA, JA, SA y etileno (Eyidogan et al., 2012; Gémez-Cadenas et
al., 1996). De forma breve se describen a continuacion las dos fitohormonas
estudiadas en el presente trabajo:

1.3.1. ABA

Quimicamente es un sesquiterpeno sintetizado principalmente a partir del acido
mevaldnico en cloroplastos y otros plastos. Se puede encontrar libre, forma en la cual
estd activo, o conjugado con otras moléculas orgdnicas, inactivandose (Wilkinson y
Davies, 2002).

El ABA es una de las hormonas importantes en la regulacion de las respuestas frente a
condiciones de estrés, acumulandose en las células sometidas a estrés osmotico y
promoviendo, entre otros procesos, el cierre de estomas. Esta hormona, en
condiciones de estrés ambiental, es la encargada del control de la regulacién de la
expresion de genes de respuesta al estrés, responsables de la acumulacién de
compuestos osmocompatibles y la sintesis de proteinas LEA (late embryogenesis
abundant), entre las que se encuentran las dehidrinas (Eyidogan et al., 2012).

La acumulaciéon de ABA bajo condiciones de déficit hidrico en citricos y posterior
rehidratacion se ha asociado, por una parte, al incremento en contenido de ACC en
raices y a su posterior oxidacidon a etileno en hojas. Durante el periodo de déficit
hidrico severo, se produce una acumulacion masiva de ACC en raices que no se
observa cuando se inhibe la sintesis de ABA. La rehidratacion permite la translocacion
de este ACC a la parte aérea, donde su oxidacién a etileno dispara la abscisién foliar
(Gomez-Cadenas et al., 1996).

En el estudio llevado a cabo por Arbona y Gémez-Cadenas (2008), bajo condiciones de
encharcamiento del sustrato, se detectaron incrementos del contenido de ABA en
hojas de citricos de forma mds acusada y temprana en genotipos sensibles, tales como
mandarino Cleopatra y algo menos en genotipos tolerantes como citrange Carrizo. En
raices, no obstante, se observd el efecto contrario, una reduccion drastica de los
niveles de esta hormona muy por debajo de los valores control.

1.3.2.JA

El JA y sus metabolitos, conocidos globalmente como jasmonatos, son moléculas
derivadas de los acidos grasos a través de la ruta octadecandica. Tras su sintesis el JA
puede conjugarse con aminodcidos, preferentemente con isoleucina, formando
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Jasmonato-isoleucina o formar otros conjugados, como Metil jasmonato (Wasternack,
2007).

Su actividad engloba un gran nimero de procesos en las plantas, presentando un papel
importante en la sefializacion de la respuesta frente a estrés ambiental, como el
producido por ozono, patégenos o por heridas (de Ollas et al., 2013), asi como en el
crecimiento y el desarrollo vegetal. Una de sus funciones mejor descrita es la
interaccion coordinada con el acido salicilico en la respuesta de defensa de las plantas
frente a agentes bidticos (Eyidogan et al., 2012). En los citricos, los jasmonatos podrian
tener algun tipo de implicacién en el cuajado del fruto, asi como en su abscisién
prematura conjuntamente con ABA (Pozo, 2001).

En raices de citricos sometidos a condiciones de sequia se ha observado un incremento
en los niveles de JA previo al incremento de ABA, exhibiendo el mismo perfil que se
produce en hojas de citricos bajo encharcamiento del sustrato. Por tanto, el JA actuaria
como mediador entre la percepcidon del estrés y la induccion de las respuestas
fisioldgicas, apareciendo de forma temprana (Arbona y Gémez-Cadenas, 2008). Este
comportamiento similar bajo ambas condiciones estresantes sugieren la idea de una
conexién entre ambas hormonas (de Ollas et al., 2013).

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El principal objetivo de este trabajo es la caracterizacién y comparacion de la respuesta
a nivel fisiolégico, bioquimico y hormonal del patrén citrange Carrizo sometido a dos
condiciones de estrés hidrico: deficiencia hidrica y por inundacién del sustrato,
basdndonos en la hipdtesis de trabajo de que la posible existencia de respuestas
hormonales diferentes a nivel de tejidos y en unas condiciones ambientales
particulares podria ser la causa de una respuesta fisioldgica similar. A continuacién se
describen los objetivos especificos:

I. Estudio de la fisiologia de los citricos en condiciones de estrés por inundacion

En este experimento se estudiara la respuesta fisiolégica de la parte aérea mediante el
analisis de parametros de intercambio gaseoso, de potencial hidrico y fluorescencia de
clorofilas, asi como la acumulacién de prolina foliar y radicular y también la regulacién
hormonal mediada por ABA y JA. Se estudiard también el dafio oxidativo provocado
por la inundacion del sustrato mediante la determinacién de MDA junto con la
respuesta antioxidante vegetal a través del andlisis de la actividad enzimatica APX.

Il. Estudio de la fisiologia de los citricos en condiciones de déficit hidrico

Con el fin de comparar la respuesta causada por el déficit hidrico y por el
encharcamiento del sustrato, se llevara a cabo en paralelo un estudio de déficit hidrico
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severo en el que, como en el caso anterior, se analizaran las respuestas tanto
fisioldgicas, como bioquimicas y hormonales.

lll. Estudio comparado de la respuesta frente a ambos tipos de estrés

El objetivo de este estudio serd discutir los posibles puntos en comun y los
mecanismos diferenciales entre ambos sistemas.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal y tratamientos

En los experimentos que se describen a continuacidn, se emplearon plantas de
citrange Carrizo de un afio de edad (Citrus sinensis L. Osb. X Poncirus trifoliata L. Raff.)
como material vegetal. Las plantulas se cultivaron en macetas de 2.5 L empleando, en
el caso de los experimentos de inundacién, una mezcla de turba, perlita y vermiculita
(80:10:10) como sustrato, y en el caso de los experimentos de sequia severa
Unicamente perlita. Antes del comienzo de los experimentos, las plantas se
aclimataron en invernadero sujetas al fotoperiodo natural y temperatura diurna de
20.0 £ 3.0°Cy 17.0+ 3.0°C por las noches. Las plantas se regaron tres veces a la semana
con 0.5 L de solucion nutritiva Hoagland (Arbona et al, 2009). Los experimentos se
realizaron durante el mes de julio.

Se llevaron a cabo dos disefios experimentales.

3.1.1. Estrés por inundacion del sustrato

Para este grupo de experimentos, se escogieron treinta y seis plantas de un tamafio y
apariencia similar, de las cuales la mitad se establecié como grupo control, siendo
regadas tal y como se ha descrito anteriormente, y el resto se sometié a inundacion
continua, de éstas, la mitad se dejaron drenar con el objetivo de recuperarlas del
estrés. El tratamiento de inundacién se aplicé introduciendo las macetas en una bolsa
de plastico oscuro vy, a su vez, en otra maceta de mayor capacidad. A continuacién, se
llené la bolsa conteniendo la maceta con la planta con agua del grifo hasta que el agua
alcanzase unos 2 cm por encima de la superficie del sustrato. El experimento duré 30
dias. Las plantas para recuperar se drenaron después de 10 dias de inundacion y
dejaron recuperar durante 20 dias. Este periodo de recuperacién se establecio a partir
de resultados obtenidos en ensayos anteriores.

De cada uno de los grupos se seleccionaron un nimero de plantas que se muestrearon
al final para realizar distintas medidas fisioldgicas. Todas las medidas fisioldgicas
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descritas a continuacion se llevaron a cabo entre las 09:00-11:00 h los dias 2, 4, 7, 9,
11, 14, 16, 18, 22, 25 y 30 tras la inundacion.

El resto de plantas se cosecharon durante el desarrollo del experimento para el andlisis
de los distintos parametros bioquimicos. Se realizaron cinco muestreos, en los que se
recogieron hojas completamente desarrolladas en posicién intermedia y raices
jévenes, a dias 4, 7,9, 21 y 30. Para ello se escogieron seis plantas por tratamiento y
dia y se cogid las hojas de la parte intermedia, descartando las mas jovenes y las mas
maduras asi como las raices laterales. El material se almacend en hielo hasta llegar al
laboratorio, donde se procedid a su procesado.

Para procesar las muestras, tanto raices como hojas, se lavaron con agua para eliminar
cualquier residuo y se congelaron en nitrégeno liquido. A continuacion, se trituraron
con un molinillo eléctrico reduciéndolos a polvo fino y se guardé a -80°C en tubos de
50 mL para su posterior analisis.

3.1.2. Déficit hidrico

Para el experimento de sequia se escogieron veintiséis plantas, las cuales se dividieron
en un grupo control y un grupo con déficit hidrico. Para realizar el tratamiento se
trasplantaron todas las plantas de perlita a perlita seca, regando a continuacion el
grupo control y dejando el grupo de estrés sin riego. El tratamiento de estrés se
mantuvo durante 24 h, tras las cuales se realizd un riego para su recuperacién. Este
periodo de recuperacién se establecié en 10 dias a partir de resultados de estudios
previos.

Los muestreos se realizaron a las 12 y a las 24 h después del trasplante, momento en el
cual se volvieron a rehidratar. También se realizé un muestreo a los trece dias de
iniciar la experiencia, que posteriormente se procesd. A su vez, de cada grupo se
escogieron cuatro plantas, de las que se tomaron diferentes medidas fisioldgicas a las
12y 24 h, 3,6, 8,10y 13 dias, paralelamente al experimento de inundacion.

3.2. Parametros fisiologicos
3.2.1. Parametros de intercambio gaseoso

A lo largo del periodo experimental se midi6 de forma regular los diferentes
parametros de intercambio gaseoso.

Para realizar las medidas se emple6 un analizador de gases con detector de infrarrojos
(IRGA) portatil Lcpro+ (ADC bioscientific Ltd., Hoddesdon, RU). Se empled una
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radiacion artificial de 1000 umol m™? s y el flujo molar de aire se fijé en 150 umol s™.
Todas las medidas se realizaron a concentraciéon de CO, y vapor de agua atmosférico.

Tras la estabilizacion del instrumento, se seleccionaron de cada planta dos hojas de
tamafio medio (de posicién intermedia en el tallo), sobre las cuales se realizaron
cuatro medidas. En total, cada dia, se realizaron 48 medidas para el tratamiento de
inundacion y para el de sequia 32, asi como de los correspondientes controles.

Se obtuvieron datos de A, C/C,, gs y E. La EUA se calculé como A/E.

3.2.2. Potencial hidrico foliar

La medida del potencial hidrico foliar se realiz6 con una camara de presidon tipo
Scholander (Scholander et al., 1965). Las medidas se realizaron entre las 10:00 h y las
11:00 h. Para ello se cortaron dos hojas de la parte intermedia de cada planta y se
colocaron dentro de una camara sellada, introduciendo a continuacién agua a presion.
A medida que la presidon aumenta, llega el punto en el cual la savia sale del xilema y se
visualiza en el extremo cortado del pedunculo. Esta presién alcanzada es igual, pero
con signo negativo, al potencial hidrico aproximado de la planta.

3.2.3. Parametros de fluorescencia de clorofilas

Para evaluar el funcionamiento del sistema fotosintético en condiciones de estrés se
midié la eficiencia cuantica del PSIl bajo condiciones de luz actinica [@pg=
(Fm’-Fs)/Fm’] sobre hojas adaptadas a las condiciones de iluminacién del invernadero
para ambos experimentos. Se empled un fluorimetro portatil OS 1-FL FluorPen FP-MAX
100 (Photon Systems Instruments, Republica Checa). Fm’ es la maxima fluorescencia
de clorofilas en hojas bajo iluminacidn actinica y Fs es la fluorescencia basal, por lo que
Ops; mide el transporte no ciclico de electrones entre el PSIl y el PSI (Arbona et al.,,
2008).

3.3. Parametros bioquimicos
3.3.1. Determinacion de la concentracion de MDA

Para la determinacion del dafio oxidativo provocado por el estrés oxidativo de los
tratamientos de inundacién y sequia se siguid el método descrito por Arbona et al.
(2008) pero mediante extraccién del MDA por ultrasonidos. Para ello se extrajeron 0.2
g de tejido en 2 mL de etanol al 80% (Panreac S.A., Barcelona, Espafia) que
posteriormente se centrifugd a 4000 rpm durante 30 min a 4°C. Después, se hizo
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reaccionar una alicuota del sobrenadante con TCA (Panreac) al 20% (p/v) y otra con
una mezcla de TCA al 20% (p/v) y TBA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) al 0.5% (p/v).
Ambas mezclas se dejaron reaccionar a 90°C en bafio termostatado durante 1 h tras la
que se dejaron enfriar en hielo durante 15 min. A continuacion, se centrifugaron de
nuevo a 2000 rpm durante 10 min a 4°C. Finalmente, se leyé la absorbancia a 440, 532
y 600 nm de la reaccidén del extracto con la mezcla de TBAy TCA; y a 532 y 600 nm de
la reaccidn del extracto con TCA. La concentracion de MDA se calculé:

1) [(Abs s532478a)-(AbS 600+78A)-(ADS 532-TBA-AbS 600-T8A)] = X
2) [(Abs 440+18a-AbS 6004+784):0.0571] = Y
3) equivalentes de MDA (nmol ml™) = (X-Y/157000)-10°

3.3.2. Determinacion de la concentracion de prolina

Para la determinacién de la concentraciéon de prolina se siguié el protocolo descrito
por Arbona et al. (2003) con algunas modificaciones. Brevemente se homogeneizaron
0.05 g de tejido en 5 mL de &cido sulfosalicilico al 5% (Panreac) utilizando un bafio de
ultrasonidos. El homogeneizado se centrifugd a 4000 rpm durante 45 min a 4°C y se
recuperd 1 mL de sobrenadante, que se combind con una mezcla de acido acético
glacial (Panreac) y reactivo de nihidrina en proporcién 1:1 (v/v). A continuacion, la
mezcla se incubd a 100°C en bafio termostatado durante 1 h. Transcurrido este
tiempo, se dejé enfriar en bafo de hielo y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 min a
4°C. La fase orgdnica se particiond con 2 mL de tolueno (grado ACS; Paneac) y se midid
la absorbancia a 520 nm. El valor obtenido se interpolé en una curva estandar
realizada con prolina comercial (Sigma-Aldrich; Madrid, Espafia).

3.3.3. Determinacion de la actividad enzimatica antioxidante APX

Para determinar la actividad del enzima APX se empled 0.5 g de tejido y se
homogeneizaron a 4°C, con ayuda de mortero y maza, en 2.5 mL de solucién de
extraccién formada por tampdn fosfato sédico 50 mM pH 7.1, ascorbato sédico 1 mM
y EDTA-Na 0.1 mM. La mezcla resultante se filtrd a través de una doble capa de tela de
muselina, ayudando con 2.5 mL mas de tampdn de extraccidon y se centrifugd a 3000
rpm durante 30 min a 10°C. El sobrenadante resultante se diluyé en proporcién 1:5
con el tampdn fosfato sédico empleado anteriormente.

El andlisis de la actividad del enzima se evalud segun el método espectrofotométrico
descrito por Asada (1984), en el cual se mide la disminucién de la absorbancia a 290
nm debido al consumo de ascorbato en presencia de peréxido de hidrégeno (H,0,).
Para el cdlculo de actividad APX especifica se midié la concentracién de proteina
siguiendo el método de Bradford (1976) y se sustrajo la actividad AOX, que oxida
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ascorbato con independencia del H,0, y la oxidacién inespecifica del ascorbato
producida por el H,0,. Tal y como se describe en la bibliografia, la actividad APX se
expresd en unidades cataliticas, cada unidad es aquella cantidad de enzima que
produce la oxidacion de 1 mmol de ascorbato por min, por mg de proteina.

3.4. Andlisis hormonal
3.4.1. Determinaciéon de ABAy JA

Para la determinacion de las fitohormonas estudiadas se siguidé el protocolo descrito
en Durgbanshi et al. (2005) y Arbona et al. (2008). Se pesaron 0.2 g de material vegetal
(raices u hojas) y se afiadieron como patrones internos 100 ng de [*Hg]-ABA, 100 ng de
[%H4]-SA vy 100 ng de acido dihidrojasménico. A continuacién se afiadié 5 mL de agua
desionizada y se homogeneizé la mezcla mediante un dispersador (Ultra-Turrax, lka-
Werke, Staufen, Alemania). Tras centrifugar las muestras a 4700 rpm a 4°C se recogi6
el sobrenadante y se ajusté el pH a 3.0 con una solucion de acido acético al 30% (v/v).
Se hicieron dos particiones con 3 mL de éter etilico (Panreac). Se recuperd la fase
organica y se secd a temperatura ambiente en una centrifuga de evaporacion al vacio
(Jouan, Saint-Herblain, Francia). El residuo seco resultante se resuspendié en una
solucion de agua:metanol (9:1) y se paso por filtros de celulosa regenerada de 0.2 um
de tamano de poro. A continuacion, el extracto se inyectd en un equipo de HPLC
(Alliance 2695, Waters Corp., Milford, EEUU) acoplado a un espectrometro de masas.
La separacion se llevé a cabo en fase reversa en una columna de C18 (Kromasil 100
C18 5 um 100 x 2.1 mm, Scharlau) empleando como solventes acido acético al 0.05%
en agua ultrapura y metanol. La deteccién de los compuestos se realizé en modo
electrospray negativo y la cuantificacién se realizd en base a una curva de calibrado
inyectada previamente.

3.5. Tratamiento estadistico

Para la realizacién de los ensayos se utilizé un disefio completamente al azar. Los
resultados fueron analizados utilizando el programa informatico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2012). Para el andlisis de los datos se realizé una comparacidon de medias (método
de Tukey, p<0.05) de los datos.
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4. RESULTADOS

4.1. Estrés por inundacion del sustrato
4.1.1. Parametros de intercambio gaseoso
Tasa fotosintética neta (An)

En la Figura 4.1 se muestra el comportamiento de An de plantas de citricos control,
sometidas a estrés por inundacion y tras el drenaje del exceso de agua. Durante los
primeros 7 dias de inundacién del sustrato, los valores de An en plantas estresadas no
presentaron diferencias significativas respecto de plantas control. A partir de entonces,
Ainicié un descenso progresivo (alcanzando una reduccién de un 42.7% respecto a las
plantas control tan solo 9 dias después del inicio de los experimentos. Al final del
periodo experimental, los valores de An en plantas inundadas alcanzaron niveles tan
bajos como 0.5 umol m™>s™?, representando una reduccién del 91.3%. El drenaje del
exceso de agua tras 9 dias de inundacién continuada provocé un rapido incremento de
A hasta valores control que se situaron entre 5y 8 umol m™s™.

Tasa neta fotosintética (umol m™? s™)
D

0 5 10 15 20 25 30

Duracién tratamiento inundacion (dias)

Figura 4.1. Tasa Fotosintética Neta (An). En cada grafica (e) indica plantas control, (o) indica plantas

sometidas a estrés por inundacion y (¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por
inundacién. Cada punto representa la media de al menos 34 determinaciones independientes +ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segin test de Tukey (p<0.05).

19



Tasa de transpiracion (E)

En la Figura 4.2 se representa E a lo largo del periodo experimental. Este parametro
siguié una pauta similar a la de An, de modo que el tratamiento de inundacién
provocd una reduccién en E mientras que las plantas control presentaron valores
superiores a las plantas estresadas durante todo el periodo. De igual manera, el exceso
de agua se drend después de 9 dias de inundacién continuada, lo cual permitié la
rapida recuperacion de este parametro hasta valores control.

2.5 4

2.0 A

1.5 A

1.0 A

0.5 A

Transpiracion (mmol H,0 m?s™)

0.0 A

0 5 10 15 20 25 30

Duracién tratamiento inundacion (dias)

Figura 4.2. Tasa de Transpiracidon (E). En cada grafica (e) indica plantas control, (0) indica plantas

sometidas a estrés por inundacién y (¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por
inundacién. Cada punto representa la media de al menos 34 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segin test de Tukey (p<0.05).

Conductancia estomdtica (gs)

Continuando con los parametros de intercambio gaseoso, en la Figura 4.3 se presentan
los resultados correspondientes a gs. De forma similar a An y E, los valores de g5 en las
plantas inundadas fueron inferiores a los de las plantas control durante todo el periodo
experimental. Ademas, la reduccion observada fue progresiva, de tal forma que a
partir del dia 14 el descenso fue de un 50% respecto a las plantas control. El drenaje
del exceso de agua tras 9 dias de inundacién continuada, previno la reduccién en este
parametro asociada al estrés. Asi, durante el resto del periodo experimental, ambos
grupos de plantas control y drenadas presentaron valores similares de g.
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Relacion entre la concentracion de CO, subestomdtica y ambiental (C/C,)

A modo de medida de la eficiencia carboxilativa, se presentan los resultados obtenidos
de Ci/C, en la Figura 4.4. Durante los primeros dias de tratamiento, no se observaron
diferencias significativas entre plantas control y el resto de tratamientos. No fue hasta
pasados 15 dias que las diferencias entre plantas inundadas de forma continua y el
resto de grupos fueron significativas. Hacia el final del periodo experimental, los
valores obtenidos en plantas control fueron de 0,49 + 0,03 y en plantas sometidas a
inundacion se alcanzaron valores casi dos veces superiores, alrededor de 0.91 + 0.06.
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Figura 4.3. Conductancia estomatica (g;). En cada grafica (e) indica plantas control, (0) indica plantas
sometidas a estrés por inundacién y (¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por
inundacién. Cada punto representa la media de al menos 34 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segin test de Tukey (p<0.05).

Eficiencia en el uso del agua (EUA)

En la Figura 4.5 se muestran los resultados obtenidos para la EUA. Durante los
primeros dias, la inundacion del sustrato no presenté diferencias significativas
respecto de las plantas control. A partir del dia 16 la EUA descendié de manera
significativa en hojas de plantas inundadas, disminuyendo de forma progresiva hasta
alcanzar valores de un 74.9% respecto de los observados en las plantas control al final
del periodo experimental. El drenaje del exceso de agua previno el descenso acusado
de este parametro inducido por la inundacién, situdndose a niveles similares a las
plantas control.
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Figura 4.4. Relacidon entre la Concentracion de CO, subestomatica y la Concentracion de CO, ambiental
(G//C.). En cada gréfica (e) indica plantas control, (0) indica plantas sometidas a estrés por inundacion vy (
¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacién. Cada punto representa la media
de al menos 34 determinaciones independientes +ES. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Eficiencia en el uso del agua (umol/mmol)
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Figura 4.5. Eficiencia en el uso del agua (EUA). En cada grafica (e) indica plantas control, (o) indica

plantas sometidas a estrés por inundacién y (¥ ) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por
inundacién. Cada punto representa la media de al menos 34 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segln test de Tukey (p<0.05).
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Potencial hidrico foliar

En la Figura 4.6 se presentan los resultados obtenidos para el potencial hidrico en
hojas de citricos. Durante buena parte del periodo experimental no se observaron
diferencias significativas entre plantas control e inundadas. Pasados 20 dias, se
produjo un descenso en el potencial hidrico de plantas inundadas respecto de las
plantas control, alcanzando al final del periodo un valor de -2.43 + 0.05 MPa frente a
-1.47 £ 0.03 MPa en las plantas control. En este caso, las plantas sometidas a
inundacion en las que se drend el exceso de agua tras 9 dias de tratamiento
presentaron un comportamiento similar a las plantas control no inundadas. Por tanto,
el drenaje del agua de inundacidn previno este descenso del potencial hidrico foliar.

-1.0 4
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1.4 4

-1.6 A

-1.8 4
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Potencial hidrico (MPa)
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Figura 4.6. Potencial hidrico. En cada grafica (e) indica plantas control, (o) indica plantas sometidas a
estrés por inundacién y (¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacién. Cada
punto representa la media de al menos 6 determinaciones independientes +ES. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Eficiencia cudntica del fotosistema Il (Dps))

Con el objetivo de evaluar el transporte electrénico entre fotosistemas y el efecto del
estrés sobre este proceso fotoquimico, se midié ®ps); en hojas adaptadas a luz actinica
(Figura 4.7). La inundacion del sustrato no provoco alteraciones significativas de este
parametro respecto de los valores control. Posteriormente, a partir del dia 14, este
parametro inicid un descenso progresivo en hojas de plantas inundadas de forma
continua, situandose en valores un 20% inferiores a los de las plantas control. El
drenaje del exceso de agua previno este descenso y este grupo de plantas presenté
valores similares a los controles durante el resto del periodo experimental.
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Figura 4.7. Eficiencia cuantica del PSII (D). En cada grafica (e) indica plantas control, (0) indica plantas
sometidas a estrés por inundacién y (¥) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por
inundacién. Cada punto representa la media de al menos 17 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

4.1.2. Parametros bioquimicos
Concentracion MDA

El grado de dafio oxidativo generado por el tratamiento de estrés se evalué mediante
la determinacién de la concentracién de MDA tanto en el tejido foliar como radicular
(Figura 4.8). No se observaron diferencias significativas en la concentracién de MDA
foliar entre plantas control y sometidas a inundacion hasta pasados 9 dias de estrés, la
fecha previa al drenaje. Estas diferencias se mantuvieron en plantas inundadas de
forma continuada hasta los 30 dias, que finalizd el experimento. El drenaje del exceso
de agua tras 9 dias de inundacion, tuvo como resultado el descenso de la
concentracion foliar de MDA hasta valores control.

En las raices, el contenido en MDA en plantas sometidas a estrés fue incrementando
de manera significativa hasta el dia 9, siendo en este momento, 1.5 veces superior al
de las plantas control. Tras 30 dias de inundacién del sustrato la concentracién de
MDA radicular descendié hasta llegar aproximadamente a la mitad de los valores
control. El grupo de plantas drenadas presentd, tras 21 dias después del drenaje,
valores de concentracién de MDA radicular significativamente superiores a los de las
plantas control.
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Figura 4.8. Concentracion de MDA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés por inundacion. En
cada grafica (HEM ) indica plantas control, (=) indica plantas sometidas a estrés por inundacién y (
I ) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacion. Cada barra representa la
media de al menos 3 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Concentracion de prolina

En la Figura 4.9 se muestra la evolucion en el contenido de prolina a nivel de hojas y
raices. En hojas no se observaron diferencias significativas durante los primeros dias.
No fue hasta el final del periodo experimental que la inundacién del sustrato provocé
un incremento significativo en el contenido de prolina foliar respecto de plantas
control (15.5 + 1.2 umol g peso fresco en plantas control frente a 55.8 + 5.3 umol g™
peso fresco en plantas sometidas a inundacion). En este sentido, el drenaje del
sustrato previno la acumulacién de este metabolito.
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El contenido en prolina en las raices se vio incrementado con la inundacion del
sustrato de forma temprana y significativa. De hecho, las diferencias fueron patentes a
partir de los 7 dias, alcanzando los maximos valores tan solo 9 dias después del inicio
del tratamiento. El contenido en prolina radicular presentd valores inferiores a los
control en estadios avanzados del estrés. El drenaje del exceso de agua, permitid la
recuperacién de este pardmetro aunque sin alcanzar valores control al final del
periodo experimental. Por lo general, los niveles maximos de prolina en condiciones de
estrés fueron superiores en hojas que en raices, aunque los valores basales siempre
rondaron los 12-20 umol g™ peso fresco.
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Figura 4.9. Concentracion de prolina en hojas y raices de plantas sometidas a estrés por inundacién. En
cada grafica (HEM ) indica plantas control, (=) indica plantas sometidas a estrés por inundacién y
(NN ) indica plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacion. Cada barra representa la
media de al menos 3 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Actividad antioxidante APX

En la Figura 4.10 se representan los valores de la actividad del enzima APX en hojas y
raices de citricos en condiciones control y sometidos a inundacién. En las hojas, el
tratamiento de inundacién provocd, al principio y de forma transitoria un descenso de
la actividad APX respecto a las plantas control, recuperandose en dias posteriores. Al
final del periodo experimental, no obstante, esta actividad enzimdtica se vio
incrementada en respuesta a la inundacion. En las plantas drenadas, la actividad se
mantuvo en niveles control el resto del experimento.

En las raices se produjo un descenso transitorio en la actividad enzimatica APX similar
al observado en hojas, aunque algo posterior, a los 7 dias de tratamiento de
inundacion. En fechas posteriores la actividad se recuperd hasta valores control
(después de 9 dias de tratamiento). Al final del periodo experimental, los valores de
actividad APX medidos en raices de plantas inundadas fueron extremadamente bajos,
llegando practicamente a la depresién de la actividad. El drenaje del exceso de agua
previno este descenso acusado y el mantenimiento de la actividad enzimatica en
valores control.

4.1.3. Contenido hormonal
Concentracion de ABA

La evolucion del contenido de ABA foliar y radicular se muestra en la Figura 4.11. Como
respuesta al encharcamiento del sustrato, el contenido foliar de ABA se vio
incrementado de forma ligera pero significativa desde los primeros dias de
tratamiento. Solo tras 30 dias de inundacién continua, los niveles medidos en hojas de
citrange Carrizo fueron de 400 ng g'1 peso fresco, alrededor de 16 veces los valores en
hojas de plantas control. El drenaje del exceso de agua tras 9 dias de inundacidén tuvo
como resultado el descenso de la concentracion foliar de ABA hasta niveles control.

En raices la inundacidn del sustrato provocd un descenso de la concentracidon de ABA
tras solo 4 dias de tratamiento, aunque este descenso no fue estadisticamente
significativo. Los niveles de esta hormona fueron descendiendo aun mas en los dias
posteriores, observandose a partir del dia 7 valores significativamente inferiores
respecto de los controles. Las raices de plantas inundadas durante 30 dias seguidos
mantuvieron niveles bajos de ABA. El drenaje del exceso de agua tuvo como resultado
la recuperacion de los niveles de ABA aunque éstos fueron significativamente
inferiores a los controles.
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Figura 4.10. Actividad APX en hojas y raices de plantas sometidas a estrés por inundacién. En cada
grafica (MM ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a estrés por inundacién y (HEH )
plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacién. Cada punto representa la media de al
menos 3 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Concentracion de JA

En la Figura 4.12 se representan los resultados obtenidos del analisis de JA en hojas y
raices. Durante la mayor parte del periodo de estudio no se observaron variaciones
significativas en la concentraciéon foliar de JA en respuesta al tratamiento de
inundaciéon. Al final del experimento se produjo un incremento significativo en el
contenido en JA en hojas de plantas sometidas a inundacién (9.6 ng g™ peso fresco en
plantas estresadas frente 0.2 ng g™ peso fresco en plantas control). El drenaje del
exceso de agua previno en parte esta masiva acumulacién de JA y, como consecuencia,
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la concentracion de esta hormona en hojas de plantas drenadas no mostro diferencias
significativas respecto del grupo control.

De forma paralela al ABA, el contenido radicular de JA se vio reducido por debajo de
los niveles control de forma significativa y constante en respuesta al tratamiento de
inundacion. El grupo de plantas drenadas presentd niveles de JA significativamente
superiores a los de plantas inundadas de forma continua e incluso de plantas control
(42.7 ng g peso fresco en plantas drenadas frente 16.8 ng g™ peso fresco en plantas
controly 2.9 ng g'1 peso fresco en plantas inundadas).
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Figura 4.11. Contenido de ABA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés por inundacion. En cada
grafica (MM ) indica plantas control, ((C—3) indica plantas sometidas a estrés por inundacién y ()
plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacion. Cada punto representa la media de al
menos 3 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Figura 4.12. Contenido de JA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés por inundacion. En cada
grafica (MM ) indica plantas control, (U3 ) indica plantas sometidas a estrés por inundacién y (N )
plantas drenadas tras ser sometidas a estrés por inundacién. Cada punto representa la media de al
menos 3 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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4.2. Déficit hidrico

4.2.1. Parametros de intercambio gaseoso
Tasa fotosintética neta (An)

En la Figura 4.13 se muestran los resultados correspondientes a An de plantas de
citricos control y plantas sometidas a déficit hidrico y posteriormente rehidratadas. El
déficit hidrico provocé una disminucion significativa de An tras solo 12 h de estrés
(representando una reduccién de un 78% respecto de valores control). En plantas
estresadas An presentd valores alrededor de 0.78 pumol m?stai12 y 24 h de privacion
del riego. La rehidratacién de las plantas provocd la recuperacion de este parametro
hasta valores control tras 10 dias de rehidratacion.
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12 24
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Tasa neta fotosintética (umol m? s™)

312

Figura 4.13. Tasa Fotosintética Neta (An). En cada grafica (HEM ) indica plantas control, (CC—3) indica
plantas sometidas a déficit hidrico y (Bl ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media de al
menos 16 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Tasa de transpiracion (E)

Los resultados de E se presentan en la Figura 4.14. Las condiciones de sequia causaron
un descenso significativo en dicho parametro en relacion a las plantas control tras 12 y
24 h. Después de la rehidratacion del sustrato se alcanzaron valores similares a los
obtenidos para las plantas control.
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Figura 4.14. Tasa de Transpiracion (E). En cada gréafica (HEM ) indica plantas control, () indica
plantas sometidas a déficit hidrico y (B ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media de al
menos 16 determinaciones independientes ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segln test de Tukey (p<0.05).

Conductancia estomdtica (gs)

Como se muestra en la Figura 4.15, las condiciones de sequia provocaron un descenso
significativo de g tras 12 h de déficit hidrico, que se mantuvo a las 24 h. La
rehidratacion del sustrato a partir de este momento provocd un incremento de este
parametro, recuperandose hasta alcanzar valores similares a las plantas control.

Relacion entre la concentracion de CO, subestomadtica y ambiental (C/C,)

En cuanto a la eficiencia carboxilativa, medida como la relaciéon C;/C, (Figura 4.16),
incrementd de forma significativa tanto a las 12 como a las 24 h respecto a las plantas
control, recuperandose tras la rehidratacién del sustrato hasta valores control.
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Figura 4.15. Conductancia estomatica (g;). En cada grafica (HEM ) indica plantas control, () indica
plantas sometidas a déficit hidrico y (B ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media de al
menos 16 determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas, segln test de Tukey (p<0.05).
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Figura 4.16. Relacion entre la Concentracion de CO, subestomadtica y la Concentracién de CO,
ambiental (Ci/C.). En cada grafica (HEM) indica plantas control, (=) indica plantas sometidas a
déficit hidrico y (@) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media de al menos 16
determinaciones independientes *ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,
segun test de Tukey (p<0.05).
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Eficiencia en el uso del agua (EUA)

Siguiendo con los parametros fisioldgicos, en la Figura 4.17 se representa la EUA. A las
12 h de déficit hidrico este parametro descendié de forma significativa en relacién a las
plantas control, siguiendo este descenso hasta las 24 h. A partir de este momento, la
rehidratacion del sustrato permitid la rdpida recuperacién de la EUA hasta valores
control.

Eficiencia en el uso del agua (umol/mmaol)

12 24 312

Duracion tratamiento sequia (horas)

Figura 4.17. Eficiencia en el uso del agua (EUA). En cada grafica (HEl ) indica plantas control, (=)
indica plantas sometidas a déficit hidrico y (M ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media
de al menos 16 determinaciones independientes +ES. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Potencial hidrico foliar

En la Figura 4.18 se representan los resultados correspondientes a la medida del
potencial hidrico foliar. La sequia provocd un descenso significativo de este parametro
tan solo después de 12 h de tratamiento y este efecto se mantuvo después de 24 h. A
partir del momento de rehidratacién del sustrato, el potencial hidrico se recuperé
rapidamente igualandose al de plantas control.
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Figura 4.18. Potencial hidrico. En cada grafica (HEM ) indica plantas control, (=) indica plantas
sometidas a déficit hidrico y (I ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media de al menos 4

determinaciones independientes £ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,
segun test de Tukey (p<0.05).

Eficiencia cudntica del fotosistema Il (®ps))

Los resultados de @ps); se muestran en la Figura 4.19. El tratamiento de sequia provocé
un descenso significativo de este pardmetro de menor magnitud tras 12 h de estrés y
posteriormente este efecto se acentud, llegando a valores un 20% inferiores a los
control. Desde el momento de rehidratacidn, el pardmetro se recuperé rapidamente
hasta el final del experimento.
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Figura 4.19. Eficiencia cuantica del PSIl (®ps,). En cada grafica (MEM ) indica plantas control, (=)
indica plantas sometidas a déficit hidrico y (Il ) plantas rehidratadas. Cada punto representa la media
de al menos 8 determinaciones independientes =*ES. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

4.2.2. Parametros bioquimicos
Concentracion de MDA

Los resultados de la concentracion de MDA como medida del grado oxidativo se
presentan en la Figura 4.20. En el tejido foliar, tanto a las 12 como a las 24 h, las
condiciones de sequia produjeron un incremento significativo en la concentracién de
MDA hasta valores de 80 y 95 nmol g'1 peso fresco, un incremento de 1.25 veces
respecto de valores control. La rehidrataciéon provocd un descenso del dafio oxidativo
hasta valores control.

En las raices, en cambio, el déficit hidrico no provocé cambios significativos en la
concentracion de MDA entre plantas control y estresadas, presentando valores entre
30 y 33 nmol g'1 peso fresco. Sorprendentemente, la rehidratacién provocd un
descenso del dafio oxidativo por debajo de valores control, alcanzando valores un 50%
inferiores.

Concentracion de prolina

En la Figura 4.21 se presenta el contenido de prolina foliar y radicular de plantas
sometidas a déficit hidrico y plantas control. A las 12 h de sequia se produjo en la parte
aérea un incremento significativo en la concentracion de prolina, que continué
aumentando hasta las 24 h de estrés. Al final del periodo experimental, tras diez dias
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de rehidratacion, el contenido en prolina disminuyd en relacion a los valores obtenidos
para las condiciones de estrés pero continué siendo significativamente superior a los
valores analizados en las plantas control.

En las raices, las condiciones de sequia produjeron un incremento significativo en la
concentracion de prolina tanto a las 12 h como a las 24 h aunque de magnitud inferior
a los observados en hojas, alcanzando en este momento los maximos valores (30.1 +
3.1 umol g peso fresco). Al final del experimento, la concentracion de prolina siguié
siendo significativamente mayor en las plantas rehidratadas que en las plantas control,
con valores similares a los de plantas estresadas.
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Figura 4.20. Concentracion de MDA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés hidrico. En cada
grafica (I ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a déficit hidrico y (EEE ) indica
plantas rehidratadas. Cada barra representa la media de al menos 3 determinaciones independientes
*ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segln test de Tukey (p<0.05).
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Figura 4.21. Concentracion de prolina en hojas y raices de plantas sometidas a estrés hidrico. En cada
grafica (I ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a déficit hidrico y (EEE ) indica
plantas rehidratadas. Cada barra representa la media de al menos 3 determinaciones independientes
+ES. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Actividad antioxidante APX

En la Figura 4.22 se representa la actividad enzimatica correspondiente al enzima APX.
En las hojas se observd un incremento significativo de la actividad APX bajo
condiciones de déficit hidrico. Tas la recuperacion de las plantas mediante hidrataciéon
del sustrato los valores disminuyeron alcanzando valores similares a los de plantas
control.

En las raices no se produjo un incremento significativo de las plantas estresadas en
comparacion con las plantas control.
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Figura 4.22. Actividad APX en hojas y raices de plantas sometidas a estrés hidrico. En cada gréfica
(MM ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a déficit hidrico y (EEE ) indica plantas
rehidratadas. Cada punto representa la media de al menos 3 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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4.2.3. Contenido hormonal
Concentracion de ABA

En la Figura 4.23 se presenta el contenido de ABA foliar y radicular. En la parte foliar,
tanto a las 12 como a las 24 h se produjo un incremento significativo en Ia
concentracién endégena de ABA de la misma magnitud (alrededor de 600 ng g™ peso
fresco frente a valores inferiores a 100 ng g peso fresco en plantas control). Al final
del periodo experimental y tras la rehidratacion del sustrato, el contenido foliar de
ABA disminuyd hasta niveles control.

El contenido radicular de ABA, de forma paralela a las hojas, presentd incrementos
significativos a las 12 y 24 h después del estrés e igualmente, la rehidratacion provocé
una recuperacion de estos valores que descendieron hasta niveles control.

Concentracion de JA

En la Figura 4.24 se muestra el contenido foliar y radicular de JA. En el tejido foliar se
produjo un incremento significativo como consecuencia del tratamiento de sequia a las
12 h, presentando valores de 62.2 ng g'1 peso fresco frente a 1.8 ng g'1 peso fresco en
plantas control, variaciones de 34.5 veces. No obstante, tras 24 h de sequia, descendié
la concentracion de JA hasta valores de 22.9 ng g™ peso fresco asi como la diferencia
con las plantas control. Al final del periodo experimental y tras el proceso de
rehidratacion no se detectd niveles significativos de JA en plantas control o
rehidratadas.

En raices se produjo un descenso significativo del contenido en JA tras 24 h de déficit
hidrico. Las plantas rehidratadas, tras 10 dias de recuperacién, no mostraron
diferencias significativas respecto de las plantas control en los niveles endégenos de
esta hormona.
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Figura 4.23. Contenido de ABA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés hidrico. En cada grafica
(MM ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a déficit hidrico y (EEE) plantas
rehidratadas. Cada punto representa la media de al menos 3 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, seguin test de Tukey (p<0.05).
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Figura 4.24. Contenido de JA en hojas y raices de plantas sometidas a estrés hidrico. En cada grafica
(MM ) indica plantas control, () indica plantas sometidas a déficit hidrico y (HEE) plantas

rehidratadas. Cada punto representa la media de al menos 3 determinaciones independientes *ES.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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5. DISCUSION

En citricos la respuesta de la planta a distintos estreses abidticos depende de las
caracteristicas del patrén, al igual que la capacidad de regular las relaciones hidricas en
el continuo sustrato-planta-atmésfera. En este sentido, la eleccion del patrén puede
condicionar una mayor o menor tolerancia a distintas condiciones adversas (Agusti,
2003). En el presente trabajo se ha estudiado la respuesta diferencial frente a dos
condiciones de estrés: el encharcamiento del sustrato y el déficit hidrico. Aunque
ambas condiciones desfavorables producen efectos similares a nivel fisioldgico, existen
mecanismos que difieren en funcion de la distinta naturaleza del estrés.

Los resultados presentados en este trabajo indican que ambos tipos de estrés tienen
un mismo efecto fisiolégico en la parte aérea, reduciendo los parametros de
intercambio gaseoso y ademads la capacidad carboxilativa y el potencial hidrico. Tanto
en condiciones de inundacidn como de déficit hidrico se observa una disminucién de
An, a pesar de aumentar C;/C,. Esto sugiere que la difusion y la disponibilidad de CO,
no es la principal causa de la inhibicion fotosintética observada, sino factores no
estomaticos, coincidiendo con estudios similares (Garcia-Sanchez et al., 2007; Arbona
et al., 2009). Cabe mencionar que, tras aliviar las plantas del estrés, estos pardmetros
fisiolégicos volvieron a sus valores control, lo cual indicé que en ningln caso se
sobrepasé el umbral de supervivencia.

El ®ps; mide la proporcion de energia absorbida por el PSIl que se emplea en el
transporte electrénico fotosintético y suele ser directamente proporcional al
transporte electrénico entre fotosistemas que permite la fijacién de CO,, conociendo
asi de forma inmediata la medida en que distintos factores ambientales afectan al
aparato fotosintético. De forma indirecta, los pardmetros de fluorescencia de clorofilas
proporcionan informacidon sobre la capacidad de las plantas para tolerar estreses
ambientales en la medida que los factores ambientales adversos afectan
negativamente la capacidad fotosintética (Maxwell y Johnson, 2000). En respuesta al
estrés, Ops, descendidé de forma paralela a An y al incremento de C/C,, lo que refuerza
la idea del efecto negativo que tanto la inundacidn del sustrato como la sequia ejercen
sobre el transporte electrénico entre fotosistemas y la eficiencia carboxilativa,
indicando la importancia del dafio sobre los fotosistemas en estas condiciones por
encima de otros factores como la limitacion en la difusion de CO, a través de los
estomas.

En respuesta a las dos condiciones desfavorables impuestas, las plantas de Carrizo
incrementaron la concentracion enddgena de prolina que actia a modo de osmolito
compatible (Arbona et al., 2003; Arbona et al., 2008). El papel beneficioso de los
osmolitos compatibles en la tolerancia al estrés abidtico ha sido sugerido en distintos
trabajos. En este sentido, las funciones atribuidas a la prolina durante el estrés son
varias: ajuste osmético, osmoproteccidn, detoxificacion de ROS, regulacién de la acidez
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citosdlica y reserva de carbono y nitrégeno tras la recuperacién del estrés
(Vendruscolo et al., 2007). La acumulacién de prolina varia en condiciones de estrés
por inundacidn o por sequia. En condiciones de estrés por inundacidon se acumula
antes y en mayor intensidad en raices que en hojas, y en estrés por sequia al revés.
Este hecho podria indicar que, bajo condiciones de inundacidn, las raices son el primer
organo en detectar el estrés o simplemente que la concentracion de prolina en hojas
estd determinando la sensibilidad del genotipo vegetal al estrés. De esta forma, en
genotipos tolerantes la mayor acumulacién de prolina en raices podria amortiguar los
efectos daifiinos del estrés aliviando asi la presién ejercida sobre las hojas, que
presentarian una menor acumulacion de este metabolito. En condiciones de
inundacion similares, Arbona et al. (2008) observaron que el contenido foliar de
prolina en plantas estresadas por inundacién del sustrato frente plantas control era
menor en aquellos genotipos de citricos tolerantes, como Carrizo, que en aquellos
genotipos sensibles, como mandarino Cleopatra, pudiéndose relacionar esto con una
menor capacidad amortiguadora de la raiz, tal y como observaron Argamasilla et al.
(2013).

Ademas, en el desarrollo del presente trabajo se observé un descenso del potencial
hidrico foliar coincidente con una acumulacién de prolina en hojas en ambas
condiciones estresantes. Estos resultados indicarian la existencia de un mecanismo
capaz de restablecer el balance osmético, reduciendo dicho potencial para asegurar el
flujo de agua a la parte aérea. En estudios previos se demostrd, empleando plantas
transgénicas de citricos que sobreacumulaban prolina, que este osmolito es
importante en el mantenimiento del balance hidrico foliar (Molinari et al., 2004).

En todo estrés de tipo abidtico, la incidencia de éste provoca un incremento en la
produccién de ROS vy, por tanto, en la incidencia del dafio oxidativo. Este dafio es mas
acusado cuanto mayor es la presion ejercida por el estrés, correlacionandose de forma
positiva con la sensibilidad a determinada condicidon adversa (Arbona et al., 2003;
2008). En los experimentos descritos en este trabajo, el dafio oxidativo, medido en
forma de acumulacion de MDA, incrementé de forma significativa aunque ligera en
raices y hojas de Carrizo en respuesta al estrés por inundacién. Este incremento, no
obstante, no ocurrié de forma paralela ya que en raices se produjo de forma mas
temprana que en hojas. En cambio, en respuesta a déficit hidrico, el MDA solo
aumenté en hojas, lo que podria apoyar, en consonancia con los resultados de prolina,
gue esta parte de la planta es la que siente el déficit hidrico. En el estudio llevado a
cabo por Pérez-Clemente et al. (2012) también se vio incrementado el contenido en
MDA como respuesta al déficit hidrico producido por el choque osmdtico con
polietilenglicol sobre brotes de citricos aislados y cultivados in vitro, siendo este dato
indicativo de que los tejidos foliares generarian mayor cantidad de ROS que las raices
debido al sistema fotosintético. Sin embargo, en otro estudio similar, los mismos
brotes de citricos fueron sometidos a estrés salino pero no se observd incremento
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alguno del contenido en MDA foliar, igual que en plantulas intactas cultivadas in vitro
(Montoliu et al., 2009) o en invernadero (Arbona et al., 2003). Estos datos apuntan a
las raices como un érgano clave como filtro de iones Cl" y origen de la sefalizacién
hormonal en la respuesta a estrés salino en citricos. Los datos presentados son
compatibles con la posibilidad que la sefializacién en respuesta a déficit hidrico
implicaria a la parte aérea ademas del sistema radicular.

La actividad antioxidante APX se vio incrementada significativamente en hojas de
Carrizo sometido a estrés por inundacién y a déficit hidrico, indicando que la
maquinaria responsable de la eliminaciéon del H,0, no sufrié dano alguno como
consecuencia del estrés. En ambos casos, coincide con el incremento foliar de MDA,
relacionando ambos pardmetros: la defensa y el resultado del dafo. Este incremento
de MDA podria ser debido a que parte de las ROS escaparian del sistema de
detoxificacién, como consecuencia de la presidn continua que ejercen ambas
condiciones estresantes, provocando un incremento de la peroxidacion lipidica. Tal y
como se demostré en el experimento llevado a cabo por Arbona et al. (2003) en
condiciones de salinidad, citrange Carrizo posee un sistema eficiente de detoxificacién
de ROS, contribuyendo a la mayor tolerancia de este patrdn frente al estrés salino. En
raices, en cambio, la actividad APX se redujo por debajo de valores control en
respuesta a la inundacidn para recuperarse posteriormente tras el drenaje. Esto
indicaria, junto con los datos de acumulacion de MDA, por un lado que el estrés
oxidativo en condiciones de inundacién del sustrato no parece ser una respuesta
relevante en raices y, por otro, que el descenso de la actividad APX es una respuesta
directa al encharcamiento. Este incremento en el dafio oxidativo en raices tras el
drenaje del sustrato es compatible con los resultados obtenidos por Blokhina et al.
(1999) que sugerian un aumento en los productos de la peroxidacién lipidica como
consecuencia de la reoxigenacién de las raices.

Las hormonas vegetales juegan un papel crucial en la adaptacion de las plantas a
condiciones de estrés abidtico y, entre todas, el ABA es probablemente la hormona
mas estudiada en respuesta al estrés abidtico (Eyidogan et al., 2012). En este sentido,
el JA que tradicionalmente ha sido vinculado a las respuestas a patdgenos y herida,
recientemente ha adquirido relevancia en la regulacion de la respuesta frente a estrés
abidtico (Arbona y Gdmez-Cadenas, 2008; de Ollas et al., 2013). En el presente estudio,
el comportamiento de dos hormonas vinculadas a la regulacién de las respuestas al
estrés abidtico, ABA y JA, corrid paralela en ambos tipos de estrés.

En el caso de estrés por inundacién, el ABA se vio incrementado en hojas de forma
temprana, pero en poca magnitud y solo tras un periodo prolongado de estrés
presentd niveles superiores a los control. En cambio, en raices los niveles de esta
hormona se vieron disminuidos inmediatamente tras la inundacion, incluso por debajo
de valores control. Tanto en parte aérea, como en raices, el drenaje del exceso de agua
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permitid la recuperaciéon hasta niveles control indicando que esta respuesta esta
asociada directamente al tratamiento de estrés. Comparando el comportamiento del
ABA en hojas con los pardmetros de intercambio gaseoso no se puede establecer una
relaciéon clara entre el cierre estomatico y la concentracién foliar de ABA ya que el
fuerte incremento de la hormona fue posterior al cierre estomatico, tal como fue
sefialado por Rodriguez-Gamir et al. (2010). Ademas, y de acuerdo con el estudio
realizado por Arbona y Gomez-Cadenas (2008), es poco probable que el cierre de los
estomas en las hojas de plantas de Carrizo encharcadas resulte de la translocacién de
ABA de las raices a la parte aérea, ya que la reduccién de los niveles de ABA en raices
de plantas estresadas ocurrié de forma muy temprana respecto al incremento
observado en hojas.

Como se ha dicho antes, el JA presenté comportamiento paralelo al ABA y también se
vio acumulado de forma masiva tras un periodo prolongado de deficiencia hidrica, de
forma concomitante al ABA. Este hecho es compatible con los datos publicados
recientemente por de Ollas et al. (2013) en los que se describe la relacién entre el JAy
el ABA a nivel biosintético. En este modelo, el JA actuaria como disparador de la
cascada de seifalizacién modulada por el ABA. Este hecho viene apoyado, ademads, por
el comportamiento paralelo del ABA y el JA en raices de Carrizo inundadas. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Arbona y Gdmez-Cadenas (2008).

En el caso del estrés por sequia, el ABA se vio incrementado de forma rapida y masiva
tan solo 12 h después del tratamiento. Los niveles alcanzados fueron superiores que
en raices en la misma fecha, aunque posteriormente se igualaron. De nuevo, al menos
en parte aérea, el incremento de JA y ABA fue concomitante y temprano. Dicho
incremento no se observo en raices, aunque si en el trabajo de de Ollas et al. (2013) en
el que se emplearon condiciones similares. El hecho de que no se observara este
comportamiento paralelo en los datos presentados podria deberse a que el
incremento transitorio de JA ocurrié de forma mas temprana en raices que en hojas. La
acumulacién de JA es, tal y como describen en trabajos anteriores (Arbona y Gémez-
Cadenas, 2008; Arbona et al., 2010; de Ollas et al., 2013), transitoria y siempre precede
a la del ABA en condiciones de estrés abidtico. Mediante la aplicacion alternativa de
inhibidores de la sintesis de JA y de ABA, de Ollas et al. (2013) demostraron que se
requeria una previa acumulacion de JA para el inicio de la sintesis de ABA en raices de
citricos sometidos a estrés por sequia severa. En ambos casos, el alivio del estrés
provocd la recuperacién de los niveles control, lo cual indica que la respuesta
hormonal observada es especifica del estrés aplicado.

En resumen, se puede establecer que ambos tipos de estrés producen un efecto
similar en el comportamiento fisioldgico de la parte aérea, disminuyendo la asimilacién
neta de CO, de forma paralela al cierre estomdtico y la transpiracién. Del mismo modo,
Ci/C, se vio incrementada, acompafiada de una disminucién de ®pg),.
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Bajo las condiciones impuestas en ambos experimentos, las plantas experimentaron un
incremento en la concentracién de prolina, tanto en raices como en hojas, siendo
mayor el incremento en raices en estrés por inundacion y en hojas en el caso de déficit
hidrico. Asimismo, el incremento en prolina foliar se correlaciond con el descenso del
potencial hidrico de hojas como mecanismo para restablecer el balance osmético.

En ambos sistemas se observd un incremento en los tejidos aéreos de MDA, un
marcador indirecto del dafio oxidativo. Ademas, en los dos casos, como respuesta al
estrés oxidativo, las plantas de Carrizo fueron capaces de activar, al menos, parte de su
maquinaria antioxidante, observada como el incremento en la actividad APX en hojas
y, en menor medida en el caso de inundacién del sustrato, en raices.

En cuanto a la regulacién hormonal en los dos sistemas se observd una respuesta
paralela y del mismo sentido de la concentracion foliar de JA y ABA, reforzando la idea
de una relacién directa entre ambas hormonas y su papel como mediadoras entre la
percepcion del estrés y la respuesta fisioldgica. Ademas, todos los parametros
estudiados en hojas y raices, sugieren, por su temporalidad e intensidad, algun tipo de
interaccion entre la parte radicular y aérea de la planta.
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6. CONCLUSIONES

o La inundacién del sustrato y el déficit hidrico severo provocan respuestas
fisioldgicas similares en la parte aérea: por un lado, la reduccién de la actividad
fotosintética provocada por factores no estomaticos, como revela el
incremento en C/C, y el descenso de los pardmetros de fluorescencia de
clorofilas; y ademas la reduccién del potencial hidrico. Este ultimo, asociado a
la variacién en la concentracion endégena del osmolito compatible prolina con
el objetivo de restablecer el balance hidrico.

o Las variaciones de cardcter bioquimico tales como la acumulaciéon de dafio
oxidativo, la actividad antioxidante o los cambios enddgenos de Ia
concentracién de ABA y JA podrian ser especificas de la condicién ambiental y
del tejido analizado.
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