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RESUMEN

La poliploidia es una caracteristica muy comun en plantas
superiores y actia como motor evolutivo promoviendo su
adaptacion. En citricos, la mejora genética a nivel poliploide
agiliza el desarrollo de portainjertos tetraploides (4x) y permite
obtener variedades sin semilla triploides.

El portainjerto es un elemento fundamental en la citricultura
para proporcionar al cultivo la tolerancia a estreses bioticos y
abidticos. En Espafia, el alto contenido en caliza y sales de la
mayoria de los suelos citricolas y el virus de la tristeza de los
citricos (CTV) limitan en el nimero de portainjertos adecuados
para el cultivo de citricos. El desarrollo de nuevos portainjertos
tiene como objetivo reunir en un genotipo las caracteristicas de
interés. La hibridacién sexual ha sido el método tradicionalmente
empleado, aunque en citricos plantea inconvenientes debido a su
compleja biologia reproductiva y a su alta heterocigosidad.

La autotetraploidia, que aparece espontaneamente en los
citricos apomicticos, posibilita la seleccion y evaluacién de las
variantes 4x de cada portainjerto como un método de mejora
relativamente sencillo. El efecto de la tetraploidia es variable
entre las diferentes especies de citricos y apenas ha sido descrito.
Conocer su influencia sobre la fisiologia y morfologia de los
citricos permitiria valorar su utilidad agronémica. Por su parte, la
alotetraploidia, obtenida mediante fusion de protoplastos, permite
hibridar especies sexualmente incompatibles y reunir los genomas
completos de los parentales, acumulando sus caracteres
dominantes complementarios con independencia de su
heterozigosidad.

El propdsito de ésta tesis ha sido evaluar las variantes 4x de
los portainjertos mas utilizados en Espafia, citrange Carrizo
(Citrus sinensis (L.) Osh. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) (CC) y
C. macrophylla (CM) para valorar su utilidad agronémica y
describir sus propiedades. Ademas se han caracterizado dos
hibridos  alotetraploides obtenidos mediante fusion de
protoplastos de CM y CC para valorar su posible utilizacion como
portainjertos para la citricultura mediterranea.
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La tetraploidia en CC y CM modifica la composicion
mineral foliar de la variedad injertada y mejora la tolerancia de
éstas plantas a la salinidad, mientras que la capacidad de hacer
frente a la clorosis férrica no difiere entre ploidias en éstos
portainjertos. El portainjerto CC4x ejerce un efecto reductor del
tamafo de copa en arboles de naranjo sin modificar su eficiencia
productiva ni la calidad del fruto y reduce la absorcion y
transporte de boro a la variedad injertada en condiciones de
exceso, mejorando su tolerancia. La mayor capacidad de
exclusién de sales y boro en las plantas 4x se relaciona con su
menor transpiracion. En CC interviene también en este
comportamiento la menor conductancia hidraulica de las raices 4x
inducida por sus modificaciones anatomicas.

Los hibridos alotetraploides obtenidos mediante fusién de
protoplastos de CC y CM difieren en la composicién de su
genoma, indicando que se han producido pérdidas puntuales y
reorganizaciones durante el proceso de fusion. Ambos relnen los
genomas nucleares parentales, han heredado de CC la tolerancia a
las acanaladuras en la madera causadas por CTV, son similares a
CM en su tolerancia a la clorosis férrica y manifiestan mayor
tolerancia a la salinidad que CC. Por ello, relinen caracteristicas
de gran interés para la citricultura mediterranea.

La evaluacion y seleccion de portainjertos tetraploides
permitiria obtener arboles mas pequefios y mas tolerantes a
ciertos estreses que mantengan el comportamiento general ya
conocido de los diploides originales. La reduccion del tamafio de
copa contribuiria a mejorar el rendimiento productivo y a facilitar
el manejo de las plantaciones citricolas. El conocimiento
generado a cerca de los efectos de la tetraploidizacion y de la
hibridacién somatica en la anatomia, fisiologia, comportamiento
agrondmico y genética de los portainjertos de citricos sera de gran
utilidad en los programas de mejora en base a necesidades
actuales y futuras.



RESUME

La polyploidie est trés fréquente chez les plantes supérieures.
C’est l'une des principales forces évolutive pouvant induire des
changements anatomiques, physiologiques et d’expression des
génomes et qui peut conduire in fine a une meilleure adaptation des
plantes. Chez les agrumes, les programmes d’amélioration ont permis
le développement au cours des dernieres décennies de nouveaux
porte-greffes tétraploides et de nouvelles variétés triploides sans
pépins. Les programmes de sélection de porte-greffes visent a cumuler
des caractéres d'intérét chez un seul génotype et d’additionner les
tolérances aux contraintes biotiques et abiotiques requises en fonction
des zones de culture. De bonnes performances agronomiques
permettant d’induire une bonne qualité des fruits de la variété greffee
sont également essentielles.

En Espagne, la présence du virus de la Tristeza des agrumes
(CTV), l'abondance de sols calcaires et le probléme de la salinisation
des sols limite aujourd’hui le nombre de porte-greffes adaptés a la
culture des agrumes. La salinité du sol peut avoir un impact critique
sur la culture darbres a feuilles persistantes en raison de
I'accumulation préférentielle de sels dans les parties aériennes, ce qui
peut entrainer des dommages trés importants au niveau des
plantations. Cependant, ’absorption de 1'eau et des solutés au niveau
des racines et leur transport vers le scion est contrdlée par le porte-
greffe, qui détermine en grande partie I'accumulation de sels dans les
feuilles.

L’amélioration des agrumes a traditionnellement été réalisée par
hybridation sexuelle. Toutefois cette méthode a plusieurs limitations
qui sont principalement liées a la biologie de la reproduction qui est
complexe chez les agrumes, mais également au taux élevé
d’hétérozygotie. Pour surmonter ces problémes, certains programmes
d’amélioration utilisent la tétraploidie pour développer de nouveaux
porte-greffes. L'apparition spontanée de plantes diploides doublés
dans les semis de génotypes d'agrumes apomictiques permet de
sélectionner et d'évaluer rapidement ces nouveaux idéotypes de porte-
greffe pouvant étre utilisés dans différentes zones pédoclimatiques. De
méme, c¢’est une méthode de sélection relativement simple. L'impact
que peut avoir la duplication du génome sur I'anatomie, la physiologie
et ’expression des génomes chez les agrumes est variable entre les
différentes espéces et reste pour 1’heure encore mal décrit.
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Pour évaluer l'utilité potentielle des porte-greffes d'agrumes
tétraploide (4x), il est d'une importance primordiale d’évaluer 1'effet
gue peut avoir la duplication du génome sur la physiologie du stress,
la vigueur des arbres et leur comportement agronomique. De plus, la
fusion de protoplastes permet de générer des hybrides somatiques
entre des especes sexuellement incompatibles, conduisant a combiner
des génomes entiers de parents dans un seul génotype. Ce procéde est
également adapté pour ajouter des caracteres dominants
complémentaires, quelle que soit I’hétérozygotie parentale.

Le but de cette these a été d'évaluer l'intérét de génotypes
diploides doublés des principaux porte-greffes utilisés dans
l'agrumiculture Espagnole, 1’hybride citrange Carrizo (Citrus sinensis
(L.) Osh. x Poncirus trifoliata (L.) Raf. ) (CC) et le C. Macrophylla
(CM), afin d'évaluer leur intérét potentiel en agriculture et de décrire
les caractéristiques anatomiques, les déterminants physiologiques et
moléculaires des différences observées. De plus, la caractérisation
moléculaire et physiologique de deux hybrides somatiques
allotétraploides obtenus par fusion de protoplastes de ces parents a
également été réalisée. Cette étude est une étape préliminaire pour leur
éventuelle utilisation comme porte-greffes dans I'agrumiculture
Méditerranéenne.

Les résultats montrent que lorsqu’ils sont greffés avec de
I’oranger, les porte-greffes CC 4x induisent une réduction de la taille
des arbres sans pour autant changer les rendements et la qualité des
oranges produites. Ces effets pourraient contribuer a accroitre la
productivité et a faciliter la gestion des vergers. Pour les deux porte-
greffes étudiés (CC et CM), la duplication du génome a induit une
modification de la composition minérale dans les feuilles de la variété
greffée, conduisant a un ratio K/(Ca + Mg) plus élevé. Ceci indique
une meilleure capacité a maintenir une alimentation minérale adéquate
dans des conditions de sol alcalin. De méme I’absorption de B dans
des conditions excédentaires en B a été réduite chez les CC 4x,
I'accumulation dans les parties aériennes étant réduite de 20%.
Toutefois cette propriété n'a pas été observée chez les CM 4x par
rapport aux CM 2x. La moindre absorption de B chez les CC 4x n'a
pas été associée a des changements d'expression des transporteurs
membranaires NIP5 et BOR1 au niveau des racines, ni a des
différences de concentration en B dans les fractions solubles ou dans
les fractions ou le B est lié aux parois cellulaires.



Nos travaux suggérent que le taux de transpiration inférieur
des porte-greffes CC 4x par rapport au CC 2x et les modifications
anatomiques mises en évidence au niveau racinaire des 4x sont
impliquées dans le taux d'absorption de bore inférieure, en
réduisant le flux apoplastique d'eau et de solutés. Ces
caractéristiques anatomiques sont également impliquées dans la
tolérance a la salinité accrue des CC 4x, et peut étre considéré
comme le principal mécanisme identifié pour expliquer
I’augmentation de 1'exclusion des CI°, associées a une réduction
de la conductivité hydraulique des racines des CC 4x. La
duplication du génome chez CM 4x améliore également la
tolérance a la salinité, dans la mesure ou elle induit une réduction
du taux de transpiration et par la méme induit une diminution de
I'accumulation en CI” dans les parties aériennes, et limite ainsi les
dommages toxiques. Cependant, la capacité de tolérance des CC
et CM 4x pour faire face a la chlorose ferrique n’est pas différente
de celles des génotypes 2x. Des porte-greffes tétraploides de ces
espéces conduisent donc au développement d’arbres plus petits
présentant des tolérances accrues a divers stress, tout en induisant
des propriétés de qualité des fruits similaires au 2x.

En outre, les hybrides SCM-58 et SMC-73, obtenus par
hybridation somatique entre CC et CM, combinent les deux
génomes nucléaires parentaux, mais des pertes alléliques sous-
chromosomiques ont toutefois pu étre identifiées. Ces hybrides
different également dans la composition de leur génome
cytoplasmique, ce qui indique que des réarrangements et des
exclusions des matériels génétiques au cours du processus de
fusion ont pu avoir lieu. Néanmoins, ces événements ont affecté
indépendamment chaque hybride somatique obtenu. Les deux
hybrides somatiques ont hérité de la tolérance au CTV venant de
leur parent CC, sont tolérants a la chlorose ferrique comme CM et
présente une plus grande tolérance a la salinité que CC. Par
conséquent, ces génotypes ont un grand potentiel pour
I'agrumiculture Méditerranéenne.

Les connaissances acquises sur les effets de la duplication
du génome mais également dans le cas d'hybridations somatiques
sur l'anatomie, la physiologie, I’expression des génomes, sur la
performance agronomique des porte-greffes d'agrumes, fournis
dans le présent travail seront un élément clé pour le
développement des programmes de sélection visent & répondre
aux besoins actuels et futurs de 1’agrumiculture.
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RESUM

La poliploidia és molt comuna en plantes superiors i es un
dels principals motors evolutius per promoure canvis que
afavoreixen la adaptacio. En citrics, la millora genetica a nivell
poliploide ha contribuit agilitzant el desenvolupament de nous
portaempelts tetraploides (4x) i de varietats sense llavors
triploides.

En Espanya, el virus de la tristesa dels citrics (CTV) i l'alt
contingut sali i calcari de la majoria dels sols limiten el numere
de portaempelts adequats per al cultiu. La millora de portaempelts
de citrics té 1’objectiu de reunirel major numere de
caracteristiques d'interés en un Unic cultivar. La millora genética
tradicional de citrics, duta a terme mitjancant hibridacié
sexual, planteja inconvenients deguts a la seua complexa biologia
reproductiva i a [1’alta heterocigositat. Per aixd s'han iniciat
programes de millora de portaempelts a nivell 4x, amb l'objectiu
d'agilitzar el seu desenvolupament.

La autotetraploidia, que apareix de manera espontania en
especies apomictiques de citrics, permet seleccionar les
variants 4x dels portaempelts, com un meétode de millora
relativament senzill. L'efecte de la tetraploidia és variable entre
les espécies de citrics i la seua incidencia a penes havia sigut
descrita. Conéixer la seua repercussio en la tolerancia a estressos i
el vigor de [Il'arbre permetria avaluar la utilitat de les
versions 4x de cada portaempelt. D'altra banda, I'al-lotetraploidia,
obtinguda mitjancant la fusid0 de protoplastos, possibilita
I'obtencié d'hibrids d'espécies sexualment incompatibles i reunir
en una sola hibridaci6 els genomes complets de les parentals
d'interés, permetent l'addici6 de caracters dominants
complementaris amb independéncia de I'heterozigositat dels
parentals.

La finalitat d'esta tesi ha sigut avaluar les propietats
d’interés agronomic de les variants 4x dels portaempelts més
utilitzats en la citricultura esparfiola, citrange Carrizo (Citrus
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) (CC) i C.
macrophylla (CM), per valorar la seua utilitat i descriure els
determinants de les diferéncies trobades.
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A més a més, s'ha pretés realitzar una caracteritzacio
molecular i fisiologica de dos hibrids al-lotetraploides obtinguts
de la fusio de protoplastos de CM i CC, com un pas previ per a la
seua possible utilitzacié com a portaempelts.

El portaempelt CC4x exerceix un efecte reductor de la
grandaria de copa en arbres de taronger sense modificar
I'eficiéncia productiva ni la qualitat del fruit. Este caracter
milloraria el rendiment productiu i a facilitaria el maneig de les
plantacions citricoles. En els dos portaempelts estudiats, la
tetraploidia modifica la composicié mineral foliar de la varietat
empeltada i proporciona major tolerancia a la salinitat. En CC, la
tetraploidia redueix l'absorcié del boro en excés, metre que esta
propietat no s'ha observat en CM4x. La menor absorcié del boro i
I'exclusié del clorur es troben associades a la menor transpiracio,
a la reduida conductivitat hidraulica i a les caracteristiques
anatomiques de les arrels 4x. No obstant aixd, la tolerancia a la
clorosi férrica no difereix entre ploidies en estos portaempelts.

La seleccié de portaempelts 4x permetria obtenir arbres
més menuts i més tolerants a certs estressos que mantenen el
comportament ja conegut, de la variant diploide. Per la seua
banda, els hibrids somatics difereixen en la composicié del
genoma, indicant que s'han produit reorganitzacions i pérdues
puntuals durant el procés de fusié. Els dos han heretat de CC la
tolerancia a les estries en la fusta provocades per CTV, son
tolerants a la clorosi férrica com CM i toleren la salinitat millor
que CC. Per tot, reuneixen un conjunt de caracteristiques de gran
interés potencial per a la citricultura mediterrania.

El coneixement generat en esta tesi sera de gran utilitat en
els programes de millora basades en necessitats actuals i futures.



ABSTRACT

Polyploidy is very common in higher plants and is one of
the main forces driving evolution, as it leads to changes that may
favor plant adaptation. In citrus, polyploid breeding has provided
great advantage, enabling the development of new tetraploid (4x)
rootstocks and triploid seedless varieties.

Rootstock breeding programs aim to combine the characters
of interest in a single genotype to provide the required tolerances
to biotic and abiotic constraints. In Spain, the presence of citrus
tristeza virus (CTV) and the abundance of calcareous and saline
soils limit the number of suitable citrus rootstocks. Citrus
breeding has been traditionally carried out by sexual
hybridization but this method has limitations which are mainly
imposed by their complex reproductive biology and their high
heterozygosity. To overcome these restrictions, some breeding
programs working at tetraploid level have been initiated to
facilitate the development of new citrus rootstock ideotypes.

The spontaneous appearance of autotetraploid plants in
seedlings of apomictic citrus genotypes brings a relatively simple
breeding method, offering the opportunity of evaluating their
properties and selecting them as new rootstocks. The impact of
genome duplication on citrus is variable between species and
remains poorly described. To assess the usefulness of 4x citrus
rootstocks it is required to evaluate the effect of genome
duplication on stress physiology, tree vigor and agronomical
behavior. Citrus protoplast fusion allows the somatic
hybridization between sexually incompatible species, leading to
combine the whole genomes of parents in a single genotype and
adding complementary dominant characters, regardless of
parental heterozygosity.

The purpose of this thesis was to assess the potential
interest of the 4x versions of the main rootstocks used in Spanish
citrus industry, which are citrange Carrizo (Citrus sinensis (L.)
Osh. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) (CC) and C. macrophylla W.
(CM) and describe the anatomical, physiological and molecular
determinants of the differences found. Additionally, the
characterization of two allotetraploid somatic hybrids obtained by
protoplast fusion from these parents was also performed, as a
preliminary step for their possible use as rootstocks.
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Results show that 4xCC has a reducing effect on the size of
orange trees without changing the productive efficiency or the
fruit quality, effects that might contribute to increase the
productivity and facilitate the orchard management. In both
rootstocks, genome duplication modified the mineral composition
in the leaf of the grafted variety and enhanced the salinity
tolerance of seedlings. Boron uptake in excess conditions was
reduced in 4xCC when compared to 2x, while this property was
not observed in 4xCM. The salt and boron exclusion abilities are
associated to lower transpiration rates, reduced root hydraulic
conductivity and root anatomical changes observed in 4x roots.
However, the ability of 4x CC and CM to cope with iron chlorosis
is not different from the 2x genotypes. These 4x rootstocks might
therefore provide smaller citrus tress more tolerant to certain
stresses, while maintaining the general behavior of the diploid
genotype.

Furthermore, somatic hybrids differ from each other in their
genome composition, indicating that losses and rearrangements of
the genetic material occurred during the fusion process. Both
inherited the tolerance to stem pitting caused by CTV from CC,
are tolerant to iron chlorosis like CM and have a higher tolerance
to salinity than CC. Thus, these hybrids have a great potential for
Mediterranean citrus industry.

The provided knowledge on the effects of genome
duplication and somatic hybridization on the anatomy,
physiology, agronomic performance and molecular biology of
citrus rootstocks will be key for developing breeding programs
that aim to address current and future needs of citrus industry.



INTRODUCCION GENERAL

1. El cultivo de citricos

1.1. Importancia econémica

Los citricos son el cultivo frutal de mayor produccion en
Espafia y en el mundo; la produccion global en 2013 alcanz6 la
cifra de 119 Mt de cosecha, ocupando una extension total de 9.2
Mha. Los principales paises productores en la actualidad son
China Brasil, Estados Unidos, India, México y Espafia (FAO,
2016). Desde el punto de vista comercial existen cuatro grupos:
naranjas, mandarinas, limones/limas y pomelos. Las naranjas
encabezan la produccion mundial con 68 Mt (57%); le siguen las
mandarinas con 30.4 Mt (25%), limones/limas con 13 Mt (11%) y
pomelos con 8 Mt (7%) (FAO, 2016) (Fig. I1.1.).

Un tercio de la produccidn citricola global se destina a la
industria del zumo de naranja, cuya actividad se ubica en un 85%
en EE.UU. y Brasil. En la cuenca mediterranea, sin embargo, la
produccion se destina mayoritariamente al consumo en fresco y
paises como Espafia o Turquia son grandes exportadores de
citricos (FAO, 2016). En el afio 2013, la produccién citricola en
Espafia fue de 8.3 Mt, ocupd una extension de 391 550 ha y
consisti6 mayoritariamente en  mandarinas (46.7%), naranjas
(42.8%) y limones (10%). De la produccion total se destind el
57% a la exportacion, un 20% al consumo en fresco y un 18% a la
industrializacion (Navarro, 2015). La Comunidad Valenciana es
la principal productora de citricos en Espafia (42%), con 3.5 Mt
cosechadas en el afio 2013, que ocupan un area de cultivo de 299
478 ha (MAGRAMA, 2014). En ésta regién, se producen
mayoritariamente mandarinas (48%) y naranjas (46%), siendo el
70% de las mandarinas de tipo clementina y el 81% de las
naranjas de tipo navel (GVA, 2013).
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1.2. Taxonomia

Los citricos se clasifican en la familia Rutaceae y
subfamilia Aurantioideae, que se subdivide en las tribus
Clauseneae y Citreae. La tribu Citreae contiene tres subtribus:
Triphasiinae, Balsamocitrinae y Citrinae. En ésta Ultima se
clasifican los llamados ‘citricos verdaderos’ que se distribuyen en
los géneros Eremocitrus, Microcitrus, Clymenia, Fortunella,
Poncirus y Citrus. La mayor parte de especies cultivadas
pertenecen a los tres dltimos géneros citados.

Eremocitrus es un género monoespecifico que contiene a
Eremocitrus glauca (Lindl.) Swing, arbusto xero6fito endémico
gue habita en las regiones aridas y semiaridas de Australia. Su
fruto, conocido como lima del desierto, es un ingrediente
tradicionalmente utilizado en la cocina aborigen.

o 1% 2
5% 1% 11% o 1% 79 Naranjas

B Mandarinas

' 57% Limones

Pomelos

46% 43%

Comunidad Valenciana Espaiia Mundial

Figura I.1. Produccion local, nacional y mundial de los principales grupos de
citricos (FAO, 2016).

El género Microcitrus estd constituido por seis especies:
Microcitrus australasica (F. Muell.)) Swing., M. australis
(Planch.) Swing., M. garrowayi (F.M. Bail.) Swing., M. inodora
(F.M. Bail.) Swing., M. maideniana (Domin) Swing. y M.
warburgiana (F.M. Bail.) Tan. (Krueger y Navarro, 2007). Todas
son arbustos xerdéfitos, nativos de zonas desérticas de Australia y
Nueva Guinea. ElI M. australasica, denominado lima del desierto,
tiene diversas aplicaciones culinarias en Australia, donde se han
realizado selecciones de clones que se cultivan a pequefia escala.
Actualmente esta teniendo cierta relevancia por su uso en recetas
de alta cocina y se le denomina popularmente ‘caviar vegetal’ en
referencia a las vesiculas redondeadas del fruto que se separan
facilmente.
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Clymenia es, posiblemente, el género més primitivo dentro
de los citricos verdaderos. Originalmente se considerd dentro del
género Citrus, pero tanto Swingle (Swingle, 1943; Swingle y
Reece, 1967) como (Tanaka, 1977) lo consideraron
independiente. Un estudio reciente (Berhow et al., 2000) sugiere
su caracter hibrido, entre Fortunella y Citrus, basandose en datos
bioguimicos y taxonémicos.

En el género Fortunella se agrupan 4 especies denominadas
kumquats, cultivadas tradicionalmente en China y apreciadas por
su pequefio fruto comestible de corteza dulce: Fortunella
margarita (Lour.) Swing., F. japonica (Thunb.) Swing., F.
polyandra (Ridl.) Tan. y F. hindsii (Champ.) Swing. (Krueger y
Navarro, 2007).

El género Poncirus contiene Unicamente la especie Poncirus
trifoliata (L.) Raf, o naranjo trifoliado. Se utiliza como
portainjerto y como parental en programas de mejora de
portainjertos, por conferir un conjunto de caracteres agronémicos
de interés. Los méas destacados son la reduccion del vigor de la
variedad injertada, la tolerancia a la Tristeza (Citrus tristeza virus
o0 CTV), al nematodo Tylenchulus spp. y al hongo Phythophthora
spp., la resistencia al frio y la buena calidad de fruto que confiere
a la variedad injertada (Bitters, 1986). Sin embargo, es
susceptible a la clorosis férrica, especialmente en suelos con alto
contenido en carbonatos y su tolerancia a la salinidad del suelo es
muy limitada. EI naranjo trifoliado es el progenitor de algunos de
los portainjertos mas utilizados en Espafia, como son los citranges
Troyer y Carrizo (C. sinensis x P. trifoliata) y el citrumelo 4475
(C. paradisi x P. trifoliata).

En el género Citrus, existe controversia en cuanto a la
taxonomia. Las clasificaciones que actualmente tienen mayor
aceptacién son las propuestas por Swingle (Swingle, 1943;
Swingle y Reece, 1967) y Tanaka (Tanaka, 1977), que diferencian
16 y 162 especies respectivamente.

Swingle dividié el género Citrus en 2 subgéneros, Papeda y
Eucitrus. Estos se distinguen, grosso modo, por sus frutos. Los de
papeda no son comestibles porque contienen agregados de aceites
esenciales que confieren un sabor amargo al zumo, mientras que
los frutos de Eucitrus son comestibles y tienen sabor acido o
dulce.
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El subgénero Eucitrus cuenta con 10 especies: Citrus
medica L. (cidro), C. aurantium L. (naranjo amargo), C. limon
(L.) Burn. f. (limén), C. aurantifolia (Christm.) Swing. (lima), C.
grandis (L.) Osb. (zamboa), C. sinensis (L.) Osb. (naranjo dulce),
C. reticulata Blanco (mandarina), C. paradisi Macf. (pomelo), C.
indica Tan. y C. tachibana (Mak) Tan. A excepcion de las dos
Gltimas especies citadas, todas tienen importancia econémica.

La clasificacién de Tanaka, sin embargo, diferencia en
Citrus 2 subgéneros: Archicitrus y Metacitrus. En relacion a las
especies comerciales, sus diferencias de criterio respecto a
Swingle, afectan principalmente a los limones, limas vy
mandarinas, que quedan subdivididas en un alto nimero de
especies.

1.3. Origen, diversificacion y difusion del cultivo

Actualmente se considera que todas las especies de Citrus
excepto el pomelo y los géneros relacionados Fortunella vy
Poncirus se originaron en regiones tropicales y subtropicales de
Asia y el archipiélago malayo; mientras que los géneros
Eremocitrus, Microcitrus y Clymenia serian originarios de
Australia y Oceania (Garcia-Lor et al., 2013b). Desde estas
localizaciones, los citricos se extendieron a otros continentes
llevados por la civilizacion (Webber, 1967; Chapot, 1975;
Calabrese, 1992; Ollitrault y Navarro, 2012).

Tradicionalmente se ha propuesto que las especies
originales de las que deriva la diversidad del género Citrus son 3:
C. medica, C. reticulata y C. maxima (Fig. 1.2.) (Scora, 1975;
Barrett y Rhodes, 1976). Esta hipotesis ha sido respaldada por
numerosos estudios bioquimicos y moleculares (Herrero et al.,
1996; Federici et al., 1998; Nicolosi et al., 2000; Gulsen y Roose,
2001b; Barkley et al., 2006; Li et al., 2010; Penjor et al., 2013) y
los datos mas recientes afiaden un ancestro mas: el Papeda C.
micrantha (Nicolosi et al., 2000; Garcia-Lor et al., 2013b; Wu et
al., 2014).

El resto de especies del género Citrus, denominadas
secundarias, derivan de la hibridacion directa o sucesiva entre las
especies originales (Scora, 1975; Barrett y Rhodes, 1976;
Nicolosi et al., 2000; Gmitter et al., 1992; Davies y Albrigo,
1994; Ollitrault y Navarro, 2012; Uzun y Yesiloglu, 2012;
Garcia-Lor et al., 2012; Garcia-Lor et al., 2013a) (Fig. 1.3.).
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Ademas existen cultivares hibridos, obtenidos por
cruzamiento deliberado o espontaneo; es el caso de los tangors
(mandarino x naranjo dulce), tangelos (mandarino x pomelo)
(Hodgson, 1967), citranges (naranjo dulce x naranjo trifoliado)
(Savage y Gardner, 1965; Cameron y Soost, 1986) o citrumelos
(pomelo x naranjo trifoliado) (Hutchiston, 1974).

El cultivo de los citricos se inici6 en China, donde también
se produjo la domesticacién de muchas de las especies hoy
conocidas (Calabrese, 1998). La mencién més antigua a los
citricos en la literatura, segun relata la obra Chu lu de Han Yen-
Chih (1178 a. C.) traducida al inglés en 1923, se encuentra en el
libro Yu Kun (‘Tributo de Yu’), que describe la ofrenda de cestas
con dos clases de citricos al emperador Ta Yu (2205-2197 a. C.),
pudieran ser, por el tamafio, zamboas y mandarinas, (Webber,
1967). Probablemente, el cidro fue el primer citrico conocido en
Europa (Swingle y Reece, 1967). Sucesivamente, fue difundido
desde asia, llegando probablemente a Egipto (1500-1200 a. C.) y
Oriente Medio y alcanzando Oriente Proximo y Grecia durante el
reinado de Alejandro Magno (S. IV a. C.). En Espaifia, el cidro se
cultivaba en Andalucia ya en el S. VII y fue, probablemente,
introducido desde Italia por los romanos en el S.V (Zaragoza,
2007).

Figura 1.2. Especies tradicionalmente consideradas originales de las que
deriva la diversidad del género Citrus: A) C. medica, B) C. reticulata, C) C.
maxima.
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El naranjo amargo, hibrido natural de mandarina y zamboa
(Fang, 1993; Nicolosi et al., 2000; Barkley et al., 2006; Bayer et
al., 2009), fue extendido por mercaderes arabes desde la India
hacia Irak, Siria, Palestina, Egipto y norte de Africa; desde alli
fue introducido a la peninsula ibérica, Sicilia y la isla de Cerdefa.
El limén (C. limon), hibrido de cidro y naranjo amargo (Nicolosi
et al., 2000; Gulsen y Roose, 2001a; Garcia-Lor et al., 2012;
Ollitrault et al., 2012b; Garcia-Lor et al., 2013b; Curk et al.,
2014, 2015) se introdujo en Europa, posiblemente, por las mismas
vias que el naranjo amargo. En Espafia fue citado por primera vez
por el geopono toledano Ibn Bassal (1048-1075 d. C.) en su Libro
de Agricultura. En la obra de Ibn al-Awwan (S. XII) se describe
que, ya entonces, el cidro, el naranjo amargo y el limonero eran
populares y cultivados en la region de Sevilla (Zaragoza, 2007).

A partir del afio 1150, los &rabes contribuyeron de forma
importante a la difusion de los citricos en el norte de Africa y sur
de Europa, dando origen a la citricultura en éstas zonas. Otra ruta
de difusion maés tardia fue la llevada a cabo por los cruzados,
quienes en el siglo XIII descubrieron en oriente medio naranjas
amargas, limones, zamboas y algunos hibridos de identificacidn
incierta y los introdujeron en Europa (Zaragoza, 2007). Durante
este periodo, los frutos eran mas apreciados como medicamento
gue como alimento, ya que la acidez de la pulpa y la sequedad de
la corteza los hacian poco apetecibles.

El naranjo dulce, que actualmente se considera un hibrido
entre parentales a su vez hibridos entre zamboa y mandarino
(Garcia-Lor et al., 2013b; Wu et al., 2014), lleg6 a Europa traido
por los comerciantes genoveses y venecianos de finales del siglo
XV, asi como por las expediciones portuguesas a China
(Zaragoza, 2007). Fue también a partir de entonces cuando los
citricos alcanzaron Ameérica, introducidos por las expediciones
colombinas. La primera plantacion se realiz6 en Haiti (1493) y
desde alli se distribuyeron a México (1518), Brasil (1540),
Florida (1565), California (1769), Pert (1609) y Texas (1890). Al
continente africano, las naranjas, limones y zamboas llegaron a
mediados del S. XVII al ser introducidas en Sudafrica; mientras
que a Australia, los citricos llegaron en 1788 traidos desde Brasil.
(Webber, 1967).



INTRODUCCION GENERAL

Las mandarinas, uno de los tres principales grupos
ancestrales de los citricos cultivados (Barrett y Rhodes, 1976;
Nicolosi et al., 2000 Krueger y Navarro, 2007;), son un grupo
muy polimorfico, tanto genotipicamente (Luro et al., 2004) como
fenotipicamente. Su germoplasma fue clasificado como C.
reticulata por algunos autores (Swingle y Reece, 1967
Mabberley, 1997) y clasificado en distintas especies por otros
autores. Webber las agrup6 en los tipos king, satsuma, mandarina
y tangerina (Webber, 1943), mientras que Tanaka las clasifico en
5 grupos con un total de 36 especies (Tanaka, 1954). La enorme
diversidad de este grupo varietal, deriva de la combinacion de
cruces intraespecificos e interespecificos dirigidos por el hombre
o naturales (Nicolosi et al., 2000). Trabajos recientes del grupo
proponen que ésta diversidad parece haber sido favorecida por las
introgresiones adquiridas al hibridar con otros grupos de citricos
(Curk et al., 2015; Garcia-Lor, 2013c).

Las mandarinas fueron los citricos méas tardiamente
introducidos en Europa; llegaron a Inglaterra en en 1805, desde
donde se llevaron a Malta, Sicilia e Italia (Webber, 1967). En
Espafia comenzaron a cultivarse en Mélaga, procedentes de Italia,
aunque el cultivo comercial se inici6 en Valencia hacia 1845
(Zaragoza, 2007).

A mediados del S. XIX, el comercio mundial de citricos se
increment6 e impulso6 el desarrollo de las zonas dénde el cultivo
era facilmente viable gracias a la climatologia. A finales de éste
mismo siglo, el comercio de Espafia, sobre todo con Francia,
comenz6 a ser relevante y la citricultura se trasformd en una
actividad lucrativa (Zaragoza, 2007).
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Papeda Cidro Mandarino Zamboa
(C. micrantha) (C. medica) (C. reticulata) (C. maxima)

Hibridaciones
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Lima :
(C. aurantifolia) .
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Figura 1.3. Diversificacion de los citricos mediante hibridacion.

2. Portainjertos de citricos

2.1. Importancia

El portainjerto, patrén o pie es la planta que aporta la
seccion basal al arbol, incluyendo el sistema radical y una porcion
de tallo, sobre la que se injerta la variedad a cultivar. La
utilizacion del portainjerto es imprescindible en la citricultura
comercial por varios motivos. Por un lado la propagacion por
injerto de varetas de material adulto, evita la aparicién de
caracteres juveniles en las variedades y adelanta la entrada en
produccion. Ademas, ésta técnica permite que la plantacion
adquiera las caracteristicas necesarias para su adecuado cultivo,
ya que la mayoria de variedades no resistirian ser plantadas
directamente en el suelo sobre sus propias raices. El portainjerto
proporciona la capacidad de adaptacion a las condiciones
ambientales (frio, sequia, salinidad, encharcamiento...) y puede
modificar la susceptibilidad del cultivo a agentes patdgenos.
Ademas, influye en otras muchas caracteristicas de la variedad,
como son el vigor, el rendimiento productivo y el tamafio de los
frutos, asi como en su calidad organoléptica (Barry et al., 2004;
Liu et al., 2015) o su calendario de maduracion (Castle, 2010).
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Otro aspecto relevante para que una especie sea apta como
portainjerto es su manejo en el vivero. Idealmente la
multiplicacién debe ser facil, econdmica y uniforme, lo que
depende en gran medida del grado de poliembrionia nucelar
propio de la especie y de la produccion de semillas. Esta cualidad,
permite mantener el tipo al propagar mediante semilla y mejora la
eficiencia. Ademas, el cultivo del portainjerto debe ser sencillo, el
prendimiento del injerto debe tener una tasa de éxito elevada y su
establecimiento en el campo y adaptacion al terreno definitivo
deben ser faciles de lograr (Castle, 2010). No obstante, los
portainjertos de citricos también pueden multiplicarse
actualmente mediante micropropagaciéon in vitro. Aunque esta
técnica es mas cara que la propagacion por semillas, permite
utilizar genotipos con baja poliembrionia o con baja produccion
de semillas e iniciar la evaluacion de nuevos portainjertos que aln
estan en periodo juvenil y no fructifican (Bordas et al., 2015). De
hecho, la micropopagacion se ha utilizado en esta tesis para
propagar hibridos somaticos juveniles, lo que ha permitido
obtener plantas para su evaluacion (véase capitulo VI).

Ningun portainjerto retine todas las caracteristicas
idealmente requeridas por un productor, pero realizar una
eleccion adecuada es clave para el aprovechamiento éptimo de la
plantacion durante los afios de su explotacién (Bitters, 1986). No
en vano, varios de los problemas graves de la citricultura mundial
han estado relacionados con la susceptibilidad de los portainjertos
a distintos patégenos. Los portainjertos han sido también
determinantes para que haya podido implantarse la citricultura en
muchas areas del mundo con problemas especificos de estreses
abidticos. Es muy dificil que un portainjerto sea resistente o
tolerante a los diversos estreses bidticos y abidticos existentes en
zonas de cultivo especificas y ademds se adapte a los
condicionantes de produccion de la misma. De hecho, el nimero
de portainjertos disponibles para las distintas zonas de cultivo es
muy escaso, lo que provoca situaciones que se aproximan al
monocultivo, haciendo a la citricultura wvulnerable a las
adversidades emergentes. Por ello, es conveniente que cada zona
citricola disponga de varios portainjertos adaptados a sus
caracteristicas y bien caracterizados, que permitan obtener buenas
producciones de frutos de calidad de forma sostenible.
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2.2. Historia

El injerto en citricos ya se practicaba en China en épocas
anteriores al comienzo de la era Cristiana (Schenk, 1962). Las
referencias a ésta técnica en la literatura griega y romana también
son multiples, sin embargo, no era una practica rutinaria, sino
mas bien anecdética. EI cultivo de citricos se realizd
mayoritariamente sin injertar las variedades hasta el S. XIX
(Bitters, 1986). Desde entonces, el injerto fue reemplazando al
cultivo de la variedad sin injertar, propagada por semillas, de
manera generalizada, como medida para evitar la gomosis causada
por el hongo Phytophthora spp. (Fawcet, 1936). El portainjerto
mas utilizado en éste reemplazo fue el naranjo amargo, por ser
resistente a la enfermedad y su uso se extendi6 en la citricultura
mediterranea, en Sudamérica, EE.UU y, en menor medida, en
otras areas citricolas como Australia, Centroamérica, Iran, Iraq y
Jordania (Bitters, 1986). A partir de 1940, la epidemia de CTV
que afecté a las variedades de naranjo, mandarino y pomelo
injertadas sobre naranjo amargo (Bitters y Parker, 1953; Wallace,
1978), limito la utilizacion de éste portainjerto, que fue sustituido
por portainjertos tolerantes a CTV con el propdésito de controlar la
enfermedad en Sudéafrica, Sudamérica, EE.UU, Espafia e Israel;
mientras que, en otras areas citricolas, particularmente en paises
de la cuenca del Mediterraneo continu6 siendo el portainjerto mas
utilizado hasta épocas recientes.

En Espafia existian, en 1882, unas 4000 ha de plantaciones
citricolas comerciales, fundamentalmente naranjos dulces,
cultivados sobre su propia raiz o injertados sobre limonero,
naranjo dulce, cidro, o naranjo amargo. La epidemia de gomosis
caus6 la muerte de la mayoria de los arboles excepto los
injertados sobre naranjo amargo, que es tolerante a la enfermedad.
A partir de entonces fue usado de forma generalizada en las
nuevas plantaciones (Zaragoza, 2007) y el ejemplo fue seguido en
otras areas citricolas del mundo. Ya a principios del S. XX, se
cultivaban en Espafia unas 18000 ha de citricos y gran parte de la
produccion se exportaba a paises europeos. La rentabilidad y
expectativas del cultivo promovieron, entre 1910 y 1930, la
importacién de variedades de mas calidad de otros paises para
adaptarse a la demanda.
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En aquellos afios, dado el desconocimiento de las
enfermedades virales y transmisibles por injerto y la consecuente
ausencia de controles sanitarios, se importaron humerosos agentes
patégenos con las nuevas variedades. En 1930 se describieron los
primeros sintomas de algunas virosis y en 1956, cuando la
citricultura espafiola tenia unas 90000 ha cultivadas, se
observaron las primeras muertes de naranjos y mandarinos
injertados sobre naranjo amargo causadas por el CTV, cuya
transmisidn esta mediada por pulgones. Desde 1957, la epidemia
ha obligado a arrancar 44 millones de arboles (Cambra et al.,
2000; Moreno et al., 2008) y a prohibir el uso del naranjo amargo
como portainjerto.

El reemplazo de portainjertos, asi como el desarrollo de
nuevos cultivares, ha sido muy frecuentemente motivado por la
incidencia de enfermedades o la resolucion de limitaciones en el
cultivo (Castle, 2010). A nivel mundial, el control de
enfermedades marc6, durante la primera mitad del S. XX, el
comienzo de la era moderna de los portainjertos de citricos,
caracterizada por la busqueda de alternativas en las especies
silvestres (Webber, 1967) como el mandarino Cleopatra (C.
reshni Hort ex Tan), el limonero rugoso (C. jambhiri Lush), el
limonero Volkameriana (C. limonia Osbeck), C. macrophylla o P.
trifoliata, entre otras (Castle, 2010).

Hacia mediados del S. XX se inici6é una nueva etapa con la
seleccién de los antiguos hibridos, procedentes de programas de
mejora, como los citranges (C. sinensis x P. trifoliata) y
citrumelos (C. paradisi x P. trifoliata), obtenidos de
hibridaciones realizadas por USDA en torno a 1900 (Savage y
Gardner, 1965). Estos hibridos son los Gnicos portainjertos
procedentes de programas de mejora que han sido ampliamente
comercializados y utilizados a nivel mundial. Destacan los
citranges Troyer y Carrizo, que comenzaron a comercializarse en
torno a 1950 y 1970 respectivamente (Castle, 2010), el citrumelo
CPB-4475 que se incorpor6 al mercado en 1974 (Wutscher, 1979)
y el citrange C-35 (Cameron y Soost, 1986) que ha comenzado a
utilizarse mas recientemente. A mediados del siglo pasado
comenzd también el desarrollo y evaluacion de nuevos hibridos
en programas de mejora, llevados a cabo en varios paises. Las
primeras obtenciones de éstos programas han ido incorporandose
al mercado en los ultimos afios (Forner et al., 2003; Bowman y
Rouse, 2006; Castle, 2010).
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En Espafa, con la deteccion del CTV, fue necesario
seleccionar nuevos patrones tolerantes al virus, que ademas
debian tolerar los estreses abidticos presentes en nuestra
citricultura y proporcionar fruta de calidad para permitir un
rendimiento econdmico adecuado. Sin embargo, en torno a 1970,
el hallazgo de que un gran nimero de enfermedades transmisibles
por injerto, causadas por virus y viroides, se encontraban
infectando a la totalidad de variedades de citricos, limitd
enormemente la eleccion de nuevos portainjertos (Navarro, 2015).
Inicialmente se realizaron ensayos con el naranjo dulce, el
mandarino comun (C. deliciosa), el mandarino Cleopatra y el
citrange Troyer. Los dos primeros se descartaron rapidamente por
su sensibilidad a la gomosis y el citrange Troyer y el mandarino
Cleopatra se seleccionaron para su propagacién comercial en
viveros. El uso del naranjo amargo se limitd Unicamente a
portainjerto de limonero, ya que esta combinacién es tolerante a
CTV (Zaragoza, 2007). También se realizaron ensayos para el
cultivo de limonero sobre el portainjerto C. macrophylla que
dieron buenos resultados, por lo que se autorizo su uso con
variedades de limonero libres de virus.

En 1975, la puesta en marcha de un programa de obtencion
de plantas libres de patdgenos mediante la técnica de microinjerto
de apices caulinares in vitro (Navarro et al., 1975; Navarro, 1990;
Navarro et al., 2004; Navarro, 2015), permitié sanear todas las
variedades existentes en Espafia e importar variedades de otros
paises a través de la estacion de cuarentena de citricos, que se
distribuian libres de patégenos a todos los viveros de citricos para
su propagacion comercial en el marco de un programa de
certificacion (Navarro et al., 1984). Desde principios de los afios
80, cuando todas las variedades propagadas por los viveros de
citricos estaban ya libres de patdégenos, se eliminaron los
limitantes sanitarios para la eleccion de portainjertos a excepcion
del CTV, que al ser transmitido por pulgones contintda impidiendo
la utilizacién de portainjertos sensibles como el naranjo amargo
(Pina et al., 2015).

A principios de los afios 90, en Espafia se utilizaban como
portainjerto mayoritariamente los citranges (77%), seguidos por
el mandarino Cleopatra (19%), que se usaba fundamentalmente en
suelos calizos y salinos.
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El citrange Carrizo fue progresivamente sustituyendo al
Troyer y comenzaron a buscarse alternativas para el mandarino
Cleopatra. Dado su comportamiento agrondmico indeseable en
algunos aspectos (véase apartado 1.2.3.1.5), se introdujeron el
limonero Volkameriana (4%) y el C. macrophylla. Este altimo, se
utilizaba como patrén de limoneros desde mediados de los afios
70, con excelentes resultados agronémicos en suelos salinos con
alto contenido de caliza. Sin embargo, su utilizacién con
mandarinos y naranjos se descartaba porque la informacion
disponible indicaba que era sensible a CTV (Moreno et al., 2008)
e inducia baja calidad organoléptica al fruto de la variedad
injertada. No obstante, a principios de los afios 90 se iniciaron,
promovidas por los agricultores, algunas plantaciones
experimentales para evaluar su comportamiento con naranjo y
mandarino en éste tipo de suelos. Los resultados indicaron que la
sensibilidad de C. macrophylla a CTV era menor de la que se
habia descrito en otros paises, debido fundamentalmente a que la
mayoria de las razas de CTV presentes en Espafia son
relativamente suaves (Ballester-Olmos et al., 1993; Vidal et al.,
2012). Algunos arboles mostraron reduccién del crecimiento y los
sintomas de acanaladuras en el tronco tipicos de la virosis, pero el
impacto en la produccion fue escaso. La adaptacion de C.
macrophylla a los suelos ensayados fue muy buena y la reduccién
en la calidad de la fruta fue menor de la esperada. Ademas, los
arboles presentaban una rapidisima entrada en produccion y una
cosecha abundante, lo que permitia el retorno rapido de la
inversion. Considerando estas observaciones, a partir de mediados
de los afios 90 se inici6 la propagacién comercial de naranjos y
mandarinos sobre C. macrophylla y su utilizacion ha aumentado
desde entonces de forma continua.

2.3. Situacion actual

Los portainjertos que en los Ultimos afios han formado parte
de la citricultura a nivel mundial y que hoy en dia siguen teniendo
un uso mayoritario son fundamentalmente naranjo amargo,
mandarino Cleopatra, limonero Rugoso, naranjo trifoliado, los
citranges Carrizo, Troyer y C-35, C. macrophylla, citrumelo
Swingle y lima Rangpur (Castle, 2010). El desarrollo de nuevos
portainjertos, se centra en reunir el mayor ndmero de
caracteristicas de interés en un solo cultivar.
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Son esenciales las tolerancias a estreses bioticos y abidticos
requeridas en cada zona de cultivo e inducir buen rendimiento y
buena calidad al fruto (Castle, 2010).

El portainjerto tiene una influencia fundamental en la
calidad del fruto (Albrigo, 1977; Barry et al., 2004) y su efecto en
la produccion es también notable (Castle, 1995). El tiempo
necesario para lograrse la primera cosecha comercial desde el
establecimiento de la plantacion asi como la produccion final
alcanzada varian enormemente dependiendo del portainjerto
utilizado y contribuyen de manera importante a la rentabilidad del
cultivo. El rendimiento puede también optimizarse aumentando la
densidad de la plantacién a costa de la disminucion del tamafio de
los arboles, seleccionando portainjertos reductores del vigor. Esta
cualidad es muy apreciada porque ademas contribuye a
economizar los costes de recoleccion, poda y tratamientos
fitosanitarios (Castle, 2010; Grosser y Gmitter, 2011).

Existe también un componente social que interviene en
relaciéon a la innovacién en portainjertos de citricos (Castle,
2010). Los reemplazos masivos de portainjertos, cuando no han
sido motivados por la necesidad extrema, no han resultado faciles
de llevar a cabo. Suelen enfrentarse al obsticulo de la opinion
tradicionalista y basada en la experiencia propia del agricultor,
gue habitualmente percibe el cambio como un riesgo que no esta
dispuesto a correr. En este sentido, el reemplazo con portainjertos
ya conocidos podria tener mejor acogida que el reemplazo con
cultivares nuevos. Es frecuente que durante la evaluacién de
portainjertos se describan solamente algunas de sus
caracteristicas, mientras que otras se descubren a posteriori, al
exponerse el portainjerto a multitud de condiciones durante su
explotacion comercial (Castle, 2010). Esto plantea la posibilidad
de considerar los portainjertos ya conocidos y reevaluarlos para
determinar su utilidad en nuevas circunstancias.

2.3.1. Portainjertos mas utilizados actualmente en Espafia
En Espafia, la presencia de CTV y Phytophthora, asi como
el alto contenido en caliza de la mayoria de los suelos citricolas,
limitan el nimero de portainjertos adecuados para el cultivo. Para
una citricultura competitiva, el portainjerto debe reunir las
capacidades de tolerar a éstos patdégenos, adaptarse al cultivo en
suelo con alto contenido en caliza y salinidad, e inducir alta
produccion y buena calidad de la fruta de la variedad injertada.
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Actualmente los citranges Carrizo y Troyer se utilizan en un
75% de las plantaciones, mientras que en el resto se utilizan
fundamentalmente C. macrophylla (8%), mandarino Cleopatra
(6%) y C. volkameriana (5%) (MAGRAMA, 2014). Sin embargo,
en las nuevas plantaciones, el Carrizo se ha reducido a un 52% y
el Troyer no se utiliza, mientras que el C. macrophylla se ha
incrementado hasta alcanzar un 23%, el mandarino Cleopatra se
ha reducido a un 5% vy el limonero Volkameriana se mantiene en
un 6%. Ademas se ha iniciado la propagacion sobre citrange C-
35 (7%) y sobre citrumelo Swingle (5%) (Navarro, 2015). Sin
embargo, persiste la necesidad de incorporar nuevos portainjertos
que ofrezcan un conjunto mas completo de cualidades de interés.
Recientemente se han comenzado a comercializar portainjertos
nuevos, como el FA-5 (C. reshni x P. trifoliata) (Forner et al.,
2003), procedentes del programa de mejora de portainjertos de
citricos del IVIA, iniciado en 1974. En los apartados siguientes se
detallan los principales atributos y limitaciones de los
portainjertos utilizados actualmente en Espafia.

2.3.1.1.Citranges Troyer y Carrizo

Estos hibridos, obtenidos en torno a 1900 en un programa
de mejora de USDA (Savage y Gardner, 1965), son practicamente
idénticos. De acuerdo con los datos existentes, son dos
propagaciones de un hibrido original. EIl Carrizo es el patrén mas
utilizado por su vigor y buena produccion en todos los suelos,
excepto en los que presentan contenido elevado de caliza o
salinidad. Quiza su caracteristica mas apreciada es conferir al
fruto una muy buena calidad comercial, aunque la calidad de la
fruta madura de las clementinas, fundamentalmente ‘Clemenules’,
se deteriora rapidamente en el arbol. Esto, en la préctica, reduce
el periodo de recoleccion, contribuyendo al exceso de oferta de
estas variedades, con la consecuente reduccidn de precios pagados
al agricultor. El Carrizo también tolera bien el encharcamiento y
las heladas (Platt y Bitters, 1971; Yelenosky et al., 1973) y
confiere tolerancia a CTV (Bitters, 1986), al virus de la psoriasis
de los citricos (Citrus psorosis virus o CPsV), a la xyloporosis
(Hop stunt viroid o HSVd), al virus de las protuberancias
nerviales y agallas lefiosas (Citrus enation woody-gall virus o
CEWGYV) y a Phytophthora spp. Sin embargo, es sensible al
viroide de la exocortis de los citricos (Citrus exocortis viroid o
CEVd) y a los nematodos que afectan a las raices de citricos
Tylenchulus spp. (Bitters, 1986; Castle, 2010).

33



34

Presenta muy buena compatibilidad con las variedades de
naranjo dulce, mandarino y pomelo cultivadas en Espafia (GVA,
2014), con las que tiene una unién de tipo cuello de botella.

2.3.1.2.C. macrophylla

Esta especie es originaria de Filipinas y proviene
probablemente del cruce de C. celebica Koord. x C. medica
(Swingle y Reece, 1967). En Espafia es el segundo portainjerto
més utilizado desde que, en la década de los 70, sustituyera al
naranjo amargo para el cultivo de limonero y mostrara su
excelente comportamiento en suelo salino (Garcia-Legaz et al.,
1993; Fernandez-Ballester et al., 2003; Garcia-Sanchez et al.,
2005) y en suelo calcareo (Castle et al., 2009; Pestana et al.,
2011) (véase apartado 2.2). Sus principales inconvenientes son la
reducciéon de la calidad organoléptica del fruto (Fallahi et al.,
1991; Fallahi y Rodney, 1992) y la sensibilidad a CTV, a
Tylenchulus spp., HSVd y a las heladas. Tolera bien al CPsV,
CEVd, CEWGV vy a Phytophthora spp. (Matheron et al., 1998) e
induce el crecimiento vigoroso de la variedad. Tiene muy buena
productividad, la entrada en produccion es temprana (Castle,
2010; GVA, 2014) y el tipo de unién que desarrolla con la
variedad es liso.

2.3.1.3.Citrange C-35

Este cultivar, hibrido de C. sinensis ‘Ruby’ x P. trifoliata
‘Webber-Fawcet” fue obtenido en 1951 en el programa de mejora
de portainjertos de la Universidad de California. Se caracteriza
por inducir buena calidad de fruto y buena produccién en naranjo,
mandarino y pomelo y tener un efecto reductor del tamafo de
copa. Es tolerante a la sequia y al frio, a Phytophthora spp. y al
CTV vy resistente a Tylenchulus spp. Sin embargo, no es apto para
el cultivo en suelos calcareos o salinos (Cameron y Soost, 1986).

2.3.1.4.Limonero Volkameriana

Este portainjerto comenz6 a utilizarse para limonero en
Italia a mediados del S. XX. Su taxonomia es controvertida ya
que algunos autores lo consideran una especie (C. volkameriana
Pasg.) y otros un cultivar de C. limon (Swingle, 1943) o de C.
jambhiri (Tanaka, 1977). Sin embargo, trabajos recientes indican
que es un hibrido de C. reticulata x C. medica (Curk et al., 2014).
Destaca por su buena adaptacién a suelos con elevado contenido
en caliza o con salinidad, en combinacién con su moderada
tolerancia al frio.
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Es tolerante también a CTV, sin embargo es sensible a
Phythopthora spp. y a Tylenchulus spp. Induce el crecimiento
vigoroso de la variedad, la entrada en produccion precoz y muy
buena productividad (Bitters, 1986; Salibe y Cereda, 1984), pero
la calidad organoléptica de los frutos de la variedad injertada es
relativamente baja.

2.3.1.5.Mandarino Cleopatra

El mandarino Cleopatra (C. reshni Hort. ex Tan.) es el
cuarto portainjerto mas utilizado en Espafia. Es tolerante a suelo
calizo y salino por su capacidad de exclusion de iones cloruro
(Walker y Douglas, 1983). Es tolerante a todas las enfermedades
transmisibles por injerto existentes en Espafia (CTV, CPsV,
CEVd, CEWGV, HSVd), confiere buena calidad de fruto a
naranjos, mandarinos y pomelos pero es de lenta entrada en
produccion y dificil establecimiento en campo. Induce un tamafio
de fruto menor gue otros portainjertos, aunque es considerado un
buen patron para naranjo. Es sensible a Phytophthora spp.,
Tylenchulus spp. y a la asfixia radicular (Castle, 2010; GVA,
2014), por lo que solo es apto para el cultivo en suelos francos o
arenosos.

2.3.1.6.Citrumelo ‘Swingle’

Es un hibrido de C. paradisi ‘Duncan’ y P. trifoliata,
obtenido en Florida en 1907 y comenzé a comercializarse
promovido por el USDA en 1974 (Hutchiston, 1974). Es muy
sensible a la caliza del suelo y moderadamente sensible a la
salinidad y a la sequia. No tolera bien los suelos arcillosos ni el
encharcamiento pero es muy tolerante al frio. Es resistente a
Thylenchulus spp, a CTV y a Phythophthora spp. Confiere el
crecimiento vigoroso del arbol y buena productividad (Bitters,
1986; GVA, 2014).

3. Poliploidia

3.1. Definicién y trascendencia en plantas

La poliploidia es la condicion heredable de poseer mas de
dos juegos completos de cromosomas y es un fenémeno muy
comun en plantas (Wood et al., 2009).
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Clasicamente se ha considerado que su origen principal es
la duplicacion cromosémica (Stebbins, 1980), aunque algunos
autores ya apuntaban que la hibridacién de gametos no reducidos,
o poliploidizacién sexual, debia ser el mecanismo predominante
(Harlan y DeWet, 1975; De Storme y Geelen, 2013). Esta
hipétesis ha ganado importancia en los ultimos afios (Bretagnolle
y Thompson, 1995; Otto y Whitton, 2000; Ramsey, 2011). En
eucariotas, la poliploidia es uno de los principales motores
evolutivos, especialmente en plantas superiores (Grant, 1981;
Soltis y Soltis, 1995; Wendel y Doyle, 2005; Cui et al., 2006;
Chen, 2007; Husband et al., 2008; Soltis y Soltis, 2009; Chen,
2010; Hollister et al., 2012). Se estima que ha intervenido en la
evolucion de entre un 50% y un 70% de las especies de
angiospermas (Masterson, 1994), confiriendo plasticidad
genotipica al aumentarse del numero de copias del genoma
(autopoliploidia) o complementarse genomas diferentes
(alopoliploidia), favoreciendo asi el potencial de adaptacién al
ambiente (Leitch y Leitch, 2008) y propiciando su seleccién
(Feldman y Levy, 2012). Por ello, se ha propuesto que la
poliploidia favorece la evolucion adaptativa a las condiciones
ambientales cambiantes (Ramsey, 2011) a través de la expresion
diferencial de los genes duplicados (Dong y Adams, 2011; Tan et
al., 2015).

También se han descrito cambios anatémicos y fisioldgicos
asociados a la poliploidia (Warner y Edwards, 1989; Warner y
Edwards, 1993; Li et al., 1996), que pueden ofrecer ventajas
frente a determinadas condiciones ambientales (Buggs y Pannell,
2007; Maherali et al., 2009; Ramsey, 2011; Manzaneda et al.,
2012). Las plantas poliploides tienen, frecuentemente, nichos
ecolégicos mas amplios por ser mas tolerantes a determinadas
condiciones estresantes (Stebbins, 1950; Stebbins, 1980) como la
escasez hidrica (Baldwin, 1942; Nassar, 1992; Li et al., 1996;
Pustovoitova et al., 1996; Nassar, 2006; Del Pozo y Ramirez-
Parra, 2014), la salinidad del suelo (Meng et al., 2011; Chao et
al., 2013; Wang et al., 2013; Yildiz y Terzi, 2013; Tu et al., 2014;
Yang et al., 2014) y el calor o frio extremos (Zhang et al., 2010;
Deng et al., 2012). El Artico es una de las areas del planeta mas
rica en organismos poliploides. Su éxito evolutivo se ha
relacionado con la posesion de genomas con elevada
heterocigosis fija (Mackey, 1970).
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Esta configuracion alélica amortigua la depresion
consanguinea y la deriva genética que propician las condiciones
ambientales extremas (Brochmann et al.,, 2004). Dada su
repercusién, la poliploidia es considerada un mecanismo de
especiacion simpatrica (Otto y Whitton, 2000).

En cuanto al impacto sobre el genoma, en alopoliploides se
ha descrito que se asemeja al afecto de la hibridacidn
interespecifica, porque ambos dan lugar a cambios de expresion
no aditivos, tanto a nivel transcriptomico (Wang et al., 2006a;
Stupar et al., 2007; Flagel et al., 2008; Allario et al., 2011) como
a nivel proteémico (Albertin et al., 2009). Este shock genémico
(McClintock, 1984), que ocurre inmediatamente tras configurarse
el alopoliploide, pone en marcha cambios epigenéticos que
modifican la metilacién de retroelementos, alteran la impronta
genomica e inducen cambios en la expresion de genes
homeoblogos, afectando incluso a genes ribosomales, cuyo
dominio es nucleolar (Chen, 2007). En ésta reorganizacién de la
expresion génica, que sucede en organismos neo-poliploides,
parecen tener un papel fundamental los pequefios RNA
interferentes y los elementos transponibles (TEs) (Lu et al., 2012;
Bennetzen y Wang, 2014; Li et al., 2014), asi como los micro
RNAs (Ha et al., 2009), los cambios de metilacion (Salmon y
Ainouche, 2010) y las remodelaciones de la cromatina (Aversano
et al., 2012). En definitiva, la neo-regulacién se encuentra mas
influenciada por la interespecificidad de los genomas que por su
multiplicacién. En los generos Spartina (Salmon et al., 2005),
Helianthus (Lai et al., 2006) o Arabidopsis (Wang et al., 2006b)
se han observado cambios drasticos al realizarse cruces inter-
especificos sin variar la ploidia, mientras que los cambios
asociados a la autopoliploidizacidn detectados en el transcriptoma
(Stupar et al. 2007) y proteoma (Albertin et al., 2005) son ligeros.

En Arabidopsis, la alotetraploidia tambien promueve la
actividad transcripcional en TEs y la desmetilacién de citosinas
(Yaakov y Kashkush, 2011). En muchos neo-alopoliploides se
han documentado cambios genémicos rapidos (Doyle et al., 2008)
aunque en otros, como el algodén, no han sido detectados (Liu et
al., 2001). Algunos genomas poliploides experimentan la pérdida
de genes homedlogos (Soltis y Soltis, 2009; Buggs et al., 2012),
mientras que en otros el efecto dominante es el cambio en la
expresion génica (Flagel y Wendel, 2010).
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En poliploides cuyo genoma se encuentra ya consolidado,
se observan pérdidas en regiones del genoma distribuidas
irregularmente y mayor expresion de los genes localizados en el
genoma o en las regiones dominantes (Garsmeur et al., 2014).
Estos datos sugieren que los cambios asociados a la poliploidia
dependen de la estructura gendmica de los parentales diploides de
origen (Yu et al., 2010).

3.2. Incidencia en citricos

Los citricos y las especies emparentadas de la subfamilia
Aurantioideae, son generalmente diploides (2n) y tienen un
numero cromosomico basico de n=9 (Krug, 1943). Sin embargo
se han encontrado genotipos euploides con dotaciones superiores,
siendo las mas comunes la triploide (2n=3x=27) y la tetraploide
(2n=4x=36) (Lee, 1988).

El kumquat (F. hindsii Swing.) 4x ‘Hong Kong’ fue el
primer citrico silvestre poliploide identificado (Longley, 1925).
Otros poliploides naturales descritos son la lima ‘Tahiti’ (C.
latifolia) que es 3x, (Jackson y Sherman, 1975), algunas
accesiones 4x de P. trifoliata (Iwasaki, 1943), el alotetraploide
Clausena excavata Burm. F., el tetraploide C. harmandiana
Pierre (Guill) y el hexaploide Glycosmis pentaphylla Retz.
(Corre™a) (Ollitrault et al., 2008).

3.2.1. Aprovechamiento

El antiguo hallazgo de la existencia de poliploides naturales
en citricos ha adquirido importancia en la actualidad al
considerarse su explotacion en programas de obtencién de
variedades 3x sin semillas y en programas de mejora de
portainjertos a nivel 4x (Ollitrault et al., 2008). La ausencia de
semillas en el fruto es una caracteristica muy valorada por el
consumidor, por lo que actualmente es prioritario el desarrollo de
nuevas variedades de citricos que no produzcan semillas en
ninguna condicion de cultivo (Navarro et al., 2015b). Esta
cualidad se consigue eficazmente en las progenies 3x por ser sus
gametos estériles (Cameron y Frost, 1968). Para la obtencién de
citricos 3x la principal estrategia utilizada es la poliploidizacion
sexual (Ollitrault et al., 2008), que consiste, bien en la realizacion
de cruzamientos 2x x 2x (Cameron y Frost, 1968; Geraci et al.,
1975; Navarro et al., 2015b) o bien de cruzamientos interploides
2x x 4x (Esen et al., 1978; Starrantino y Recupero, 1981; Navarro
et al., 2015b) o0 4x x 2x (Cameron y Burnett, 1978).
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La hibridacion 2x x 2x, cuya progenie 3x proviene de la
union de un megagamet6fito no reducido (2n) y polen haploide
(n), permite prescindir de parentales 4x (Esen y Soost, 1971;
Geraci et al., 1975). Sin embargo, el éxito en éste tipo de
hibridaciones depende de la frecuencia de formacion de gametos
femeninos no reducidos (2n), que en citricos varia entre un 1% y
un 20% entre los diferentes genotipos (Esen et al., 1979). Los
gametos no reducidos se originan debido a la interrupcion erronea
durante la meiosis, que restituye el nicleo sin reduccion de la
ploidia y puede suceder tras la primera division meiotica (Chen et
al., 2008b) o tras la segunda divisién meidtica (Esen et al., 1979;
Luro et al., 2004; Chen et al., 2008b). Estos mecanismos de
restitucion se denominan FDR y SDR respectivamente,
correspondiendo éstas siglas a sus nombres en inglés (First
Division Restitution y Second Division Restitution). El genotipo
de los gametos 2n varia dependiendo de su origen FDR o SDR
(Mendiburu y Peloquin, 1979; Park et al., 2007) y conocer cual es
permite planificar el programa de mejora y disefiar los cruces para
alcanzar el objetivo deseado eficientemente (Cuenca et al., 2011).

No obstante, se ha determinado que el método mas
adecuado para mantener los caracteres del parental donante del
gameto 2n en la progenie es la realizacion de cruzamientos
interploides 4x x 2x 0 2x x 4x (Esen et al., 1979; Luro et al.,
2004; Ollitrault et al., 2008; Cuenca et al., 2011). Para ello es
necesario disponer de genotipos 4x y, si se utilizan como parental
femenino, deben ser no apomicticos, ya que el desarrollo de los
embriones nucelares impide el desarrollo normal del embridn
zigbtico (Frost y Soost, 1968; Koltunow, 1993). EI mayor
limitante para llevar a cabo cruzamientos interploides es la
disponibilidad de parentales 4x (Navarro et al., 2015b), que
pueden obtenerse mediante hibridacién somatica, cruzamientos
interploides o seleccién de plantulas 4x espontaneas en los
semilleros (véase apartado 1-3.2.2.1.1). Este Gltimo método solo
es posible en genotipos apomicticos y tiene como inconveniente
el largo periodo juvenil, que retrasa varios afios la primera
floracion, necesaria para poder realizar los cruzamientos. Para
facilitar la obtencion de plantas 4x en genotipos no apomicticos,
asi como para evitar la juvenilidad, se desarrollé una técnica que
combina el microinjerto de apices caulinares y el tratamiento con
colchicina u orizalina (Aleza et al., 2009). Otra utilidad
emergente de la tetraploidia es su aprovechamiento para la mejora
de portainjertos de citricos (véase apartado 1-3.2.2.4).
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En cualquier caso el manejo de la poliploidia en citricos
comprende procesos cuya frecuencia de éxito es baja y necesita
de una metodologia minuciosa y eficaz. Los avances realizados en
las Ultimas décadas han permitido el establecimiento de
programas de mejora a nivel 3x (Navarro et al., 2015b) y 4x
(Grosser et al., 1995) a gran escala. De éstos avances, destaca el
desarrollo de la citometria de flujo, que permitié automatizar el
cariotipado, haciéndolo mucho més rapido y fiable
(Arumuganathan y Earle, 1991; Hopping, 1993; Navarro et al.,
2003). Maés recientemente, el desarrollo de marcadores
moleculares en citricos, sobre todo los de tipo SSR y SNP, ha
agilizado la eleccion de parentales y la seleccion de progenies en
los programas de mejora (Ollitrault et al., 2010; Garcia-Lor et al.,
2012; Cuenca et al., 2013a; Cuenca et al., 2013b; Aleza et al.,
2015). Ademas la puesta a punto de técnicas de cultivo in vitro,
como el rescate de embriones o la regeneracién (Aleza et al.,
2010; Aleza et al., 2012a; Aleza et al., 2012b), ha permitido
llevar a cabo éstos programas a gran escala, haciendo posible que
la poliploidia en citricos sea un carécter de utilidad para la mejora
del cultivo.

3.2.2. Latetraploidia en citricos

3.2.2.1.Tipos

En general, se define que las plantas son autotetraploides si
los juegos de cromosomas que poseen repetidos son idénticos y
tienen el mismo origen. Por el contrario seran alotetraploides si
los juegos de cromosomas repetidos son diferentes y tienen un
origen distinto (Fig. 1.4A). Generalmente, el origen de las plantas
autotetraploides es la duplicacion del genoma completo (Fig.
1.4C), mientras que las alotetraploides se originan, bien por la
hibridacion sexual de individuos con genomas diferentes y
posterior autoduplicacion, bien mediante hibridacion somatica
(véase apartado 1-3.2.2.1.3) o bien mediante hibridacién sexual
con gametos no reducidos (véase apartado 1-3.2.1). No obstante
ésta division entre autotetraploides y alotetraploides no debe
tomarse como absoluta ya que cuanto mé&s parecidos sean los
genomas de los parentales reunidos en la hibridacién, mas similar
es el concepto de alotetraploide al de autotetraploide (Comai,
2005). Ante la disyuntiva algunos autores proponen considerar el
modo de segregacion del 4x para clasificarlo.
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Si es mayoritariamente tetrasomica, puede calificarse de
autotetraploide, mientras que si es disomica se denominaria
alotetraploide. Otros autores proponen una categoria intermedia,
el alotetraploide segmental, cuando el genoma, formado por los
juegos de cromosomas reunidos de novo, combina segmentos
homoélogos y heter6logos que segregan de un modo distinto
(Chen, 2007). EI uso de esta definicibn puede resultar
controvertido en citricos debido al origen hibrido de muchos
cultivares y especies. Los términos que comunmente se emplean
para denominar a los distintos tipos de citricos 4x se describen en
los apartados siguientes (1-3.2.2.1.1, 1-3.2.2.1.2y 1-3.2.2.1.3).

3.2.2.1.1. Autotetraploidia natural

La duplicacién espontanea del genoma en citricos sucede
asociada a la apomixis o reproduccion asexual mediante semillas.
La mayor parte de las especies y variedades que componen el
amplio germoplasma de los citricos son apomicticas. En ellas, los
embriones de origen asexual se originan en la semilla a partir de
células nucelares del tejido materno que envuelve al saco
embrionario y dan lugar a plantas idénticas a la progenitora (Frost
y Soost, 1968). En éste contexto, puede suceder que los
embriones apomicticos procedan de células nucelares que
previamente han sufrido una duplicacion espontanea del genoma
nuclear completo (Cameron y Frost, 1968; Aleza et al., 2011). Las
plantas resultantes son autotetraploides: genéticamente idénticas
al ancestro excepto en el niamero de cromosomas (Barrett y
Hutchison, 1978). Este fendmeno se describié en semilleros de
citricos, al observarse algunas plantas notablemente distintas pero
cuyos rasgos distintivos eran compartidos entre variedades y
especies. Se calificaron de aberrantes, se postuld que el origen de
la aberracion debia ser comln a todas ellas y se describi6 cuél era
el determinante genético (Frost, 1925). Varios estudios indican
gue la frecuencia de la tetraploidizacién espontanea depende de
condicionantes fisiolégicos y ambientales. Parece verse
favorecida por las bajas temperaturas, ya que su prevalencia es
mayor en las regiones de cultivo templadas de la cuenca
mediterrdnea que en areas de cultivo tropicales (Aleza et al.,
2011). Difiere también entre variedades, pudiendo ser menor del
1% en naranjo dulce o hasta del 20% en hibridos intergenéricos
como el citrange Carrizo (Lapin, 1937; Frost, 1943; Cameron y
Frost, 1968; Saleh et al., 2008; Aleza et al., 2011).
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Figura 1.4. Mecanismos de tetraploidizacion que dan lugar a individuos A)
alotetraploides B) aneuploides C) autotetraploides. Adaptado de Comai
(2005).

En la propagacion por semilla, la condicion tetraploide se
mantiene y la mayor parte de la progenie es 4x e idéntica a la
planta madre. En ocasiones, en los semilleros de plantas 4x, se
han encontrado, en frecuencia muy baja, individuos 8x (Schwartz
et al., 2001b).
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3.2.2.1.2. Autotetraploidia inducida

En los citricos no apomicticos (cidros, zamboas,
clementinos y algunos hibridos de mandarina) no se han
encontrado plantas autotetraploides espontaneas; no obstante se
pueden producir artificialmente, tanto en citricos apomicticos
como en no apomicticos, si se induce la duplicacion cromosémica
empleando colchicina u orizalina (Tachikawa et al., 1971; Barrett,
1974; Gmitter et al., 1991; Aleza et al., 2009). El material vegetal
de origen pueden ser yemas y tratarse in vivo (Barrett, 1974;
Jaskani et al., 1996; Wakana et al., 2005), pero este método
favorece la formacién de citoquimeras. Sin embargo, utilizando
protoplastos de callo embriogénico, se obtienen plantas 4x
estables de genotipos apomicticos pero los regenerantes han de
superar el largo periodo juvenil (Gmitter y Ling, 1991; Zhang et
al.,, 2007). La metodologia que permite evitar éstos
inconvenientes consiste en el tratamiento con colchicina u
orizalina de apices de plantas adultas microinjertados, obteniendo
autotetraploides estables de genotipos apomicticos o no
apomicticos y evitando el largo periodo de juvenilidad (Aleza et
al., 2009).

3.2.2.1.3. Alotetraploidia

Para obtener plantas 4x en citricos, otra posibilidad es
recurrir a la hibridacion soméatica mediante fusion de protoplastos
(Grosser y Gmitter, 2011; Dambier et al., 2011). Empleando ésta
técnica, se ha logrado obtener nuevos genotipos alopoliploides,
gue retnen los genomas nucleares de dos parentales y cuya
dotaciéon cromosémica es la suma de las que aportan las células
fusionadas. Esta técnica requiere del aislamiento de células de los
dos parentales, la eliminacion de la pared celular mediante
tratamientos con enzimas y la induccién de la fusién de células
mediante tratamientos quimicos o eléctricos. Después de la
fusion, se forma una nueva célula resultante de la union de los
nucleos de los parentales (heterocarionte). A partir de ésta, se
pueden regenerar plantas completas mediante cultivo in vitro,
explotando la totipotencia celular. EI material vegetal de origen
que posee ésta propiedad en citricos es el callo embriogénico
nucelar (Vardi et al., 1982; Kobayashi et al., 1983). Las plantas
regeneradas incorporan normalmente los genomas completos de
los dos parentales y, en consecuencia, pueden presentar los
caracteres de ambos.
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En el proceso no hay recombinacion o ésta es muy escasa y
constituyen nuevo germoplasma disponible para su utilizacion,
directa como portainjertos, o como parentales en programas de
mejora (Grosser y Gmitter, 2011).

3.2.2.2.Aspectos morfoldgicos

Desde que se descubrieron los citricos autotetraploides, se
han realizado varias descripciones morfoldgicas que tratan de
definir los rasgos distintivos de éste tipo de plantas que las
diferencian de sus ancestros 2x (Cameron y Frost, 1968; Barrett y
Hutchison, 1978; Frost, 1925). Hasta el momento, se ha apreciado
que las plantas 4x son, en general, mas pequefias en altura (Fig.
1.5A.), con un tallo mas corto y grueso que contiene un nimero
de hojas menor y espinas de mayor tamafio. Las raices son de
menor longitud y mas gruesas (Fig. 1.5B.). La copa del arbol tiene
una relacion altura/anchura menor y estd mas densamente poblada
pero suele desarrollar menor nimero de ramas. También se ha
descrito que las plantas 4x tienen mayor relacion raiz/parte aérea,
debido al mayor crecimiento relativo de la raiz. La brotacion
suele ser mas tardia que en arboles 2x. Las hojas tienen una
relaciéon longitud/anchura menor, que les da una apariencia mas
redondeada e incrementa su superficie y son mas espesas (Fig.
1.5A.). Los peciolos son mas cortos y gruesos y las venaciones de
la hoja tienen mayor calibre y son mas conspicuas. Las hojas son
frecuentemente mas verdes y contienen una densidad de estomas
menor. El tamafio de las flores es mayor, pero los frutos no
siempre son mas grandes (Fig. 1.5C.), aunque contienen menor
numero de semillas pero mas grandes (Fig. 1.5D.). La maduracion
del fruto 4x es mas temprana y suelen tener la corteza mas espesa
y una forma mas achatada que los 2x, aunque la calidad no
siempre difiere (Barrett y Hutchison, 1978). Tienen estomas y
glandulas de aceite mas grandes, ya que el tamafio celular es
generalmente mayor (Romero-Aranda et al., 1997; Schwartz et
al., 2001a) (Fig. 1.5.). El contenido en agua de los tejidos es
superior al de las plantas 2x, lo que disminuye la relacion entre el
peso seco (PS) y el peso fresco (PF), especialmente en las hojas
(Barrett y Hutchison, 1978). Seria previsible que ésta morfologia
se asociara a diferencias en la fisiologia y expresion génica de las
plantas 4x respecto a las 2x. Algunos trabajos han tratado de
identificarlas y describirlas.
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3.2.2.3.Aspectos fisiologicos

El crecimiento de las plantas autotetraploides es, en
general, méas lento que el de sus correspondientes 2x (Cameron y
Frost, 1968; Guerra et al., 2014), rasgo que se ha relacionado con
el menor tamafio de copa que alcanzan los arboles 4x (Barrett y
Hutchison, 1978). El estudio de los determinantes fisiolégicos del
efecto enanizante asociado a la tetraploidia ha sido objeto de
varios estudios, por ser un caracter de interés creciente en la
citricultura moderna (Lee, 1990). No existen, por el momento,
datos concluyentes, pero se ha sugerido que el efecto reductor del
tamafo de copa podria asociarse a las diferencias observadas en
las raices 4x. La menor longitud especifica de raices, relativa a su
peso seco, determinaria menor conductancia hidraulica, limitando
el transporte de agua y minerales (Syvertsen y Graham, 1985;
Syvertsen et al., 2000). Otro factor que se ha propuesto es que
existieran diferencias en la regulacién del intercambio de gases.
Se han documentado tasas de asimilacién de CO, (Aco2) Mas bajas
y tasas de transpiracion (E) menores.

Las tasas de intercambio de gases mé&s reducidas podrian
tener relacién con las diferencias estomaticas y con las
diferencias descritas en la anatomia de la raiz. Sin embargo la
falta de control sobre el tamafio y porte de las plantas complica la
tarea de tomar medidas puntuales del intercambio de gases que
resulten representativas y que permitan realizar comparaciones
concluyentes (Romero-Aranda et al., 1997; Syvertsen et al.,
2000). Otros caracteres fisiol6gicos que se han encontrado en
citricos autotetraploides y que coinciden con lo observado en
otras especies, son la mayor abundancia de cloroplastos por célula
y la concentracion de clorofila mas elevada (Jellings y Leech,
1984; Warner et al., 1987; Romero-Aranda et al., 1997; Mathura
et al., 2006). Estos, junto con el mayor espesor foliar, explicarian
que las plantas 4x sean mas verdes.

3.2.2.4.Utilizacién de portainjertos 4x
De igual manera que sucede en muchas especies vegetales,
la tetraploidia confiere a los citricos caracteres de potencial
interés agrondmico (Maherali et al., 2009; Li et al., 2009;
Chandra y Dubey, 2010; Deng et al., 2012; Graciano-Ribeiro y
Nassar, 2012). Se ha sugerido su posible utilidad como
portainjertos de citricos (Lee, 1988; Lee, 1990).
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La propiedad mas destacada que confieren es la reduccién
del tamarfio de la copa de la variedad injertada y ha sido explorada
también en otros cultivos como en manzano (Beakbane, 1967),
vid (Chadha y Mukherjee, 1975) y meldn cantalupo (Batra, 1952).

Figura 1.5. Caracteristicas morfologicas tipicas que diferencian a los citricos
tetraploides (4x) de sus correspondientes diploides (2x); material vegetal de
citrange Carrizo A) Altura de las plantas, caracteristicas de las raices y
morfologia de las hojas. B) Grosor y longitud de las raices. C) Tamafio del
fruto y espesor de la corteza. D) Tamafio de las semillas.

En citricos, la reduccion del tamafio de copa se cita ya en
los estudios mas antiguos que exploran la tetraploidia (Furusato,
1953; Cameron y Frost, 1968; Lee, 1988, 1990; Spiegel-Roy y
Goldschmidt, 1996). El control del tamafio del arbol es un
atributo deseable que ha ganado importancia en los Gltimos afios
porque permite maximizar la produccion y reducir los costes de
recoleccion y protecciéon de la plantacion. (Grosser y Chandler,
2003; Grosser et al., 2007).
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Esta propiedad se considera imprescindible en los nuevos
sistemas de produccion avanzada y ha motivado el interés
creciente en la mejora de portainjertos de citricos a nivel 4x.

En los Gltimos afios, han surgido evidencias de que, tanto la
autotetraploidia como la alotetraploidia ofrecen ventajas en la
mejora de portainjertos de citricos frente a la diploidia, por lo que
se han iniciado algunos programas de mejora de portainjertos de
citricos a nivel 4x (Grosser y Gmitter, 2011; Dambier et al.,
2011). No obstante, para promover estos programas es
fundamental conocer con mas detalle aquellas propiedades de la
tetraploidia en citricos que pudieran aportar caracteristicas de
interés agronémico. En los apartados siguientes se detallan los
principales estudios realizados al respecto.

3.2.2.4.1. Portainjertos autotetraploides

Las versiones autotetraploides de los portainjertos que se
utilizan actualmente podrian ser una alternativa para obtener
arboles mas pequefios sobre patrones ya conocidos (Barrett y
Hutchison, 1978; Mukherjee y Cameron, 1958; Ollitrault vy
Michaux-Ferriere, 1992). Se ha postulado que las caracteristicas
de interés que confiere el portainjerto, como la produccién y
calidad fruto, la resistencia a enfermedades o la adaptacion a los
estreses ambientales, no se verian modificadas por la tetraploidia,
ya que el genoma de la variante 4x es idéntico al de la 2x (Lee,
1990).

Actualmente ya se dispone de la mayoria de genotipos 4x
de los cultivares utilizados como portainjertos, que en las ultimas
décadas se han detectado y seleccionado facilmente gracias a la
citometria de flujo. Ademas estudios recientes en otras especies
corroboran  que los cambios  producidos  por la
autopoliploidizacion son muy limitados, tanto en el genoma
(Stupar et al., 2007; Wang et al., 2006b) como en el proteoma
(Albertin et al., 2005). Sin embargo, las observaciones
preliminares y algunos estudios realizados en citricos
autotetraploides indican que podria modificarse en algunos
aspectos el comportamiento del portainjerto, ofreciendo
caracteres de utilidad. Conocer con detalle el comportamiento de
las variantes autotetraploides de los portainjertos 2x actualmente
utilizados permitiria considerar la posibilidad de su uso comercial
si se confirmaran las ventajas que se han observado en estudios y
ensayos preliminares.
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3.2.2.4.1.1.Estudios agronémicos previos

El efecto del portainjerto 4x en la calidad de fruto y
rendimiento productivo de la variedad injertada ha sido
escasamente estudiado. Nuestro grupo de investigacion realizé un
estudio preliminar en campo sobre el comportamiento de los
mandarinos ‘Clemenules’ y ‘Nova’ y de los naranjos ‘Washington
navel’ y ‘Navelate’, injertados sobre citrange Carrizo 2x y 4x. La
tetraploidia del portainjerto redujo el tamafio de los arboles sin
afectar a su eficiencia productiva ni a la calidad de los frutos
(Schwartz, 2001a). Sin embargo, éste estudio no se realizé
siguiendo un disefio experimental, sin6 sobre arboles localizados
en plantaciones comerciales.

En otro estudio posterior, se comprob6 que la produccién
de clementina (C. clementina Hort. ex Tan.) sobre P. trifoliata 4x
fue inferior que sobre el 2x, aunque no se modifico la calidad de
la fruta. (Hussain et al., 2012a). Este estudio se realizé en suelos
acidos y arenosos, gue no son comunes en la mayoria de las zonas
citricolas de la cuenca del Mediterraneo. En cuanto al
comportamiento en vivero, no se encontraron diferencias en el
prendimiento del injerto ni en la obtencién de plantones aptos
para su comercializacion en portainjertos 2x y 4x de citrange
Carrizo (Schwartz et al., 2001a). En la propagacion mediante
semilla, la progenie fue muy homogénea: el 99.5% mantuvo el
caracter 4x (Schwartz, 2001b).

Estos resultados sugieren que el efecto de la tetraploidia del
portainjerto en la produccion y la calidad de la fruta depende de
cada combinacion variedad-portainjerto y de las condiciones
propias de cada area citricola. No obstante, la escasa informacion
disponible plantea la necesidad de realizar ensayos de campo que
evallen éstas caracteristicas a nivel local, con la finalidad de
recomendar o desaconsejar el uso de patrones autotetraploides y
para plantear un posible control adicional de las plantas
autotetraploides que se producen en los viveros, que actualmente
no se eliminan durante el proceso de produccién de plantones.

3.2.2.4.1.2.Estudios fisioldgicos previos
Desde que se sugiriera su posible utilidad como
portainjertos reductores del vigor (Lee, 1988; Barrett y
Hutchison, 1978), varios autores se han interesado por describir
los determinantes fisioldgicos de las diferencias morfologicas que
estos genotipos presentan respecto a sus versiones 2x.
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El mayor grosor foliar y el color verde més intenso que
caracteriza a los genotipos 4x en citricos motivé el estudio
anatomico del mesofilo foliar y su composicion biogquimica en
naranjo ‘Valencia’ 4x y limonero ‘Feminello’ 4x para determinar
posibles diferencias en la tasa de asimilacion (Acoz) asociadas a la
tetraploidia (Romero-Aranda et al., 1997). Se determind que,
aunque las hojas 4x tienen mayor concentracién de nitrégeno (N)
y clorofila, la Aco,, expresada en funcion del area foliar, es entre
un 25% y un 35% mas alta en las hojas 2x que en las 4x, debido
al mayor grosor del tejido, que dificulta la difusion de gases vy al
mayor tamafo celular asociado a la tetraploidia. Sin embargo,
otros estudios predicen que, al aumentar el grosor del meséfilo
foliar, deberia aumentar la Aco, como sucede en algunas especies
(Warner y Edwards, 1993).

En otro estudio, llevado a cabo con las versiones 4x del
limonero Volkameriana, citrange Troyer y mandarino Cleopatra,
la Aco, no fue diferente entre ploidias y las plantas 4x tuvieron
menor contenido en N por &rea foliar, menor transpiracion por
planta completa (Epc) y menor longitud especifica de raiz (SRL).
Estas caracteristicas podrian explicar el menor desarrollo de
tamarfio que se asocia a la tetraploidia (Syvertsen et al., 2000).

Algunos estudios sugieren que los portainjertos de citricos
autotetraploides podrian tener mayor tolerancia al estrés salino e
hidrico que sus correspondientes 2x (Saleh et al., 2008; Mouhaya
et al., 2010; Allario et al., 2013), pero los determinantes
fisiologicos y moleculares de la tolerancia apenas han sido
descritos. En trabajos previos, realizados por nuestro grupo de
investigacion, se observé que las plantas autotetraploides de P.
trifoliata, citrange Carrizo y mandarino Cleopatra toleran mejor
el estrés salino que sus correspondientes 2x (Saleh et al., 2008).
También se vié que el portainjerto lima Rangpur 4x injertado con
naranjo ‘Valencia’ (V/LR4x) es mas tolerante al estrés hidrico
gue su correspondiente 2x (V/LR2x). Esta mayor tolerancia en
plantas V/LR4x que en V/LR2x, se relacion6 con la mayor
produccion de acido abscisico (ABA) y la menor conductancia
estomatica (gs) (Allario et al., 2011, 2013) y se determind que la
expresion constitutiva del gen CsNCDEL1, involucrado en la ruta
de biosintesis de ésta hormona, es mas elevada en las raices 4x
que en las 2x. Estos resultados sugieren que los portainjertos 4x
tienen una expresion constitutiva de ABA mas elevada que los
predispone a una mejor tolerancia al estrés hidrico.
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Coincidiendo con éstos resultados, un estudio reciente del
grupo sefiala que la expresién constitutiva de proteinas
antioxidantes y de proteinas relacionadas con la respuesta al
estrés salino es méas elevada en los genotipos 4x de los
mandarinos Cleopatra y ‘Willowleaf’ que en sus correspondientes
2x (Podda et al., 2013).

Conocer el comportamiento fisiol6gico de las versiones 4x
de los portainjertos utilizados en cada area citricola frente a los
estreses mas incidentes seria de gran utilidad. Si se confirmara
una mayor tolerancia en las versiones 4x, junto con su propiedad
reductora del tamafio de copa, seria motivo para diferenciar éstos
genotipos de sus ancestros 2x y proponer su utilizacién comercial
cuando resulte conveniente. Probablemente la intensidad del
efecto de la tetraploidia sobre la fisiologia de la planta y su
comportamiento agronémico sea dependiente del cultivar y se vea
modificada por las condiciones ambientales, lo que plantea la
necesidad de realizar evaluaciones para cada portainjerto de
interés en sus condiciones de cultivo.

3.2.2.4.2. Portainjertos alotetraploides
La obtencién de nuevos portainjertos de citricos mediante
hibridacion sexual tiene dos inconvenientes principales de
naturaleza inherente a los citricos. Por un lado, su compleja
biologia reproductiva impide en muchos casos la realizacién de
los cruzamientos deseados debido, fundamentalmente, a la
apomixis y a la incompatibilidad sexual existente entre muchos
genotipos. Por otro lado, la alta heterozigosidad provoca una gran
segregacion de caracteres en la progenie, lo que hace muy
complicada la obtencidn y seleccion de individuos que reunan los
caracteres deseados de ambos parentales (Herrero et al., 1996;

Ollitrault et al., 2003; Barkley et al., 2006).

La hibridacion somatica mediante fusion de protoplastos
(véase apartado 1-3.2.2.1.3) ha permitido, en los ultimos afios,
sortear éstos inconvenientes, incluyendo la obtencion de hibridos
de especies sexualmente incompatibles (Louzada et al., 1993;
Grosser et al., 1996b; Guo y Deng, 1999). La tetraploidia
obtenida mediante hibridacion soméatica ofrece la ventaja de
reunir en un solo cruce los genomas de 3 o 4 parentales,
permitiendo la adicion de caracteres dominantes complementarios
con independencia de la heterozigosidad de los parentales
(Ollitrault et al., 2000).
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Estos hibridos somaticos alotetraploides pueden resultar
Gtiles directamente o como germoplasma avanzado para generar
nuevas progenies con mayor agilidad, mediante cruces
convencionales, en los programas de mejora de portainjertos de
citricos a nivel 4x (Ollitrault et al., 2000; Grosser et al., 2000;
Grosser y Gmitter, 2011; Dambier et al., 2011).

Cuando se realizan hibridaciones somaticas, la
identificacion de los genomas nuclear y citoplasmico en las
progenies es un procedimiento indispensable para comprobar el
origen de los hibridos obtenidos. EI analisis se realiza
habitualmente con marcadores moleculares, pero suele utilizarse
Gnicamente un ndmero reducido de marcadores, necesario para
verificar su origen hibrido. Sin embargo, entre las progenies se
han identificado en ocasiones individuos aneuploides (Fig. 1.4B.)
0 con adiciones asimétricas del genoma nuclear (Gmitter et al.,
1992; Miranda et al., 1997; Pensabene-Bellavia et al., 2015) y su
origen se atribuye a la inestabilidad que los genomas sufren
durante el proceso de fusion y regeneracion. Este fenémeno ha
sido descrito también en hibridos soméaticos de Brassica spp.,
Hordeum vulgare L., Daucus carota L. y Solanum tuberosum L.,
en los que las pérdidas cromosémicas durante el proceso se
correlacionan directamente con la distancia genética existente
entre los parentales (Sundberg y Glimelius, 1991; Kisaka et al.,
1997; Oberwalder et al., 1998). Esto plantea la necesidad de
realizar caracterizaciones moleculares mas detalladas de los
hibridos obtenidos utilizando un nGmero mayor de marcadores
moleculares.

Durante los ultimos afios, ha aumentado el namero de
marcadores moleculares disponibles en citricos, destacando, por
su efectividad, los de tipo microsatélite o Simple Sequence
Repeat (SSR) (Ahmad et al., 2003; Barkley et al., 2006; Chen et
al., 2006; Luro et al., 2008; Chen et al., 2008a; Gulsen et al.,
2010; Ollitrault et al., 2010; Ollitrault et al., 2012a; Ollitrault et
al., 2012b; Garcia-Lor et al., 2013a; Liu et al., 2013; Biswas et
al., 2014; Curk et al., 2015) y los basados en polimorfismos de
nucle6tido sencillo (SNP) (Jiang et al., 2010; Distefano et al.,
2012; Ollitrault et al., 2012b; Garcia-Lor et al., 2013a; Cuenca et
al., 2013a; Distefano et al., 2013; Bernardi et al., 2013; Curk et
al., 2015; Guo et al., 2015).
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Estos marcadores ofrecen un conjunto de caracteristicas
(alto polimorfismo, codominancia, reproducibilidad, especificidad
y distribucién al azar) que los hacen adecuados para la
caracterizacion de hibridos somaticos. La reciente publicacion del
mapa genético de clementino (Ollitrault et al., 2012a), que
contiene una alta densidad de marcadores SSR, posibilita la
caracterizacion precisa necesaria para determinar si los genomas
han sufrido alteraciones durante el proceso de hibridacion. Por su
parte los SNP, cuyo desarrollo se ha potenciado con la
secuenciacion masiva de genomas, pueden ser analizados con
mayor agilidad que los SSR, gracias al desarrollo del ensayo
KASP (Kompetitive Allele Specific Polimerase chain reaction)
(Semagn et al., 2014).

Ademas del andlisis molecular, es imprescindible Ila
realizacion de evaluaciones fisiolégicas y agronomicas
exhaustivas que verifiquen los caracteres de la progenie tanto para
para determinar su utilidad como germoplasma para su uso en
programas de mejora, como para evaluar su aptitud como nuevo
portainjerto para comercializar (Dambier et al., 2011). No en
vano, en citricos, se ha documentado la existencia de hibridos
somaticos que no expresan los caracteres dominantes de los
parentales (Bassene et al., 2009, 2010; Mouhaya et al., 2010).
Para ésta evaluacién, se requiere de la disponibilidad de un alto
ndmero de plantas y obtener semillas pasa, necesariamente, por la
espera de varios afios para que los nuevos hibridos pierdan los
caracteres juveniles y se inicie la floracion y fructificacion. Para
solventar ésta limitacion se ha descrito recientemente.un método
de micropropagacion vegetativa para hibridos somaticos de
citricos que permite obtener eficientemente plantulas para su
evaluacion (Bordas et al., 2015), al cual se hace referencia en el
apartado 1-2.1.

4. Tolerancia del cultivo de citricos a estreses
abidticos

4.1. La clorosis férrica

4.1.1. El hierro en el suelo y su solubilidad
El hierro (Fe) es el cuarto elemento mas abundante en la
corteza terrestre constituyendo el 5% de su peso y el 3.8% de la
composicion del suelo (Lindsay, 1979; Benavides, 2000).
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Se encuentra en la forma Fe (Il) en la mayoria de los
minerales primarios pero precipita en forma de O6xidos e
hidroxidos de Fe(lll) que hacen variable su solubilidad y por
tanto su disponibilidad en el suelo (Lindsay, 1979). La
solubilidad del Fe en el suelo estd muy influenciada por su pH. El
aumento en una unidad puede disminuir la solubilidad de los
compuestos de Fe hasta 1000 veces, lo que reduce su
concentracion a valores inferiores a 10°°M para un valor de pH
en torno a 7.5 (Lindsay, 1995); ademaés tiene dos posibles estados
de oxidacion: férrico (Fe®*) y ferroso (Fe?*). En condiciones
4cidas y no oxidantes predomina la forma Fe?* que es soluble,
mientras que en presencia de oxigeno y en medio alcalino, el Fe**
es oxidado rapidamente a Fe®", con lo que precipita en forma de
6xidos e hidroxidos de Fe®".

4.1.2. Disponibilidad del hierro en suelos calizos

El pH alcalino (7.5-8.5) y la presencia de HCO’;, que
caracterizan a los suelos calcareos, ejercen un efecto sobre el Fe
haciéndolo deficitario para las plantas. En éste rango de pH la
concentracion de Fe soluble es inferior a 10°°M, mientras que la
requerida por la planta oscila entre 10° y 10 M (Guerinot y Yi,
1994). Ademas, la abundancia de HCO® en la solucién del suelo
puede inducir per se la deficiencia de Fe en las plantas,
desacoplando su absorcion y transporte (Coulombe et al., 1984;
White y Robson, 1990; Cinelli, 1995).

4.1.3. Papel del hierro en la nutricion vegetal

El Fe es un micronutriente esencial para las plantas por
estar implicado en procesos bioquimicos fundamentales. Forma
parte de un buen nimero de sistemas enzimaticos y es cofactor en
otros tantos. Los compuestos en los que estd presente pueden
clasificarse en sistemas de tipo hémico (citocromos,
leghemoglobina, catalasa, peroxidasa y fitocromos) y no-hémico
(ferredoxina, aconitasa, riboflavina, superoxido dismutasa, acido
aminolevulinico sintetasa, coproporfirin6geno oxidasa, xantina
oxidasa o ribonucle6tido reductasa, entre otras).

La facilidad del Fe para cambiar de estado de oxidacion es
determinante para su implicacién en tal variedad de procesos. En
términos cuantitativos, el 65% del Fe presente en las hojas de las
plantas se asocia a proteinas; de esta cantidad, el 35% se acumula
en la fitoferritina, el 10% esta unido a hemo-proteinas y otro 20%
a sistemas enzimaticos no-hémicos (Price, 1968).
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Dentro de la hoja, el 80% del Fe se localiza en el
cloroplasto (Tiffin y Brown, 1962). En la fotosintesis desempefia
un papel fundamental, participando en varias reacciones de la ruta
biosintética de clorofilas y regulando la actividad de sistemas
enziméaticos que intervienen en la sintesis de varios pigmentos
(Miller et al., 1984; Marschner y Romheld, 1995).

4.1.4. Impacto en la fisiologia de la planta
Los pigmentos fotosintéticos se localizan en las membranas
tilacoidales de los cloroplastos asociados con proteinas, con las
que forman complejos que tienen como funcién la intercepcién y
canalizacion de energia luminosa a energia quimica durante el
proceso de la fotosintesis (Seibert, 1993). La cantidad de Fe
disponible para la planta influye en la morfologia, estructura y
mantenimiento de los cloroplastos, aunque no parece que afecte al
ndmero de éstos por peso fresco de hoja (Terry y Abadia, 1986;
Marschner y Rémheld, 1995; Abadia, 1992). Al deteriorarse el
sistema por la falta de Fe, los fotones absorbidos que no son
canalizados, son disipados eficientemente mediante procesos no

fotoquimicos (emisién de calor y fluorescencia).

En condiciones de estrés férrico, la tasa de fotosintesis
disminuye y aumenta proporcionalmente la fluorescencia emitida
por las clorofilas. Este parametro puede ser utilizado como
indicador de la reduccion de la eficiencia fotosintética de las
plantas sometidas a deficiencia de hierro (Belkhodja et al., 1998;
Morales et al., 1991). Otro efecto es la reducciéon drastica del
ndmero de ribosomas, disminuyendo en consecuencia la sintesis
de proteinas que afecta en mayor medida a las proteinas
cloroplasticas que a las citoplasmicas (Funkhouser y Price, 1974).
La reduccion de la capacidad fotosintética en condiciones de
deficiencia de Fe determina la disminucidn de la produccion de
azucares y de las reservas de almidén y deriva en una alteracion
de amplio alcance del metabolismo que afecta al funcionamiento
fisiol6gico de la planta (Terry y Abadia, 1986; Abadia, 1992;
Terry y Zayed, 1995).

4.1.5. Fisiopatiay prevencion
La deficiencia en Fe desencadena la reduccion de los
pigmentos fotosintéticos y afecta especialmente a la clorofila. Se
manifiesta como amarilleamiento, al predominar otros pigmentos
de color amarillo como las xantofilas y carotenos frente a las
clorofilas.
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En citricos, la deficiencia se aprecia visualmente en las
hojas jovenes. Las nerviaciones suelen mantener el color verde
oscuro y aparecen remarcadas sobre un fondo amarillento,
semejando una especie de malla o reticulo (Chaney, 1984). Esta
carencia afecta también al desarrollo y crecimiento de los 6rganos
nuevos de la planta. Las nuevas brotaciones reducen su tamarfio
como consecuencia de la escasa translocacion de hierro desde las
hojas adultas u otros 6rganos y son progresivamente menos
vigorosas, con entrenudos mas cortos y hojas mas pequefias. Si la
clorosis se agudiza aparece necrosis y defoliacion prematura de
los brotes que comienza por su zona apical. El crecimiento del
sistema radical también se puede ver reducido (Bertoni et al.,
1992) asi como la produccién, disminuyendo el éxito en el
cuajado de frutos y la calidad de los que logran desarrollarse
(Tagliavini y Rombold, 2001; Pestana et al., 2003). En deficiencia
aguda, las naranjas y mandarinas maduras suelen ser de menor
tamafio, con la piel suave y falta de color. Es caracteristico que el
flavedo adquiera color amarillento, sin alcanzar las tonalidades
anaranjadas-rojizas de los frutos normales y que el contenido en
sélidos solubles totales del zumo disminuya (Legaz et al., 2008).
El ciclo fenoldgico del arbol se acorta dando lugar a fases
productivas de duracion inferior a la normal (Alvarez-Fernandez
et al., 2003, 2005) y pudiéndose alcanzar la muerte prematura del
arbol en casos de deficiencia extrema. La consecuencia en una
plantacién comercial es la reduccion mas o menos acusada de la
rentabilidad econémica (Miller et al., 1984).

Dado que los suelos calizos ocupan aproximadamente el
30% de la superficie terrestre, ésta es una deficiencia
considerablemente frecuente (Chen y Barak, 1984). En Europa
afecta a la mayor parte de plantaciones de frutales, que se
desarrollan en la cuenca mediterranea, donde son habituales este
tipo de suelos (Jaegger et al., 2000), siendo Espafia el pais mas
afectado. Se estima que unas 280000 ha destinadas a cultivo de
citricos, melocotoneros, tomate y frutales sufren clorosis férrica
(MAGRAMA, 2014). La solucion méas efectiva para evitar la
clorosis férrica es la utilizacion de patrones tolerantes. En el caso
de los citricos, se han descrito diferencias entre distintas especies
en el comportamiento en medios clorosantes. Las especies mas
tolerantes se utilizan como patrones para minimizar la deficiencia
de Fe (Castle et al., 2009; Cooper et al., 1962).
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El naranjo amargo proporciona tolerancia alta a un buen
conjunto de condiciones adversas impuestas por el suelo de
cultivo, incluida la caliza, pero no se utiliza por su sensibilidad a
CTV. Otros patrones tolerantes son el mandarino Cleopatra y el
C. macrophylla. Los citranges, apreciados por otras cualidades,
son moderadamente sensibles (Castle et al., 2009).

La alcalinidad del suelo, que afecta a muchas zonas de la
cuenca mediterranea, es determinante para desaconsejar el uso de
portainjertos que sean sensibles al suelo calizo (P. trifoliata,
citrumelo 4475). En general, la disponibilidad de portainjertos
adecuados al conjunto de necesidades concretas de cada zona
citricola es muy limitada actualmente. Por éste motivo, la técnica
comunmente utilizada para combatir la clorosis férrica, es la
correccion mediante la aplicacion al suelo de quelatos férricos de
sintesis. La mayoria de formulas estan basadas en Fe-EDDHA y
Fe-EDDHMA. Estos compuestos son los mas eficaces en
condiciones alcalinas por ser altamente estables en el rango de pH
entre 7y 9 (Norvell, 1991) y por ser minimamente reactivos con
cualquier componente del suelo (Alvarez-Fernandez et al., 2002).
El coste afiadido que supone su aplicacidn, limita su utilizacién a
cultivos de rentabilidad alta. Actualmente, Espafia es el mayor
consumidor europeo de quelatos de Fe. Su consumo se estima en
unas 3000 Tm anuales y constituye hasta el 50% del gasto anual
en fertilizantes en explotaciones agricolas (Sanz et al., 1992).

4.2. Lasalinidad del suelo

4.2.1. Origen

El término salinidad del suelo se refiere a la presencia de
cationes tales como el sodio (Na*) o el boro (HBOj3") y de aniones
como el cloruro (CI) y el sulfato (SO,%) disueltos en la solucién,
en concentracion suficientemente elevada como para reducir el
crecimiento y rendimiento del cultivo (Ferguson y Grattan, 2005)
debido a su efecto osmotico y/o téxico. La toxicidad se atribuye a
los iones Na*, CI"'y HBO3', siendo el NaCl la sal mas frecuente y
abundantemente solubilizada.

La magnitud de la salinidad puede determinarse de
diferentes formas, la mas usual es estimarla midiendo la
conductividad eléctrica (CE) de la solucion del suelo, expresada
habitualmente en microsiemens por centimetro (uS-cm™), que es
proporcional a la concentracion total de sélidos disueltos (TSD) a
25 °C segun la relacién:
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TDS (ppm) = o CE (uS-cm™)
a=0.64, CE < 5000 pS-cm™
o = 0.80, CE > 5000 uS-cm™

La acumulacién de sales en el suelo tiene un origen natural
cuando determinadas condiciones geoldgicas o bioclimaticas
inciden en un area durante largos periodos de tiempo fomentando
un aporte elevado de sales solubles y una eliminacion reducida
(salinizacién de acuiferos costeros, estacion seca y calurosa,
movimiento del nivel freédtico, aridez, etc). Este tipo de
salinizacién es la denominada primaria. No obstante, en muchos
casos el origen de la salinizacion es de tipo secundario o derivado
de la actividad humana y estd estrechamente vinculado a las
técnicas agricolas utilizadas, la deforestacion, la sobrepoblacion y
especialmente al uso de sistemas de irrigacion inapropiados. En
las zonas agricolas costeras, es frecuente la sobreexplotacion de
los acuiferos para el riego en los afios mas secos. Esta practica
hace descender el nivel freatico, aumentando el riesgo de
salinizacién de los acuiferos por intrusién de agua marina. El uso
de aguas de riego procedentes de acuiferos salinizados, propicia
también la acumulacion de sales en las capas superficiales del
suelo. En las zonas agricolas de suelo salino, es necesario
proporcionar riegos abundantes que excedan las necesidades del
cultivo para lixiviar las sales en exceso, pero ésta practica, en
ocasiones, no es viable si el agua de riego es un recurso escaso.
Se considera que un suelo es salino cuando en su extracto de
saturacién se obtiene una CE > 4 dS-m™ (USDA, 2013), que
equivale a una solucion 40 mM de NaCl y genera una presion
osmdtica de 0.2 MPa.

4.2.2. Impacto en la agricultura
La salinidad del suelo es uno de los principales factores
limitantes de la produccion agricola en el mundo (Epstein et al.,
1980) por disminuir severamente el rendimiento o incluso
ocasionar dafios irreparables. Un 6% de la superficie terrestre es
considerada salina (FAO, 2013) y, en la mayoria de casos, el
origen de la salinidad es primario. De los 230 Mha cultivadas en
regadio en el mundo, un 20% se encuentra salinizado. EIl cultivo
en regadio supone un 15% del total de la superficie cultivada del
planeta, pero en él se produce la tercera parte de los alimentos

que abastecen a la poblacién mundial.
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Por ello, la salinidad supone una amenaza para la
agricultura y el suministro de alimentos (Munns y Tester, 2008).
La recuperacion de suelos salinos es muy costosa. Por ello, en las
Gltimas décadas el interés por mejorar la tolerancia de los cultivos
al estrés salino ha sido creciente.

4.2.3. Efecto en las plantas

Las plantas se clasifican como haléfitas si toleran suelos
cuya solucién tenga una CE > 12 dS'm™, o como glicéfitas si son
sensibles a partir de una CE > 4 dS'm™. La mayoria de cultivos
horticolas y frutales pertenecen a éste ultimo grupo y en general
muestran un umbral de tolerancia de 3 dS-m™. Los citricos se
encuentran entre las especies de uso agricola méas sensibles, con
un umbral de tolerancia promedio de 1.4 dS-m™ y una reduccion
de la produccion del 13% por cada incremento en un dS-m™
(Maas, 1993). En areas citricolas aridas como Israel o Australia y
en aguellas donde el agua es generalmente de mala calidad, como
Florida, California, Pakistan o Espafia, la salinidad es una
amenaza para la citricultura, especialmente porque en los cultivos
arbdéreos perennes tiene un componente acumulativo (Levy vy
Syvertsen, 2004).

El efecto de la salinidad en el crecimiento de las plantas
puede descomponerse en 2 fases, una inicial y rapida en la que el
potencial osmoético de la solucién salina induce la inhibicién del
crecimiento de las hojas jovenes y otra fase mas lenta motivada
por la composicién y la concentracion de iones de la solucion
absorbidos por la planta, que acelera la senescencia de las hojas
maduras al acumularse. En la primera fase, la reduccion del
potencial hidrico de la planta provoca el cierre de los estomas
reduciendo el intercambio de gases. En la segunda fase, las hojas
maduras afectadas por la toxicidad causada por la acumulacion de
iones y la detencién del crecimiento apical reducen la superficie
foliar efectiva y por ende la asimilacion de CO? de la planta. El
efecto final es la reduccion o inhibicion completa de la
produccion.

4.2.4. Mecanismos de tolerancia
La tolerancia de un cultivo al estrés salino puede definirse
como la capacidad para soportar los efectos de un exceso de sales
en las raices u hojas sin mostrar un efecto significativamente
adverso (Shannon y Grieve, 1999).
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Estudiar el fendbmeno de tolerancia a la salinidad resulta
complejo, ya que intervienen un elevado numero de factores
(especie, edad de la planta, érgano estudiado, composicion y
concentracion de la solucion salina aplicada, clima, nutricion,
tipo de sustrato, método de riego empleado y combinacion
injerto-patrén) (Asins et al., 1993; Munns, 2002; Adnan, 2004;
Lauchli y Grattan, 2007; Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014).
Tradicionalmente la tolerancia de un cultivo a la salinidad se ha
evaluado cuantificando su produccion, sin embargo, esto es dificil
de valorar en cultivos de vida larga como los citricos y los
estudios han ido valiéndose de otros indices que permiten analizar
el proceso méas detalladamente. Actualmente se entiende que la
tolerancia puede ser de 3 tipos: osmotica, tisular o debida a
exclusién i6nica (Munns y Tester, 2008).

El primer componente del estrés salino citado se refiere al
aumento del potencial osmdtico del suelo al concentrarse las sales
en su solucién, que ocasiona la detencion del crecimiento de los
brotes apicales y el cierre estomatico. La capacidad de tolerancia
osmatica se correlaciona directamente con el crecimiento y puede
estimarse con la medida de los brotes apicales en el tiempo. El
descenso en las tasas de intercambio gaseoso es un indicador de la
incidencia de estrés osmotico (Munns y Tester, 2008) avalado por
numerosos estudios en citricos (Walker y Douglas, 1983; Walker
et al., 1982; Behboudian et al., 1986; Lloyd et al., 1987a; Lloyd et
al., 1987b; Syvertsen y Yelenosky, 1988; Lloyd y Howie, 1989;
Lloyd et al., 1990; Bafiuls y Primo-Millo, 1992; Garcia-Legaz et
al., 1993; Bafiuls y Primo-Millo, 1995; Banuls et al., 1997;
Garcia-Sanchez y Syvertsen, 2006; Gimeno et al., 2009). El
componente osmotico, en definitiva, contribuiria a alterar el
metabolismo y las relaciones hidricas de la planta induciendo
cambios anatémicos y morfologicos (Flowers, 2004) como el
aumento de la relacion raiz/parte aérea, la disminucion del tamafio
foliar, la suculencia del tejido y cambios en la densidad
cloroplastica, entre otros.

El segundo tipo de tolerancia, la tisular, se refiere a la
capacidad que tiene el tejido foliar de tolerar la concentracion de
sales. Puede estimarse midiendo la concentracion de iones
acumulados necesaria para iniciarse el dafio y abscision de las
hojas maduras.

59



60

Determinando el descenso del verdor, la aparicién de
quemaduras y la abscisién, y registrando la concentracion de
iones en las hojas mas maduras (Munns y Tester, 2008), pueden
establecerse los umbrales de tolerancia que manifiesta cada
especie. Para la obtencion de datos representativos, deben
seleccionarse en el muestreo foliar hojas de caracteristicas
comparables (edad, tamafio etc) (Embleton y Jones, 1964) y debe
tenerse en cuenta la cantidad de agua del tejido para expresar la
concentracién de iones cloruro (CI°), ya que el contenido hidrico
puede diferir entre muestras y el CI" es un elemento
completamente soluble (Cassidy, 1966). Cuando los sintomas
foliares aparecen, indican que la planta ha acumulado una
concentracion limite de iones y el dafio comienza a ser
irreversible. En citricos, el idn que determina mayoritariamente la
afeccion de la planta es el CI"y no tanto el Na*, a diferencia de la
mayoria de especies vegetales (Banuls et al., 1997). El nivel
maximo de acumulacion tolerada en la parte aérea depende en
citricos de la variedad injertada (Levy y Syvertsen, 2004).

Un caracter relacionado con los dos mecanismos de
tolerancia anteriores, que podria tener wuna contribucion
importante, pero del que todavia no existe mucha informacion, es
el contenido en K*. La capacidad de las plantas de mantener una
relacion K'/Na® citosdlico elevada es uno de los factores
determinantes de tolerancia (Maathuis y Amtmann, 1999; Zhang
et al., 2015). Numerosos estudios recientes encuentran
correlacion entre las concentraciones de K* foliar elevado y la
tolerancia (Meng et al., 2011; Chao et al., 2013; Wang et al.,
2013). Probablemente esta propiedad esté relacionada con su
papel en la homeostasis celular de cationes junto con el H* y el
Na®, que contribuye a la compartimentalizacion del Na* y al
ajuste osmotico para mantener el turgor celular (Basil y
Blumwald, 2014).

El tercer mecanismo de tolerancia es la exclusion de iones
CI', entendida como la capacidad de restringir su absorcion y
transporte desde la raiz hacia las hojas. Este es el mecanismo,
definido en citricos como el principal contribuyente a la
tolerancia (Maas, 1993; Banuls et al., 1997; Storey y Walker,
1999; Garcia-Sanchez et al., 2002; Gomez-Cadenas et al., 2002;
Moya et al., 2002 Levy y Syvertsen, 2004).
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Existe poca informacion concluyente sobre su modo de
operar, pero se correlaciona en gran medida con las tasas de
transpiracion y uso de agua propias de la planta (Walker y
Douglas, 1983; Syvertsen y Graham, 1985; Graham y Syvertsen,
1989; Moya et al., 2003).

Esto es asi porque el grueso del flujo xilematico de CI™ en las
plantas parece ser de tipo pasivo (Moya et al., 1999; Gilliham y
Tester, 2005). Sin embargo, algunos estudios se han centrado en
analizar los limitantes al transporte de CI" y han determinado que
pueden existir puntos de regulacion a nivel de carga al xilema,
eflujo desde las raices o compartimentalizacion intracelular
(Teakle y Tyerman, 2010), aunque su papel en la respuesta
tolerante no se ha concretado, por el momento.

En citricos se ha descrito que la morfologia de la planta
puede tener un efecto importante en la capacidad de tolerancia.
Por un lado, la abundancia, anatomia e histologia de las raices
podria determinar la magnitud del flujo transpiratorio o uso del
agua. En general las especies de portainjerto de mayor vigor
tienen un mayor uso de agua y por tanto debieran ser menos
tolerantes, pero existen numerosas excepciones, lo que apunta a
una regulacion mas compleja (Levy y Lifshitz, 2000). La
existencia de diferencias entre especies en la cantidad de CI’
transportado a la parte aérea por volumen de agua transpirado
sugiere que el ClI” pueda ser retenido en las raices como sucede en
la vid (Tregeagle et al., 2010), pero el modo y lugar de
acumulacion no ha sido descrito por el momento. El vigor y
habito de crecimiento de la parte aérea determinarian la particion
del flujo transpiratorio y por tanto influirian en la acumulacion
(Cooper, 1961; Altman y Mendel, 1973; Walker y Douglas, 1983;
Bafiuls y Primo-Millo, 1995; Moya et al., 1999). De este modo, la
tasa de absorcion de agua y capacidad de exclusién de CI parece
determinada por el portainjerto (Cerda et al., 1979; Vardi y
Galun, 1988; Nieves et al., 1991 Garcia-Legaz et al., 1993),
mientras que el grado de acumulacion y el nivel maximo tolerado
en la parte aérea dependen de la variedad injertada (Levy y
Syvertsen, 2004).
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4.2.5. Latoxicidad por exceso de boro

El boro (B) es un elemento con propiedades intermedias
entre metales y no metales y uno de los ocho micronutrientes
esenciales requeridos por las plantas superiores para su
funcionamiento fisioldgico normal, crecimiento y desarrollo
(Frommer y von Wiren, 2002). En la mayoria de los fluidos
biolégicos, el B existe principalmente como &cido bérico, B(OH)?
(96%), acompafiado de una pequefia cantidad del anién borato,
B(OH)* ", de acuerdo al equilibrio de disociacion:

B(OH); + H,0 <> B(OH), + H*

Debido a la deficiencia de electrones del B, ambas especies
reaccionan rapidamente para formar complejos con una variedad
de azUcares y otros compuestos que contienen grupos cis-diol,
generando ésteres de boratos ciclicos estables, sugiriéndose que la
clave de la esencialidad del B radica en la estabilizacion de
moléculas de importancia biolégica en diferentes organismos
(Bolafios et al., 2004), papael que permanece aln en debate
(Goldbach 'y Wimmer M. A., 2007). La primera molécula
enlazada por borato identificada en el reino de las plantas es el
ramnogalacturonano IlI, un componente péctico de la pared
celular, estable en condiciones fisioldgicas, el cual es un dimero
donde el B une los dos mondémeros de a través de un puente
borato para proporcionar estabilidad a la matriz de la pared
celular (O*Neill et al., 2004).

El conocimiento detallado de los roles que desempefia el B
en plantas superiores permanece aun incompleto, pero se sabe que
estd involucrado en la formaciéon de la pared celular (Matoh,
1997; O‘Neill et al., 2004), en algunas funciones de la membrana
celular (Goldbach et al., 2001) y de defensa antioxidante
(Cakmak y Romheld, 1997), en la elongacion de la raiz, el
metabolismo de carbohidratos, la acumulaciéon de fenoles o el
crecimiento del tubo polinico. Los mecanismos para su absorcion
y transporte han sido descritos en estudios relativamente
recientes (Brown y Shelp, 1997; Brown et al., 2002; Takano et
al., 2002; Takano et al., 2005b; Takano et al., 2005a; Takano et
al., 2006).

Los citricos son sensibles al exceso de boro en el suelo, que
causa toxicidad y dafios en la cosecha (Liu et al., 2013).
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Este exceso tiene su origen en la utilizacion de aguas de
riego con elevado contenido de B, como es el caso del agua
desalada, combinado con la aridez. En zonas con tasas de
evaporacién elevadas y escasas lluvias se produce su acumulacion
en las capas superficiales del suelo, que puede llegar a ser
excesiva con el tiempo y dafar el cultivo.

El B absorbido por las plantas se acumula en las hojas de
manera proporcional a su edad. Los sintomas de toxicidad
aparecen, en primer lugar, en las hojas méas antiguas y consisten
en el amarilleamiento de la parte mas distal de la hoja, seguida de
los méargenes creando un patrén en forma de punta de flecha que
avanza hacia el nervio central del limbo. Aparecen
simultaneamente puntos cloréticos circulares y los sintomas pasan
de color amarillo a marréon y finalmente a necrosis con la
intensidad de la toxicidad y el tiempo, hasta que sufren abscision
(Papadakis et al., 2004). El exceso de B afecta al crecimiento,
causando el acortamiento de los entrenudos. Este sintoma en los
arboles se traduce en la pérdida de vigor, aparicion de ramas
cortas y secado de los apices. Al entrar en la raiz, el B es
transportado en el xilema y se destina, en su mayoria, a la
formacion de paredes celulares o se acumula en el fluido
apoplastico. Solamente una pequefia parte se destina al interior
celular (Liu et al., 2013). Su homeostasis parece estar regulada
por un conjunto de genes que codifican canales transportadores de
membrana, involucrados en su absorcion, transporte vy
distribucion en la parte aérea de las plantas (Hajiboland et al.,
2013). La compartimentalizacion en la vacuola celular podria
asimismo jugar un papel importante en la tolerancia tisular a
concentraciones de boro elevadas (Kaur et al., 2006). Los
portainjertos de citricos, asi como las variedades, difieren en su
nivel de tolerancia a la toxicidad por acumulacién de boro
(Papadakis et al., 2004; Gimeno et al., 2012).

5. Utilidad del portainjerto para prevenir fisiopatias

En la citricultura mediterranea, el desarrollo de los &rboles
y su rendimiento productivo se encuentra limitado por los estreses
que imponen el suelo y el clima.
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La sensibilidad que manifieste el &rbol frente a éstos
estreses ambientales estd profundamente influenciada por la
fisiologia del portainjerto, que regula el suministro de agua,
carbono y nutrientes a la parte aérea y por tanto actia modulando
el impacto de las condiciones ambientales sobre el crecimiento,
floracion y fructificacion del arbol (véase apartado 1-2.1). Dos de
los estreses edaficos con mayor incidencia son la deficiencia en
hierro, debido al alto contenido en carbonatos del suelo (véase
apartado 1-4.1) y la salinidad del suelo a causa de la aridez y la
intensa actividad agricola (véase apartado 1-4.2).

Para un aprovechamiento Optimo de las plantaciones
citricolas es fundamental acertar en la eleccion del portainjerto
utilizado, considerando el conjunto de factores limitantes que
incidan en el &rea de cultivo. En Espafia, la mayor parte de la
citricultura se desarrolla en suelos con alto contenido en caliza y
en muchas zonas con salinidad. Para minimizar el efecto adverso
de éstas condiciones y rentabilizar la plantacion, la utilizacién de
portainjertos tolerantes es la solucion, a dia de hoy, mas efectiva.
Sin embargo, el nimero de cultivares aptos para ser utilizados
como portainjertos es muy limitado (véase apartado [-2.3.1) y
ninguno reune el perfil ideal requerido para la mayoria de areas
citricolas. Las especies méas utilizadas, citrange Carrizo y C.
macrophylla presentan limitaciones. La primera no presenta buen
comportamiento en suelo salino y calizo, pero en cuanto al resto
de caracteres es el portainjerto mas adecuado (véase apartado
2.3.1.1); la segunda tolera satisfactoriamente el suelo salino y
calcareo, tiene una rapida entrada en produccion y una elevada
productividad, pero no proporciona al fruto una calidad
organoléptica 6ptima (véase apartado 2.3.1.2). Esta situacién,
hace necesaria la incorporacion de nuevos portainjertos que
combinen los caracteres requeridos.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Una alternativa a los métodos clasicos de mejora de
portainjertos de citricos que ha emergido recientemente es la
mejora a nivel tetraploide. En ésta linea se han planteado dos
estrategias:

- Explorar las diferencias agronomicas y fisioldgicas de los
genotipos autotetraploides respecto a los genotipos
originales diploides (Lee, 1990) (véase apartado 1-3.2.2.4.1).

- Explorar las ventajas que ofrece la hibridacion somaética
frente a la hibridacion tradicional (Grosser et al., 1998)
(véase apartado 1-3.2.2.4.2).

La tetraploidia del portainjerto se ha relacionado con la
capacidad reductora del tamafio de copa (Mukherjee y Cameron,
1958; Barrett y Hutchison, 1978; Lee, 1990; Ollitrault y Michaux-
Ferriere, 1992; Schwartz, 2001a) y con la mejora de la tolerancia
a estreses abidticos (Saleh et al., 2008; Mouhaya et al., 2010;
Allario et al., 2013). Sin embargo, las caracteristicas principales
de los portainjertos no se ven modificadas por la tetraploidia, lo
gue minimiza el riesgo de que aparezcan comportamientos no
deseados y por tanto favorece la aceptacidon del cultivar.

Por otro lado, la hibridacion somatica mediante fusion de
protoplastos para obtener nuevo germoplasma de citricos es una
metodologia que estd demostrando ser de gran utilidad, ya que
permite  obtener hibridos entre parentales sexualmente
compatibles o incompatibles, que en teoria expresan los
caracteres dominantes de ambos parentales sin recombinacion de
los genomas (Grosser y Gmitter, 2011). No obstante es necesario
realizar una evaluacién genética y fisiologica exhaustiva para que
se pueda valorar su utilidad, ya que se han descrito varios casos
en los que la integracion y expresion de los genomas en los
hibridos no es la esperada.

En la mejora portainjertos a nivel tetraploide, se han
realizado avances en los ultimos afios que incluyen la
caracterizacion de las plantulas autotetraploides que aparecen de
manera espontanea en los semilleros de citricos (Schwartz,
2001b), la metodologia para llevar a cabo hibridacion somatica
(Olivares-Fuster et al., 2000, 2002, 2005) y su utilidad para el
desarrollo de nuevo germoplasma (Pensabene-Bellavia, 2009).
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Asimismo, se ha evaluado el comportamiento de algunos
portainjertos tetraploides frente al estrés salino (Saleh et al.,
2008; Mouhaya et al., 2010) e hidrico (Allario et al., 2011).

En éste trabajo se pretende ampliar la informacion existente
en cuanto al comportamiento diferencial de los portainjertos
autotetraploides en aspectos relacionados con la morfologia,
fisiologia, agronomia y biologia molecular; haciendo énfasis en la
tolerancia a estreses abidticos. El trabajo se ha centrado en el
estudio de los portainjertos citrange Carrizo y C. macrophylla,
gue son actualmente los mas utilizados en las nuevas plantaciones
de la citricultura espafiola. Ademas, se han estudiado dos hibridos
somaticos alotetraploides de C. macrophylla y citrange Carrizo,
obtenidos con la idea de reunir en un dnico genotipo los
caracteres de interés de ambos portainjertos

El objetivo general es determinar qué rasgos de potencial interés
para la mejora de portainjertos aporta la tetraploidia en citricos.

Los objetivos especificos que se abordan en éste estudio son:

1. Evaluar el efecto de la autotetraploidia del portainjerto en
el comportamiento agronémico de una plantacion de
naranjo ‘Valencia’ en condiciones de aridez y alto
contenido en caliza del suelo.

2. Evaluar el efecto de la tetraploidia en la tolerancia a la
salinidad del suelo de los portainjertos citrange Carrizo y
C. macrophylla.

3. Evaluar el efecto de la tetraploidia en la tolerancia al
exceso de boro en citrange Carrizo.

4. Evaluar el efecto de la autotetraploidia en la tolerancia a
la clorosis férrica de citrange Carrizo y C. macrophylla.

5. Realizar una caracterizacién morfoldgica, fisiologica y
genémica de 2 hibridos somaéticos alotetraploides (C.
macrophylla + citrange Carrizo) para valorar su utilidad
como portainjertos de citricos.
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Efecto de la tetraploidia del portainjerto en
la variedad de naranjo ‘Valencia’ late
(Citrus sinensis (L.) Osb.)

1. Introduccién

Los portainjertos citrange Carrizo (CC) y C. macrophylla
(CM) se caracterizan por reunir un conjunto de propiedades de
interés y por ser actualmente los méas utilizados en la citricultura
espafiola (Navarro, 2015). EI CC es un portainjerto muy valorado
por favorecer la productividad de las variedades injertadas y la
produccion de frutos de tamafio y calidad organoléptica dptima.
Ademés, confiere tolerancia a un espectro amplio de estreses
abioticos y enfermedades incidentes en la citricultura espafiola,
entre los que destaca la tolerancia a la Tristeza, enfermedad
causada por el virus de la tristeza de los citricos (CTV) (véase
apartado 1-2.2). El portainjerto CM induce un crecimiento
vigoroso a la variedad injertada, adelanta su entrada en
produccion 'y  proporciona cosechas abundantes. Estas
caracteristicas rentabilizan tanto la produccion de plantones en
vivero, como el rendimiento de las plantaciones. También destaca
por su adaptacién a suelos con contenido elevado de caliza
elevado y facilita el cultivo en suelos salinos por restringir el
transporte de solutos potencialmente toxicos, como son el cloruro
(CI") o el boro (B). Sin embargo es un portainjerto sensible al frio
y moderadamente sensible al CTV, que puede ocasionar
problemas en el cultivo de naranjo y mandarino, aunque no afecta
al cultivo de limonero. Otra caracteristica que restringe su
utilizacion es la disminucién de la calidad organoléptica del fruto,
al conferir generalmente menor contenido en zumo y sélidos
solubles que CC (Fallahi y Rodney, 1992).

Por sus caracteristicas, CM es el portainjerto mas
habitualmente utilizado en las regiones citricolas aridas del
sureste espafiol.
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Sin embargo, para la citricultura en regiones que presentan
niveles moderados de caliza y salinidad en el suelo, el
portainjerto mas utilizado es CC, que retne las cualidades idoneas
para el cultivo de naranjo y mandarino.

Algunos estudios sefialan, que la tetraploidia del
portainjerto podria aportar ventajas agronémicas que permitirian
optimizar el cultivo de los citricos (véase apartado 1-3.2.2.4). Los
arboles con portainjerto 4x suelen desarrollar menor tamafio de
copa, caracteristica que ha ganado interés en los Gltimos afos. Por
un lado, permitiria maximizar la produccion al permitir el
establecimiento de un marco de plantaciébn menor en las parcelas
de cultivo; por otro lado, contribuye a la disminucion de los
costes de cultivo y posibilita un control mas eficiente del estado
de la plantacién (Grosser y Chandler, 2003; Grosser et al., 2007).

Estudios recientes sefialan que la tetraploidia en algunos
portainjertos de citricos podria mejorar la tolerancia del arbol al
estrés salino por promover una exclusion mas eficiente de los
iones toxicos Na* y CI” (Saleh et al., 2008; Grosser et al., 2012a)
y al estrés hidrico, debido a la expresion constitutiva mas elevada
de acido abscisico (ABA) (Allario et al., 2013). Por otra parte,
algunos trabajos indican que la tetraploidia del portainjerto no
modifica la produccion del &rbol adulto ni la calidad del fruto de
la variedad injertada (Schwartz et al., 2001a; Hussain et al.,
2012a). No obstante, seria esperable que los efectos asociados a la
tetraploidia variaran su intensidad en funcion del portainjerto
considerado y de las condiciones de cultivo. Para valorarlo y
determinar su posible utilizacion es necesaria la evaluacion
especifica de cada portainjerto tetraploide en las condiciones de
cultivo locales.

Por tanto, con el objetivo de caracterizar el efecto de la
tetraploidia sobre el comportamiento agrondémico en los
portainjertos mas utilizados en la citricultura espafiola se
establecié una parcela experimental, localizada en la region
citricola del sureste espafiol, que presenta condiciones edafo-
climaticas adversas. Previsiblemente, la disponibilidad de algunos
nutrientes se encontraria restringida por el pH basico del suelo y
la aridez propiciaria la acumulacion de solutos potencialmente
toxicos y la escasez hidrica. Ademas, en la zona es habitual el uso
de aguas de riego de baja calidad. En ésta parcela se establecio el
cultivo de naranjos de la variedad ‘Valencia’ late injertados sobre
los portainjertos CC y CM, en sus variantes 2x y 4x.
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En este estudio se presenta el seguimiento de la plantacién
durante los primeros seis afios para determinar los efectos del
portainjerto y su ploidia sobre la nutricién, desarrollo y entrada
en produccion de los &rboles en las condiciones de cultivo
impuestas.

2. Materiales y métodos

2.1.Condiciones ambientales

La parcela experimental, establecida en el afio 2009, se
localiza en el término municipal de Elche (Alicante) en la
estacion experimental del IVIA (38°14°53.57°°N, 0°41°46.9°°0).
En ésta ubicacion, el clima es de tipo mediterraneo arido con
temperaturas altas, irradiacion solar elevada (2900 h-afio™),
oscilaciones térmicas muy suaves Yy precipitaciones escasas e
irregulares. La temperatura media anual es de 17.9 °C, la
humedad relativa media del 65% y la precipitacion media anual es
de 290.2 mm, siendo la primavera y el otofio las estaciones mas
humedas frente a la practica sequia del verano. La comarca se
caracteriza por una intensa actividad agricola e industrial;
actividad que, junto con la elevada densidad de poblacion (508
hab-km®) y la expansién urbanistica, determinan un grado
elevado de presion sobre el suelo y sobre el uso del agua. Estas
caracteristicas favorecen el desarrollo de procesos de
contaminacién puntual del suelo y el agua, asi como la
implantacion de fuentes de abastecimiento alternativas, como es
el uso de aguas depuradas o procedentes del parque natural de El
Hondo.

2.2.Condiciones agronémicas

2.2.1. Caracteristicas del suelo

El suelo de la parcela, en sus primeros 50 cm de
profundidad, posee una textura franco arcillosa (USDA) y un pH
basico (> 8.0) debido al alto porcentaje de caliza activa (6.4%)
procedente de materiales carbonatados de origen sedimentario,
que constituyen un 32.7% de la composicion mineral del suelo. El
contenido en materia orgéanica es de 1.63% (v/v) y los nutrientes
fundamentales tienen concentraciones adecuadas (Tabla 1.S1).
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Sin embargo las caracteristicas del suelo podrian afectar al
desarrollo normal del cultivo, ya que la mayoria de nutrientes,
especialmente el fésforo (P) y los microelementos, tienen muy
baja disponibilidad en estas condiciones, aln en concentraciones
adecuadas. Ademas, destaca la condicion salina del suelo (CE > 4
dS-cm™), originada por la acumulacion de solutos procedentes del
uso de aguas de riego locales, parcialmente depuradas y facilitada
por largos periodos de sequia (Mico et al., 2005). El porcentaje de
materia orgénica es el adecuado para mantener un complejo de
cambio efectivo que favorezca la estructura del suelo. La cantidad
de nitrégeno (N) procedente del abonado y el ritmo de
mineralizacion de la materia organica son adecuados, como indica
la relacion carbono:nitrégeno. Las concentraciones de los
macronutrientes P, calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio (K) y su
disponibilidad son adecuadas. Sin embargo la concentracion de
boro (B) en el suelo, evaluada en el extracto soluble en agua
caliente fue alta (0.56 mg-kg') segin las referencias
bibliograficas (Sikora et al., 2014; Grattan et al., 2015) que
establecen que el B en el suelo puede ser perjudicial para la
actividad agricola a partir de 0.5-0.7 mg-kg™.

2.2.2. Caracteristicas del agua de riego

El agua habitualmente empleada para el riego de la parcela
procede de la comunidad general de regantes Riegos de Levante,
que se abastece alternativamente de aguas procedentes del
trasvase Tajo-Segura (ATS) y de aguas locales (AL) de origen
residual, procedentes la estacion depuradora de Algorés u
ocasionalmente tomadas del parque natural de ElI Hondo. EI ATS
tiene CE reducida e indice SAR 6ptimo siendo apta para el riego
de la mayoria de cultivos (Tabla 1.S2), mientras que el AL tiene
parametros de calidad alejados de los valores 6ptimos.

2.3.Material vegetal

El estudio se realiz6 empleando 48 arboles de la variedad
de naranjo dulce ‘Valencia’ late (VL) (C. sinensis) (IVIA-363)
injertada sobre dos portainjertos: citrange Carrizo (C. sinensis x
P. trifoliata) (CC) y C. macrophylla (CM) en sus variantes 2x y
4x, que son las accesiones IVIA-387 (CC2x), IVIA-503 (CC4x),
IVIA-288 (CM2x) e IVIA-518 (CM4x) del banco de germoplasma
del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (Navarro,
2015; Navarro et al., 2002).
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Las plantas se prepararon en los invernaderos del IVIA 'y se
trasplantaron al campo en 2009. El disefio experimental de la
parcela consistié en 3 blogues con 2 unidades de muestreo en
cada uno que contienen los 2 portainjertos en sus 2 ploidias a
estudiar. Cada unidad de muestreo se compuso de 4 arboles
situados en 2 filas adyacentes. Una fila extra de arboles separd
cada bloque experimental de los adyacentes. Los arboles se
cultivaron segun los estandares locales de fertirrigacion, poda y
control de plagas, evitando la aplicacién de quelatos de hierro.

2.4.Analisis foliar

Para determinar el estado nutricional de los arboles, en el
mes de noviembre, se tomaron entre 5 y 10 hojas de la brotacion
de primavera por éarbol, de brotes sin fruto terminal,
seleccionados al azar alrededor de la copa. Se evitaron aquellas
hojas que mostraran signos de enfermedad, plagas u otro tipo de
dafio. Cada muestra se compuso de unas 20 hojas, tomadas de los
4 arboles que componen la unidad de muestreo. Cada afio se tomd
una muestra por unidad (n=6). Las hojas se lavaron en una
solucién de agua destilada y detergente no i6nico Tween 20
(Sigma-Aldrich Co.) al 10% (p/v), se desecaron en un horno de
aire caliente (Memmert co., Germany) a 65 °C durante 48 h y se
molieron. A continuacion las muestras se calcinaron en un horno
mufla a 500 °C durante 12 h y las cenizas se disolvieron en HNO;
al 2% y Triton-X 100 (Sigma-Aldrich Co.) al 0.1% (p/v).

Se determiné el contenido en los macronutrientes P, K,
azufre (S), Mg y Ca; y de los micronutrientes cobre (Cu), B,
manganeso (Mn), zinc (Zn) y hierro (Fe) mediante espectroscopia
de emision con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES)
utilizando un equipo iCAP 6000 (Thermo scientific, USA). El
contenido en N total de las muestras se determindé mediante el
método Kjeldahl (Bradstreet, 1954). EI muestreo se repiti6 de la
misma manera en los afios 3° (2012), 4° (2013) y 5° (2014) tras el
establecimiento de la parcela. Los valores obtenidos se
interpretaron segin Legaz et al. (2008) para determinar el estado
nutricional de la plantacion. Los resultados se expresaron en
funcion del peso seco (PS) de la muestra, utilizando las unidades
habitualmente empleadas para macronutrientes (mg-g™) vy
micronutrientes (ppm).
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Las relaciones entre nutrientes se calcularon partiendo de su
concentracion en miliequivalentes (meq-g™ PS) segun indica Weir
(1969).

2.5.Estudio morfométrico

Pasados 6 afios tras el establecimiento de la parcela (2015),
se midio la altura total de cada arbol (HT) y su diametro maximo
de copa (D). A partir de éstas medidas se calcul6 el volumen de la
copa (m®) segin la ecuacion de Turrell y Vanselow (1946):

V (m®) = 0.5236-HT-D?

De tronco, se midio el didmetro de la variedad a 5 cm por
encima de la unién injerto-patrén y el didmetro del portainjerto a
5 cm bajo la union.

2.6.Produccion

Entre los afios 3° y 6° tras el establecimiento de la parcela,
se registro el peso de la cosecha de cada arbol y se determind la
produccion por afio y la produccion acumulada. El 6° afio,
considerando el volumen de copa (véase apartado anterior), se
determiné la eficiencia productiva (Kg-m™).

2.7.Calidad del fruto

En la campafia del 6° afio, se tomaron muestras de fruto
procedentes de cada bloque experimental que consistieron en 15
frutos y se determinaron los caracteres de calidad.

Se determiné el peso medio, el didmetro (d), la altura (a) y
la relacion d/a, que expresa las diferencias en las proporciones del
fruto y en su forma y el grosor de la piel de los frutos. Se
determind el color de los frutos utilizando el sistema Hunter Lab
gue evalda el brillo (L), el tono de color en el eje rojo-verde (a) y
el tono de color en el eje amarillo-azul (b) proporcionando el
indice de color (IC) mediante el céalculo descrito por Jiménez-
Cuesta et al. (1981):

IC = (1000-a)-(L-b)™
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Para ésta medida se utiliz6 el colorimetro CR-400 (Konica
Minolta, Japén) que previamente fue calibrado con el estandar
blanco No: 21733001.

Se extrajo el zumo total de cada fruto mediante prensa
manual y se determiné el porcentaje de su peso respecto al peso
fresco total del fruto. Se determiné la acidez total del zumo (AT,
%) titulando las muestras a pH 8.0 con NaOH 1 M vy utilizando
fenolftaleina como indicador (AOAC, 1984). Se determiné el
contenido en soélidos solubles totales (SST, °Brix) a 20 °C
utilizando un refractometro PR-10lo (Atago, Japon). Estas
variables son las principales contribuyentes al sabor final del
fruto. Ademas, a partir de ellas se calcul6 el indice de madurez
(IM) segun la relacion:

IM = SST-AT™!

2.8.Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de la
varianza (ANOVA) vy la separacion de medias, para P < 0.05 se
realiz6 mediante el test Duncan de rango multiple utilizando el
software Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics, Inc. USA). Para el
estudio del estado nutricional de los &rboles y de su produccion,
se realizaron ANOVA de triple via, considerando los efectos
principales portainjerto, ploidia y afio. Las interacciones entre los
efectos principales se consideraron en el modelo cuando fueron
significativas (P < 0.05) y sus componentes también lo fueron de
forma individual. La interaccion triple no fue significativa en
ningun caso analizado y se excluy6 de los modelos. Para analizar
las variables morfométricas y de calidad del fruto se realizaron
ANOVA de doble via, considerando los efectos cultivar y ploidia.
Las interacciones no fueron significativas y se excluyeron de los
modelos.

En cualquier caso, se consideraron aquellas interacciones
entre efectos principales cuando éstos resultaron ambos
significativos (P < 0.05) de manera independiente, en caso
contrario las interacciones se indican como no incluidas (ni).
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3. Resultados
Se evaluod el efecto de la ploidia (2x y 4x) y del portainjerto
(CC y CM) en el estado nutricional de los arboles de VL durante
los afios 3°, 4° y 5° tras el establecimiento de la parcela, la
produccion durante los seis afios, el tamafio de los arboles
alcanzado a los 6 afios y la morfologia y calidad organoléptica de
los frutos en el sexto afio.

3.1.Analisis foliar

Se encontraron diferencias entre los arboles en la mayoria
de macronutrientes y micronutrientes analizados, tanto asociadas
al portainjerto utilizado y su ploidia, como dependiendo de los
afios transcurridos tras el establecimiento de la parcela. En cuanto
a la concentracion foliar de macronutrientes, se encontré que los
arboles VL/CM tuvieron concentraciones mas altas de N que los
arboles VL/CC (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Efectos del portainjerto y su ploidia (n=18) y del afio de
muestreo (n=12) en las concentraciones (mg-g‘PS) de macronutrientes
en hojas de primavera de naranjos ‘Valencia’ late injertados sobre
citrange Carrizo (CC) o C. macrophylla (CM) diploide (2x) o
tetraploide (4x).

Factor Nivel N P K Ca Mg S
CC 198a 16b 80a 416b 42b 27b
21.3b 08a 92b 349a 25a 20a

Portainjerto

2X 204 1.2 7.3a 439b 360D 2.5
4x 20.7 1.2 100b 325a 3.1la 2.2

Ploidia

3° 243b 14b 10.8b 359a 28a 23D
Afo 40 182a 10a 82a 344a 32b 16a
5 19.1a 12a 6.9a 444Db 40c 31c

Portainjerto ¥0.002 <0.001 0.047 <0.001 <0.001 <0.001

Ploidia 0.400 0.673 <0.001 <0.001 <0.001 0.011
Afo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Portainjerto x Afio ni ni ni ni 0.012  0.001

a, b, c. diferencias entre niveles de cada factor en el test de Duncan
para P < 0.05; ni. Efecto no incluido en el modelo. *P-valor.
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Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre
ploidias. En general el nivel de N en los arboles fue normal (23-
25 mg-g" PS) en el 3* afio y se redujo ligeramente en los afios 4°
y 5° La concentracion foliar de P (Tabla 1.1) en arboles VL/CC
fue 6ptima (1.3-1.6 mg-g™* PS) y mas alta que la de VL/CM. Las
diferentes ploidias del portainjerto no dieron lugar a diferencias
significativas en la concentracion foliar de P. El nivel general de
P en la parcela fue 6ptimo en el afio 3° y se redujo ligeramente en
los afios siguientes. El K fue un 15% mas alto en VL/CM que en
VL/CC vy los arboles con portainjerto 4x tuvieron una
concentracion un 40% maés alta que los arboles con portainjerto
2x. El nivel de K general de la parcela fue 6ptimo en el afio 3° (7-
10 mg-g™ PS) y se redujo ligeramente en los afios siguientes.

El portainjerto CC dio lugar a concentraciones foliares méas
altas de Ca y Mg que CM vy la ploidia también influyé en las
concentraciones de éstos dos elementos, que fueron méas bajos en
arboles con portainjerto 4x que con 2x. Ademas, los valores de Ca
se mantuvieron dentro del rango 6ptimo (30-50 mg-g™ PS), asi
como los de Mg (2.5-4.5 mg-g™* PS) y ambos fueron en aumento
con el paso de los afios. En el caso del Mg se observé un aumento
mayor en VL/CM que en VL/CC el 5° afio. La concentracion
foliar de S fue mas alta en VL/CC que en VL/CM y oscil6 con los
afios. La tetraploidia del portainjerto determin6 concentraciones
foliares de S mas bajas que en los arboles con portainjerto 2x.

En cuanto a los micronutrientes (Tabla 1.2), las
concentraciones foliares de B fueron altas (100-260 ppm)
respecto a los valores de referencia y aumentaron en VL/CC pero
no en VL/CM en los afios 4° y 5° La ploidia afectd a la
acumulacion de B de forma diferente segin el portainjerto
considerado (Fig. 1.1). En VL/CC4x la concentracion de B fue un
20% inferior que en VL/CC2x; mientras que en VL/CM4x fue
ligeramente superior a VL/CM2x.

La concentracion de Cu fue baja (< 6 ppm) en VL/CM
(Tabla 1.2) y no vari6 con los afios, mientras que en VL/CC fue
Optima y aument6 entre el 4° y 5° afio. La tetraploidia determind
concentraciones mayores que en los portainjertos 2x. EI Mn se
encontro a concentraciones reducidas (< 26 ppm) en VL/CC y no
varié con los afios. Sin embargo en VL/CM la concentracion fue
Optima y en ascenso. No hubo diferencias significativas en
funcion de la ploidia del portainjerto.
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El nivel de Zn fue bajo (< 26 ppm) en todos los arboles y
las concentraciones fueron estables en VL/CC, mientras que
descendieron con los afios en VL/CM. La ploidia no afect6 a la
concentracion de éste micronutriente. ElI Fe foliar tuvo valores
Optimos (61-100 ppm) que aumentaron en el 5° afio, pero el
portainjerto y la ploidia no afectaron a su concentracion.

Tabla 1.2 Efectos del portainjerto y su ploidia (n=18) y del afio de
muestreo (n=12) en las concentraciones (ppm) de micronutrientes en
hojas de primavera de naranjos ‘Valencia’ late injertados sobre citrange
Carrizo (CC) o C. macrophylla (CM) diploide (2x) o tetraploide (4x).

Factor Nivel B Cu Mn Zn Fe

CC 2258 Db 9.2b 13.2a 139b 60.8

Portainjerto
123.8a 4.8a 34b 10.8a 66.7

2X 183.1Db 6.5a 25.3 12 62.7
4x 166.5a 7.5b 21.9 12.7 64.8

Ploidia

3° 146.6 a 5.6a 19.7a 139b 61.7a
Afio 40 1926 b 6.3a 242ab 114a 526a
50 185.3 b 9.1b 269b 11.8a 76.8b

Portainjerto <0.001 <0.001 <0.001 0.002 0.252

Ploidia *0.028 0.005 0.068 0.331 0.683

Afo <0.001 <0.001 0.011 0.016 0.002
Portainjerto x Afio 0.002 <0.001 0.003 0.009 ni
Portainjerto X Ploidia < 0.001 ni ni ni ni
Ploidia % afio ni ni ni ni ni

a, b, c. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan
para P < 0.05; ni. Efecto no incluido en el modelo. *P-valor.

Por otro lado, considerando que las concentraciones de
nutrientes pueden ser interdependientes, se analizaron las
relaciones algunos nutrientes en funcién del portainjerto, su
ploidia y los afios transcurridos tras el establecimiento de la
parcela, para contribuir a la interpretacion de los resultados.
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La relacion del K con sus dos antagénicos Ca y Mg
(K/Ca+Mg) fue més alta en VL/CM que en VL/CC, asi como en
los arboles con portainjerto 4x respecto a los arboles con
portainjerto 2x (Tabla 1.3).

La combinacion VL/CM4x tuvo los valores mas altos de
K/(Ca+tMg), como se observa en la Fig. 1.2. Esta relacién
también disminuy6 con los afios hasta un 43%. En cuanto al ratio
K/Mg (Tabla 1.3), se observaron valores mas altos en VL/CM
que en VL/CC pero en VL/CM4x fue particularmente elevado,
mientras que la tetraploidia en VL/CC no modificé los valores
respecto a los 2x. En el tiempo, la relacién disminuy6 hasta un
60%, especialmente en VL/CM. Por su parte, el cociente K/Ca no
fue diferente entre los arboles VL/2xCC y VL/CM2x, pero los 4x
tuvieron relaciones K/Ca mas altas que los 2x. Los valores mas
altos se alcanzaron en la combinacion VL/CM 4x y en general,
con los afios, la relacién disminuyd hasta un 44%.
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g c
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Figura 1.1 Concentracion de B (ppm) en hojas de primavera de los arboles
de naranjo ‘Valencia’ late (VL) injertados sobre los portainjertos citrange
Carrizo (CC) y C. macrophylla (CM) en sus versiones diploide (2x) y
tetraploide (4x). ®*° diferencias significativas en el test de Duncan para P <
0.001.

En cuanto a Mg/Ca, fue més alta en VL/CC que en VL/CM,
aunque los valores se igualaron en el 5° afio. Entre ploidias no hubo
diferencias en VL/CM; mientras que en VL/CC 4x, la relacion fue
ligeramente mayor que en VL/CC 2x. En general, Mg/Ca fue el
cociente entre nutrientes menos variable con los afios.
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Tabla 1.3 Efectos del del portainjerto y su ploidia (n=18) y del afio de
muestreo (n=12) en las relaciones entre macronutrientes en hojas de
primavera. de naranjos ‘Valencia’ late injertados sobre citrange Carrizo
(CC) o C. macrophylla (CM) diploide (2x) o tetraploide (4x).

Factor Nivel K/(Ca+Mg) K/Mg Mg/Ca K/Ca

. ccC 0.09 a 0.62 a 0.17b 0.11a
Portainjerto
CM 0.13b 1.35b 0.12 a 0.14 b
L 2X 0.08 a 0.72 a 0.13 a 0.09 a
Ploidia
4x 0.14b 1.25b 0.15b 0.16 b
3° 0.14c 144 c 0.13 a 0.16 ¢
Afio 40 0.11b 0.93b 0.15b 0.13b
50 0.08 a 0.58 a 0.15b 0.09 a
Portainjerto <0.001 <0.001 0.004 0.003
Ploidia <0.001 <0.001 0.004 <0.001
Afo <0.001 <0.001 0.026 <0.001
Portainjerto x Ploidia *0.019 0.003 0.003 0.038
Portainjerto X Afio ni 0.004 <0.001 ni

a, b, c. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan
para P < 0.05. ni. Efecto no incluido en el modelo. *P-valor.
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Figura 1.2 Diferencias en la relacion entre los cationes antagonicos potasio
(K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) en hojas de primavera de naranjo
‘Valencia’ late (VL) injertado sobre los genotipos diploide (2x) o tetraploide
(4x) de citrange Carrizo (CC) y C. macrophylla (CM). ¢ diferencias
significativas en el test de Duncan para P < 0.05.
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3.2.Estudio morfométrico

Transcurridos 6 afios tras el establecimiento de la parcela se
evaluo el tamafio de los arboles, para determinar la influencia del
portainjerto y su ploidia sobre el crecimiento. Se observd que la
altura de los arboles no fue significativamente distinta en funcién
del portainjerto (Tabla 1.4), mientras que la tetraploidia dio lugar
a una reduccion de altura del 8%. El didmetro de la copa y su
volumen fueron similares entre arboles con portainjerto 2x, sin
embargo la tetraploidia en VL/CC redujo el didmetro de copa en
un 18% vy el volumen en un 42%, mientras que en VL/CM no
alteré las dimensiones (Fig. 1.3). El didmetro de tronco, tanto en
el portainjerto como en la variedad fue en torno a un 13% menor
en VL/CM que en VL/CC y entre un 6.2% y un 8.9% inferior en
4x que en 2x, pero no varid la relacién entre el didmetro de la
variedad y el del portainjerto.

Tabla 1.4 Efectos del portainjerto citrange Carrizo (CC) o C.
macrophylla (CM) y de su ploidia (n=24) en el tamafio de los arboles de
naranjo ‘Valencia’ late alcanzado el 6° afio tras el establecimiento de la
parcela.

Diametro Volumen Diametro de tronco
. Altura .
Factor Nivel de copa de copa Var. Portainj.

(m) (m) (m°) (mm)  (mm)

167 173a 243a 899b 922b

Portainjerto
159 191b 282b 788a 795a

2x 1.70b 192b 3.02b 884b 89.8bD

Ploidia
4x 156a 1.71la 223a 829a 81.8a
Portainjerto *0.087 <0.001 0.018 <0.001 <0.001
Ploidia 0.0076 <0.001 <0.001 <0.001 <o0.001

Portainjerto X Ploidia ni 0.006 0.002 0.002 0.001

a, b. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan para P
< 0.05. ni. Efecto no incluido en el modelo. *P-valor.
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3.3.Produccién

A partir del afio 3°, tras el establecimiento de la parcela, se
registré anualmente el peso de la fruta cosechada por &arbol. Los
arboles VL/CM tuvieron una produccién mayor que los VL/CC
(Tabla 1.5), de manera que la producciéon acumulada
transcurridos 4 afios fue un 70% mayor en A&rboles con
portainjerto CM. La tetraploidia del portainjerto determind, en
general, menores producciones, dando lugar a una reduccion de
la produccion acumulada de un 20% respecto a los arboles con
portainjerto 2x. Sin embargo, considerando los volumenes de
copa, la eficiencia productiva en VL/CM fue un 61% mayor que
en VL/CC; mientras que por ploidias no se observaron
diferencias.
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Figura 1.3 Diametro (m) y volumen de copa (m®) de naranjo “Valencia’ late
(VL) injertado sobre los genotipos diploide (2x) o tetraploide (4x) de citrange
Carrizo (CC) y C. macrophylla (CM). a,b,c diferencias significativas en el
test de Duncan para P < 0.01.
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3.4.Calidad del fruto

En la cosecha del 5° afio se analiz6 la calidad de los frutos,
producidos en arboles con diferente portainjerto. EIl peso de los
frutos fue un 28% mayor en los arboles VL/CM que en los VL/CC
(Tabla 1.6), pero no hubo diferencias entre ploidias. EI diametro
(d) y la altura (a) fueron un 11% mayores en los frutos de VL/CM
que en los VL/CC. La ploidia del portainjerto tampoco modificd
éstas caracteristicas del fruto. La forma del fruto, evaluada a
partir de la relacion d/a, no varié en funcién de ninguno de los
factores considerados. Por otro lado, la corteza de los frutos de
arboles VL/CM fue un 20% mas gruesa que la de VL/CC.

Tabla 1.5 Efectos del portainjerto (Port.) citrange Carrizo (CC) o C.
macrophylla (CM) y de su ploidia (Plo.) (n=24) en la produccion (Kg)
por afios y acumulada hasta el 6° afio tras el establecimiento de la
parcela (Ac) y en la eficiencia productiva en el 6° afio (Ef) (Kg-m™).

Produccién (Kg)

3°(2012) 4°(2013) 5°(2014) 6°(2015) Ac Ef
Port CC 0.37 a 461a 592 a 11.29a 22.18a 4.50a
ort.
CM 210b 1535b 23.46b 32.13b 73.04b 11.60Db
- 2X 1.60b 11.42 b 14.25 25.38b 52.64b 8.5
0.
4x 0.87 a 8.54 a 15.13 18.04a 42.58 a 7.6
Port. <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Plo. 0.054 0.013 0.502 <0.001 0.004 0.273
Port.x Plo. ni ni ni ni ni ni

a, b. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan para
P < 0.05. ni. Efecto no incluido en el modelo.

Se evalu6 también el color de los frutos en el momento de
la cosecha, su contenido en zumo y la calidad de éste atendiendo
a su acidez total (AT) y su contenido en solidos solubles totales
(SST) y al indice de madurez (SST/AT) (Tabla 1.7). El indice de
color de los frutos fue significativamente mayor en VL/CM que
en VL/CC sin embargo no vari6 entre los frutos de arboles con
portainjerto de ploidia diferente. En cuanto al contenido en zumo
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de los frutos, su acidez, contenido en solidos solubles y madurez,
no se observaron diferencias significativas debidas al portainjerto
0 a la ploidia.

Tabla 1.6 Efectos del portainjerto citrange Carrizo (CC) o C.
macrophylla (CM) y de su ploidia (n=6) en la calidad morfolégica del
fruto cosechado el 6° afio.

) Peso Didmetro Altura Relacién Grosor de la
Factor Nivel .
(9) (cm) (cm) d/a piel (mm)

- CC 1322a 623a 63 a 0.989 3.10 a
Portainjerto

CM 183.0b 699b 70.8b 0.987 3.87b

L 2x  157.2 65.8 66.8 0.984 3.62

Ploidia

4x 158 66.4 66.9 0.992 3.36

Portainjerto <0.001 <0.001 <0.001 0.849 0.003
Ploidia 0.912 0.582 0.947 0.452 0.227

a, b. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan para
P <0.05.

Tabla 1.7 Efectos del portainjerto citrange Carrizo (CC) o C.
macrophylla (CM) y de su ploidia (n=6) en la calidad organoléptica del
fruto cosechado el 6° afio.

indice . Acidez  Solidos indice
Factor Nivel dContenldoS Solubles
de color & 2umo (%) v de madurez
(°Brix)
CC 56 a 58.7 1.58 12.75 8.14
Portainjerto
CM 86 b 58.3 1.59 12.60 7.95
2X 7.6 58.3 1.63 12.93 7.97
Ploidia
4x 6.6 58.7 1.54 12.42 8.12
Portainjerto <0.001 0.563 0.856  0.606 0.622
Ploidia 0.055 0.563 0.301 0.678 0.113

a, b. diferencias entre medias de cada factor en el test de Duncan para
P <0.05.
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4. Discusion

El anélisis por afios del estado nutricional de la parcela
permiti6 determinar su evoluciébn 'y contextualizar el
comportamiento de los arboles en funcién del portainjerto y de su
ploidia. Con el transcurso de los afios, descendio la concentracion
foliar de algunos nutrientes mientras que aumenté la de otros. El
descenso de N, P y K se debid, probablemente, al comienzo del
crecimiento vigoroso de los plantones y a su entrada en
produccion. Los nutrientes en aumento con los afios fueron Ca,
Mg y B. EI Ca aumenta su concentracion foliar como
consecuencia del desarrollo de las raices que, al explorar el suelo
a profundidades mayores, donde el contenido en caliza suele ser
mas alto, absorben éste elemento en mayor cantidad. La
concentracion foliar de Mg tiene una relacion antagdnica con la
de K que se observO en éste estudio. EI B aument6 su
concentracion foliar debido a la acumulacion en el suelo y al
riego con aguas que contienen concentraciones altas (>0.7 mg-L"
1 (MAGRAMA, 2014; Grattan et al., 2015).

Se observo también que las variaciones en N, K, Ca y Mg
suceden de acuerdo a los antagonismos clasicos del balance de
nutrientes (Bar-Akiva y Gotfried, 1971; Embleton et al., 1973),
como es el caso general, de los suelos dénde se cultivan citricos
en el sureste espafiol. En los é&rboles, al descender Ila
concentracion foliar de K, de forma antagénica, aumentaron las
de Ca y Mg. Este desequilibrio puede analizarse a través de la
relacion K/(Ca+Mg). Sin embargo, es bien conocido que en
citricos el principal antagonista del K es el Mg (Weir, 1969;
Marschner, 1995; Brady y Weil, 1999; Epstein y Bloom, 2005).
Por éste motivo se analizaron también las relaciones K/Mg, K/Ca
y Mg/Ca. Nuestros resultados coinciden en que el catién con un
efecto mayor sobre la absorcion de K fue el Mg; siendo su
relacion la mas variable, con independencia del factor
considerado. Con el transcurso de los afios, las relaciones del K
con sus bases antagdnicas descendieron, mientras que la relacion
Ca/Mg aument6 ligeramente. Este desequilibrio, tipico de suelos
con pH alcalino, interfiere, a su vez, en la captacion de
micronutrientes (Shear et al., 1948), lo que pudo ocasionar la
deficiencia que observamos en Cu, Mny Zn.

Otro rasgo destacado es la acumulacion de B en los arboles,
alcanzando concentraciones altas. Esto puede atribuirse a su
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acumulacion en el suelo y a la concentracion excesiva presente en
el agua de riego. Varios estudios establecen que la concentracion
de B en el suelo para evitar la acumulacion foliar en cultivos,
determinada mediante extraccién en agua caliente, no debe
exceder de 0.5 mg-Kg™* (Sikora et al., 2014). En la parcela de
estudio se detecté una concentracion de 0.56 mg-Kg™, que puede
considerarse excesiva.

El B presenta cierta afinidad por el suelo pudiendo quedar
adsorbido en las arcillas y en la materia orgénica, en funcion de
otros factores como la textura del suelo, el pH, contenido hidrico
0 la temperatura (Goldberg et al., 2000). El drenaje promedio
necesario para desprenderlo debe ser tres veces més abundante
que en el caso de otras sales (Ayers y Westcot, 1985). En cultivos
a largo plazo, como es el caso de los citricos y especialmente
debido a la larga vida de sus hojas y a su alta sensibilidad, es
fundamental restringir el suministro de B en el agua de riego para
evitar la acumulacion y favorecer el drenaje. En la parcela de
estudio se alternd el riego con aguas del trasvase Tajo-Segura,
cuya concentracién de B es adecuada (Tabla S.2), con aguas
locales, cuya concentracion de B, segun indica el andlisis es de
0.7 mg-L™. Esta cifra coincide con el limite recomendado en
Espafia (MAGRAMA, 2004), aunque duplica los limites
establecidos en otras zonas citricolas del mundo que también
sufren el en riesgo de acumulacion de B.

En el sur de California (USA) e Israel, coinciden en
establecer la concentracién limite de B en el agua de riego en 0.3
mg-L™. En estas regiones, el riego con aguas desaladas se ha
implantado con éxito en las Ultimas décadas, pero ha sido
necesario replantear la recomendacion respecto a la concentracion
de B en aguas de riego para evitar su acumulacion en el suelo y
favorecer la sostenibilidad de las plantaciones citricolas (Grattan
et al.,, 2015). Estos datos sugieren, coincidiendo con estudios
recientes (Pedrero et al., 2013), que los limites actualmente
establecidos quiza no sean suficientemente restrictivos, ya que se
observd una acumulacion foliar alta, que en citricos se
correlaciona con la aparicion del efecto toxico.

En éste contexto, analizamos el efecto del portainjerto y de
su ploidia en la nutricién, tamafio de los arboles, produccion y
calidad de la fruta.
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El estado nutricional de los arboles fue variable en funcion
del portainjerto y de su ploidia. Los &arboles VL/CM tuvieron
concentraciones de N, Ky Mn mas altas y de P, S, Ca, Mg, B, Cu
y Zn mas bajas que los VL/CC. Estas variaciones en la
composicion mineral foliar de la variedad injertada, dependiendo
del portainjerto son habituales en citricos (Ahmed y Al-Shurafa,
1984) y podrian estar relacionadas con la morfologia de las raices.
El sistema radicular de CM explora mejor los estratos profundos,
mientras que el de CC se desarrolla en superficie (Bitters, 1986).
Esto sugiere que CM pueda ser mas eficiente en la captacion de
nutrientes que tienden a lixiviarse, como el N; mientras que CC
absorbe mejor los nutrientes de la capa superficial, como el P. Sin
embargo, la absorcién de algunos nutrientes depende de la
afinidad especifica que tenga por ellos la raiz y no tanto de su
estructura. Es el caso del K, Ca y B cuya concentracion foliar
también varia frecuentemente en citricos en funcién del
portainjerto (Smith, 1975).

Los resultados obtenidos indican que la tetraploidia, en éste
estudio favorece el mantenimiento de concentraciones foliares de
K altas, mientras que la diploidia se asoci6 a concentraciones mas
bajas; también se observé que CM promueve niveles foliares de K
mas altos que CC. Esto podria ser debido a la diferente afinidad
de las raices para facilitar su absorcién. Las variaciones en la
concentracion foliar de K asociadas a la tetraploidia se han
descrito en algunos trabajos (Mouat y Anderson, 1973;
Shafieizargar et al., 2013). Recientemente se ha descrito que la
ploidia de las raices determina en gran medida la concentracion
foliar de K en Arabidopsis thaliana Heynh. y que la tetraploidia
induce concentraciones foliares mas elevadas que las del 2x.
(Chao et al., 2013). Ademas de tener una concentracion de K
elevada, los arboles sobre CM y portainjerto 4x, tuvieron
relaciones K/(Ca+Mg) mas altas que sobre CC y portainjerto 2x.
Este dato sugiere que la capacidad de mantener concentraciones
de K maés altas contribuye a mantener un balance entre cationes
antagonistas méas equilibrado, en las condiciones desfavorables
que impone el suelo calcareo de la parcela experimental,
favoreciendo la nutricion equilibrada (Shear et al., 1948).

Si consideramos por separado las relaciones K/IMg y K/Ca,
se observa que son mas altas en VL/CM que en VL/CC y en
arboles 4x que en 2x.
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Esta observacién indica que el cation que estd actuando
como principal antagonista del K es el Mg, como se ha descrito
ampliamente (Weir, 1969; Pathak y Kalra, 1971). La tetraploidia
no modifica la relacién K/Mg en CC, pero en CM la duplica.

La relacion K/Ca, similar entre portainjertos 2x, aumento en
los arboles con portainjerto 4x, probablemente debido a que la
tetraploidia aumenta el K a la vez que desciende el Ca foliar. Los
estudios sobre el efecto de la tetraploidia en la composicién
mineral foliar son escasos, pero varios autores coinciden en
sefialar éste efecto (Mouat and Anderson, 1973; Chao et al.,
2013).

En relacion con el B foliar, la concentracion en VL/CC fue
un 80% superior a la encontrada en VL/CM, debido a la
capacidad de exclusién tan diferente que tienen éstos
portainjertos; CM es uno de los portainjertos mas tolerantes al
exceso de B en el suelo, mientras que CC es uno de los mas
sensibles (Grattan et al., 2015). Estas diferencias probablemente
estén justificadas por propiedades especificas de la raiz de cada
portainjerto, aunque la capacidad del portainjerto de proveer una
nutricion adecuada también podria influir en el impacto del
exceso de B sobre la variedad. Algunos estudios sefialan que las
deficiencias de N y de K aumentan la sensibilidad del cultivo a la
salinidad del suelo y al exceso de B (Shear et al., 1948; Pathak y
Wallace y Bear, 1949; Cooper, 1961; Kalra, 1971; Grattan et al.,
2015) y que su absorcién y toxicidad aumentan cuando existe
deficiencia en algun nutriente o desequilibrio en el balance de Ca,
Mg y K (Wallace y Bear, 1949). Estas caracteristicas
nutricionales, que en nuestro estudio se encontraron mas
favorables en VL/CM que en VL/CC, podrian ser un factor que
contribuyera a la mayor tolerancia de CM al exceso de B en el
suelo.

En el caso del CC, la tetraploidia redujo en un 20% la
acumulacion de B en la variedad injertada. No hay estudios que
relacionen la tetraploidia con la menor absorcion de B en citricos
Yy son muy escasos en otras especies (Jones et al., 1995). Este
hallazgo sugiere que la tetraploidia del portainjerto contribuye a
mejorar la tolerancia en citricos al exceso de B en el suelo. La
capacidad del portainjerto de reducir el transporte a la variedad
injertada es el principal mecanismo de tolerancia al exceso de B
en citricos.
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Para contrastar ésta hipotesis e identificar sus determinantes
morfologicos, fisiolégicos y moleculares, se plantearon los
experimentos presentados en el capitulo IV.

En relacién con el tamafio de los arboles y su
productividad, nuestro estudio coincide con datos previos
(Bitters, 1986) indicando que CM es un portainjerto que induce
mayor vigor y una entrada en produccion mas temprana que CC.
También corrobora que la tetraploidia del portainjerto determina
una altura menor del arbol (Lee, 1990; Grosser y Gmitter, 2011),
aunque desvela que el efecto reductor del tamafio de copa puede
darse 0 no en funcion del portainjerto considerado. En nuestro
estudio, el volumen de copa de VL/4xCC fue un 42% inferior al
2X, mientras que en VL/CM no hubo diferencias entre ploidias.

Por otro lado, la produccion fue un 20% inferior en arboles
4x que en los 2x, tanto de VL/CC, como de VL/CM, pero no se
observaron diferencias en la eficiencia productiva. Estos datos
sugieren que podria mejorarse el rendimiento de las plantaciones
citricolas utilizando CC4x y reduciendo el marco de plantacion,
como proponen algunos estudios con otros portainjertos (Grosser
y Gmitter, 2011). Sin embargo, no se observ6 una reduccion del
tamafio de copa en CM4x como seria esperable. Estos datos
coinciden con estudios previos (Lee, 1994), en los que se sugiere
gue el efecto de la tetraploidia en la fisiologia de los arboles es
dependiente de la especie considerada. No obstante, la plantacion
se encuentra en desarrollo y para disponer de datos concluyentes
habré que realizar medidas cuando alcance un estado maduro. Por
otro lado, dado que el estudio se realiza en una Unica localizacién,
no es posible valorar la interaccion de la tetraploidia con las
condiciones ambientales.

El tamafio de los frutos producidos en arboles VL/CM fue
un 28% mayor que la de los arboles VL/CC. Esto podria estar
relacionado con el estado nutricional mas equilibrado que se
observé en VL/CM, pero habria que esperar a que los arboles
VL/CC alcancen una produccion comparable a la observada en
VL/CM para poder realizar una comparacion concluyente. La
ploidia, sin embargo, no modifico la calidad del fruto, como
sefialan otros estudios (Schwartz, 2001a; Hussain et al., 2012a).

En conclusion, el suelo calizo y con exceso de B en el que
se llevd a cabo éste estudio, pudo promover el desequilibrio de
algunos nutrientes en los arboles.
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En éste contexto, CM tuvo una nutricion méas equilibrada,
un crecimiento méas vigoroso, una entrada en produccion mas
temprana y frutos de mayor tamafio que CC. En CC la tetraploidia
contribuy6 a mejorar la tolerancia al exceso de B en el suelo y
determind una reduccién considerable del tamafio de la copa,
efectos que no se observaron en CM. Este resultado indica que las
modificaciones inducidas por la tetraploidia son variables en
funcion del genotipo, aunque no puede descartarse que intervenga
algun efecto ambiental. Los resultados obtenidos en CC sugieren
que las variantes 4x pueden ser de utilidad para mejorar el cultivo
en citricos en algunas condiciones puntuales.
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5. Informacidn suplementaria

Tabla 1.S1 Composicidon y caracteristicas del suelo de la parcela
experimental.

Nitrégeno (mg-Kg™) 1183 Zinc (mg-Kg™) 1.47
Fosforo (mg-Kg™)*  52.6 Boro (mg-Kg?) 0.56
Calcio (meq-gh)* 12.3 Carbono/Nitrogeno 8
Magnesio (meq-g')*  4.04 Calcio/Sodio 8.3
Potasio (meq-g™)* 1.88 Caliza activa (%) 6.36
Sodio (meq-g™)* 1.48 Carbonato célcico (%) 32.7
Hierro (mg-Kg™) 5.6  Materia organica (%) 1.63
Manganeso (mg-Kg™') 5.63 Ph 8.54
Cobre (mg-Kg™) 2.08 Tex. USDA Franco-arcillosa

*Fraccion disponible

Tabla 1.S2 Calidad del agua de riego empleada en la parcela
experimental.

Origen del agua Restriccion

Trasvase Tajo-Segura Local (MAGRAMA, 2004)

(ATS) (AL)

'CE (dS-cm™) 0.69 3.5 >0.7
’SAR 0.78 3.8 >3
Sodio (meg-L™) 1.32 13.7 >3
Cloruro (meg-L™) 0.97 12.9 > 4
Boro (mg-L™) 0.05 0.7 >0.7
Nitratos (mg-L™) 7.29 25 >5

Hierro (mg-L™) 0.05 2.2 -

Potasio (mg-L™) 1.68 32.8 -

tconductividad eléctrica; “relacion de absorcion de sodio.
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Tabla 1.S3 Valores medios y su error estandar de las concentraciones foliares de A) macronutrientes (mg-g™* PS) y B)
micronutrientes (ppm) en los arboles de naranjo ‘Valencia’ late injertados sobre citrange Carrizo (CC) o C. macrophylla (CM)
diploides (2x) y tetraploides (4x).

(A) Pl A. N P S K Mg Ca
CC 2x 3° 238 + 1.00 19 = 024 26 + 031 104 + 1.76 3.9 + 0.08 46.6 + 2.20
4° 173 + 0.09 15 + 0.15 29 + 018 6.0 * 0.35 45 + 0.07 43.6 + 1.03
5% 167 =+ 052 1.3 = 007 35 + 024 50 *= 0.67 50 = 0.30 545 + 0.76
4x 3° 249 + 031 19 + 014 24 + 016 98 + 050 3.7 + 0.18 309 + 131
4° 176 + 012 12 + 007 18 = 009 93 =+ 0.12 38 + 0.07 30.7 + 0.79
5° 185 + 118 16 + 0.15 3.3 + 0.04 7.7 + 055 43 + 0.12 434 + 3.43
CM 2x 3° 245 + 0.77 08 = 009 21 + 023 91 + 149 19 = 0.16 37.8 + 4.46
4° 19.1 + 0.64 0.7 + 0.02 09 = 0.05 6.9 * 047 28 + 0.08 356 + 0.32
5° 208 = 103 08 = 002 3.1 + 011 6.2 *+ 041 3.7 + 0.38 456 + 1.66
4x 3° 242 + 037 10 = 004 22 + 0.15 138 + 191 1.6 + 0.11 285 + 1.40
4° 188 + 0.12 0.8 + 0.03 09 = 0.03 106 + 0.69 19 + 0.04 27.6 + 0.90
5% 204 = 051 09 = 003 26 = 0.16 88 =+ 0.36 3.0 + 0.14 341 + 1.13




(B) PIL. A. B Cu Mn Zn F
CC 2x 3° 2112 + 3141 6.0 £ 0.15 133 + 144 2.1 + 1.20 455 + 210
40 273.0 £+ 1514 7.7 £ 0.21 183 £ 0.60 0.8 + 0.44 43.0 + 1.42
50 281.3 + 2226 11.7 + 0.33 130 £ 0.00 1.7 £ 1.00 92.7 + 17.94
4x 3 1441 + 1142 7.1 + 046 125 + 047 14 + 080 541 + 234
4° 2103 £+ 754 89 + 027 114 + 086 0.7 = 0.42 515 + 6.11
5° 2350 £+ 1.00 13.7 + 1.76 10.7 + 0.33 3.2 + 186 77.7 = 11.86
CM 2x 3° 1075 + 434 45 + 032 293 + 461 27 £ 157 726 + 6.51
4° 126.0 + 361 41 + 0.10 36.8 £ 514 04 + 0.23 579 + 6.21
50 99.7 + 186 50 + 058 41.3 + 6.23 0.6 + 0.33 643 + 2.60
4x 3 1236 + 938 46 + 022 236 + 1.13 1.7 + 098 747 + 3.13
4° 161.0 £ 252 47 + 017 304 + 176 15 £ 0.84 579 £ 6.43
5° 1250 + 3.00 6.0 + 058 427 + 6.12 0.6 + 0.33 727 + 3.84







CAPITULO 11

Efecto de la salinidad en los genotipos 2x y 4x
de Citrus macrophylla Wester".

1. Introduccién

Los citricos se cultivan en clima semiarido, donde muchos
suelos tienen el inconveniente de ser salinos o retnen condiciones
favorables a la salinizacién (véase apartado 1-4.2). La salinidad del
suelo ocasiona la reduccién del crecimiento y altera el
funcionamiento fisiolégico normal de los citricos (Maas, 1993;
Gomez-Cadenas et al., 2003; Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014),
aunque se han encontrado diferencias en el grado de tolerancia entre
las especies de citricos y los géneros afines (Maas, 1993).

Los efectos del estrés salino estan causados, en parte, por la
alteracion de las relaciones hidricas. La disminucion del potencial
osmotico de la solucidn del suelo afecta al intercambio de gases de la
planta, ya que reduce su potencial hidrico (ys) y con ello la
conductancia estomatica (gs), la tasa de transpiracion (E) y la tasa de
asimilacién (Aco,) de las hojas (Walker y Douglas, 1983;
Behboudian et al., 1986; Lloyd et al., 1987a; Lloyd et al., 1990;
Bafiuls y Primo-Millo, 1992; Garcia-Legaz et al., 1993; Bafiuls y
Primo-Millo, 1995; Barfuls et al., 1997; Garcia-Sanchez et al.,
2002a).

'El contenido de éste capitulo se ha publicado en el siguiente
articulo:

Ruiz, M., Quifones, A., Martinez-Alcantara, B., Aleza, P., Morillon,
R., Navarro, L., Primo-Millo, E., Martinez-Cuenca, M. R., 2016.
Effects of salinity on diploid (2x) and doubled diploid (4x)
Citrus macrophylla genotypes. Scientia Horticulturae 207:33-40.
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Por otro lado, la concentracion excesiva en las hojas de los
iones salinos absorbidos ocasiona toxicidad especifica y
desequilibrios nutricionales (Walker y Douglas, 1983; Grieve y
Walker, 1983; Walker et al., 1983; Walker et al., 1983; Behboudian
et al., 1986; Bafuls et al., 1990; Romero-Aranda et al., 1998). La
absorcion de iones salinos por las raices y su transporte a la parte
aérea son procesos controlados por el portainjerto que determina, en
gran medida, el grado de acumulacién de sodio (Na*) y cloruro (CI)
en las hojas (Walker et al., 1983;Walker y Douglas, 1983; Lloyd et
al., 1987b; Lloyd et al., 1990; Bafiuls et al., 1990; Garcia-Legaz et
al., 1993; Bafiuls y Primo-Millo, 1995; Bafiuls et al., 1997; Garcia-
Sanchez et al., 2002a; Garcia-Sanchez et al., 2006; Forner-Giner et
al., 2009). En citricos, el i6n cuya acumulacion es mayoritariamente
responsable del dafio es el CI" (Bafiuls y Primo-Millo, 1992; Hussain
et al.,, 2012b), por lo que el grado de tolerancia a la salinidad
proporcionada por un portainjerto se establece en funcion de su
capacidad de excluir CI" para mantener reducida su concentracion en
la parte aérea (Ream y Furr, 1976; Walker et al., 1982; Walker et al.,
1983; Walker y Douglas, 1983; Bariuls et al., 1990; Bafiuls y Primo-
Millo, 1995; Bafiuls et al., 1997; Romero-Aranda et al., 1998).

Las plantas autotetraploides (4x) difieren de sus ancestros 2x
Unicamente por contener un numero duplicado de cromosomas
somaticos, aunque pueden considerarse clones de sus respectivos
genotipos 2x, por ser su composicion génica idéntica. En citricos se
han identificado diferencias fenotipicas entre las plantas 2x y sus
correspondientes 4x (Cameron y Frost, 1968; Barrett y Hutchison,
1978; Romero-Aranda et al., 1997; Allario et al., 2011). Entre ellas,
se ha propuesto que las raices de las plantas 4x, mas gruesas Yy
cortas, podrian modificar la capacidad de absorcion de iones
(Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014). Se ha descrito que puedan
retrasar la intoxicacidn salina por favorecer una acumulacién menor
en la parte aérea (Saleh et al., 2008). Este comportamiento, plantea
la posibilidad de utilizar genotipos 4x como portainjertos para
mejorar la tolerancia a la salinidad del cultivo, ya que otras
caracteristicas de interés atribuidas al genotipo 2x no se modifican
con la tetraploidia (Lee, 1990).

El objetivo de éste trabajo fue estudiar el comportamiento de
plantas 2x y 4x de Citrus macrophylla Wester (CM), cultivadas en
condiciones de estrés salino, para determinar si la tetraploidia mejora
la respuesta al estrés salino inducido por NaCl y cuéles son los
mecanismos fisioldgicos que diferencian a las plantas 2x de las 4x en
su respuesta a este estres.
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El objetivo ultimo fue determinar si la utilizacion como
portainjerto de CM4x podria mejorar la tolerancia de los arboles a la
salinidad respecto a CM2x. Se eligi6 esta especie porque
actualmente es el portainjerto utilizado en el 23% de las nuevas
plantaciones (Navarro, 2015) y proporciona tolerancia a la salinidad
del suelo, permitiendo el cultivo de citricos en zonas afectadas por
esta condicion (Garcia-Legaz et al., 1993; Fernandez-Ballester et al.,
2003). Para ello se realizaron dos experimentos. En el primero las
plantas se sometieron a concentraciones moderadas de NaCl y se
evalu6 el efecto del tratamiento en la concentracion de iones en los
organos, las relaciones hidricas, el intercambio de gases y el
crecimiento de las plantas. En el segundo experimento se aplicd una
concentracion salina alta para evaluar el dafio en las hojas causado
por la acumulacién de iones.

2. Materiales y métodos

2.1.Material vegetal

Se utilizaron plantas 2x y 4x de C. macrophylla (CM)
obtenidas por germinacion de semillas procedentes de arboles del
banco de germoplasma de plantas libres de patdgenos del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) (Navarro, 2015;
Navarro et al., 2002).

2.2.Comprobacion del nivel de ploidia

La ploidia de las plantas se comprobd mediante citometria de
flujo, utilizando una muestra de tejido foliar de 0.5 mm?
aproximadamente, junto con una muestra similar de plantas control
2x 0 4x (Aleza et al., 2009). En una placa Petri, se deposit6 la
muestra y una gota de la solucion de aislamiento de ndcleos (High
Resolution DNA Kit Type P, solution A; Partec). Con ayuda de una
cuchilla, se troced la muestra finamente y se filtr6 para separar los
nucleos a través de una malla de nylon de 30 um. El tampdn de
aislamiento filtrado se recogi6 en un tubo nuevo y se afiadié la
solucién de DAPI (4’°,6-diamine-2-phenylindol) (High-Resolution
DNA Kit Type P, solution B; Partec) para tefiir los niucleos. Tras 5
min de incubacién a temperatura ambiente, las muestras se
introdujeron en el citémetro de flujo Ploidy Analyzer (PA; Partec),
equipado con una bombilla de mercurio de alta presion HBO 100-W
y los filtros KG1 y BG38. Los histogramas se analizaron con el
software dpac, v2.0 (Partec), que a partir de los picos obtenidos y su
coeficiente de variacion, determina el nivel de ploidia de las
muestras.
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2.3.Condiciones experimentales

Las semillas de CM 2x y 4x se germinaron en el invernadero,
utilizando un sustrato previamente esterilizado, compuesto de turba,
fibra de coco, arena y perlita (50:25:20:5) y con 1.38 g kg de
superfosfato de cal. Los semilleros se regaron dos veces por semana
con una solucion nutritiva compuesta de 5 mM Ca(NOs),, 1.4 mM
KNO3z, 2 mM MgSO,, 0.6 mM H3PO,, 20 uM Fe-EDDHA, 7.6 uM
ZnS0O,-7H,0, 0.50 uM CuS0O,4-5H,0, 50 uM H3BO;, 0.50 uM MoO;
y 54 yM MnSO4-H,0 vy ajustada a pH 6.0 con 1 M KOH. Las
concentraciones de ClI" y Na* en la solucién de riego fueron de 3.8
mM y 2.4 mM, respectivamente. Se aplicd la solucion de riego
diluida 1:1 con agua desionizada durante las primeras 8 semanas.
Tras este periodo, se seleccionaron las plantas por su uniformidad y
se trasplantaron a macetas de plastico de 0.5 L con sustrato
compuesto por turba, fibra de coco, arena y perlita (40:25:25:10).
Las plantas se regaron con la solucion nutritiva descrita durante dos
semanas y tras este periodo se sometieron a los experimentos que se
describen a continuacién. Durante todo el proceso, las plantas se
cultivaron en un invernadero equipado con luz suplementaria PAR
de PPDF 250 umol m s™ suministrada para alargar el fotoperiodo a
16 h de luz. El rango de temperaturas oscil6 entre 16° y 18° C
durante la noche y entre 26° y 28° C durante el dia y la humedad
relativa se mantuvo aproximadamente al 80%. Cada maceta se regd
dos veces por semana durante los 30 dias de duracién de los
tratamientos con 300 mL de la solucién para favorecer el drenaje y
evitar la acumulacion de sales en el sustrato.

2.3.1. Experimento I: salinidad moderada

Se seleccionaron 24 plantas homogéneas de cada ploidia, que
se distribuyeron al azar en el &rea destinada al experimento. Una fila
adicional de plantas no sometidas al experimento se colocé rodeando
las anteriores para favorecer la homogeneidad de las condiciones.
Las plantas de cada ploidia se separaron en dos grupos y se regaron
con la solucion nutritiva descrita, suplementada con 40 mM NaCl
(+S) o sin modificar (Ct), respectivamente para cada tratamiento.
Seis plantas de cada tratamiento y ploidia se destinaron al analisis
mineral y otras seis se utilizaron para medir el intercambio de gases
(conductancia estomatica, gs; transpiracion, E; asimilacién neta,
Acoz; Yy concentracion sub-estomatica de CO,, Ci), los componentes
del potencial hidrico y el crecimiento en peso seco.

2.3.2. Experimento Il: salinidad elevada
Se seleccionaron 12 plantas homogéneas de cada ploidia, que
se distribuyeron al azar en el area destinada al experimento.
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Una fila adicional de plantas no sometidas al experimento se
colocd rodeando las anteriores para favorecer la homogeneidad de
las condiciones. Las plantas de cada ploidia se separaron en dos
grupos y se regaron con la solucion nutritiva descrita, suplementada
con 80 mM NaCl (+HS) o sin modificar (Ct), respectivamente para
cada tratamiento. Seis plantas de cada tratamiento y ploidia se
utilizaron para tomar las medidas de verdor foliar y posteriormente
se destinaron al analisis mineral.

2.4.Analisis de iones

Tras la aplicacion de los tratamientos, las plantas se sacaron de
la maceta y se lavaron con agua desionizada. Se separaron las hojas,
raices y tallos y se pesaron en fresco individualmente. Los érganos
se secaron en una estufa a 70 °C durante 48 h, hasta alcanzar un peso
seco (PS) constante. Para determinar la concentracién de iones de
cada drgano, las muestras secas se molieron por separado en un
molino de bolas y se almacenaron a temperatura ambiente. La
concentracion de Cl° se determind mediante titulacion con iones
plata en un cloridémetro Corning 926 (Corning, Inc. NY) seguln
describe (Gilliam, 1971). Las concentraciones de Na* y K* se
midieron en muestras de 0.5 g de PS, que se incubaron previamente
con 10 mL de HNOj; durante 12 h y se digirieron a 120 °C. Tras
atemperarse, se trataron a 220 °C con 2.0 mL de HCIO, al 70% hasta
cesar la emisién de humos. Las digestiones se enrasaron con agua
ultrapura hasta alcanzar un volumen de 25 mL (Campbell y Plank,
1998). Se determind en ellas el Na* y el K™ mediante espectroscopia
de emisién atémica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
AES) en un equipo iCAP 6000 (Thermo Scientific).

2.5.Tasas de absorcion y transporte de CI', Na" y K*

La tasa de absorcion neta (An, umol g'PS raiz dia™) se calcul6
a partir del By acumulado en las plantas, utilizando la ecuacion de

Pitman (1976):
InR30 InRo Cra Cro
An = R30R o tso to

Donde R es el PS de la raiz y C+ es el contenido total del i6n en la
planta completa, al inicio del tratamiento (to) y al final (tzo).

La tasa de transporte neto (Tn, umol g*PS raiz dia), que cuantifica
la translocacién del elemento, se calculé segln la ecuacidn siguiente:

97



98

In Rzo In Ro Cazo Cao
n = R30R o tso to
Donde R es el PS de la raiz y Ct es el contenido total del ién en la
parte aérea, al inicio del tratamiento (to) y al final (tzo).

2.6.Componentes del potencial hidrico de las hojas

El potencial hidrico de las hojas (ys) se midié con una camara
de presion de Scholander (Soilmoisture Equipment Corp. Santa
Barbara, CA, USA), equipada con lupa para observar el punto de
compensacion (Scholander et al., 1965). Las medidas se tomaron en
dos hojas de cada planta, que se escindieron a las 10:30 am y se
envasaron inmediatamente en una bolsa de plastico. El potencial
osmatico (y,) se midioé con un osmometro (Wescor, USA) utilizando
hojas que se congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente
después de ser arrancadas y se almacenaron a -80 °C envasadas en
aluminio. Para extraer la savia, las hojas se colocaron en un tubo
eppendorf de 1.5 mL agujereado en su base y colocado sobre otro
tubo similar a modo de recipiente colector. Se centrifugd a 14000
rpm durante 5 min siguiendo el método modificado de Callister et al.
(2006). A partir de la concentracion de osmolitos (mmol L™)
obtenida se calculé el y, mediante la ecuacion de Van’t Hoff:

c'R-T
1000

Yt (MPa) =

Donde ¢ es la concentracion molar de la solucién (mol-L™), R es la
constante 8.314 kPa-L-K™-mol™ y T es la temperatura (K).

El potencial de turgencia (y,) de las hojas en el instante que fueron
arrancadas se calculd como la diferencia entre el y, Yy el ys medidos
en dos hojas adyacentes del tallo de las plantas.

2.7.Medida del intercambio de gases

La conductancia estomatica (gs), la tasa de fotosintesis o
asimilacién neta de CO; (Aco.), la tasa de transpiracion (E) de las
hojas y la concentracion sub-estomatica de CO, (Ci) se midieron en
el exterior del invernadero entre las 10:30 y las 11:30 am en dias
soleados, para facilitar la homogeneidad y estabilidad de las
medidas. El registro se realiz6 con un analizador de gases mediante
luz infrarroja LC-pro-SD (ADC Bioscientific Ltd, UK).
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La hoja se ilumind con radiacién fotosintéticamente activa,
fijando la densidad de flujo de fotones a 1000 pmol m™, cifra que
excede el valor de saturacion para citricos (Jifon y Syvertsen, 2003).
Se registro el intercambio de gases cada 3 s, realizando 10 réplicas
consecutivas en cada hoja. Las medidas se realizaron al final del
periodo experimental, en dos hojas maduras de la porcion media del
tallo de cada planta. ElI valor medio por planta se considerd
representativo para el analisis.

2.8.Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a analisis de la varianza
(ANOVA) vy las medias se clasificaron utilizando el test de rango
multiple de Duncan para P < 0.05, con el software Statgraphics Plus,
version 5.1 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs). Las
interacciones entre efectos principales fueron Unicamente
consideradas en el caso de que los efectos principales fueran
significativos de manera independiente, en caso contrario no fueron
incluidos en el modelo (ni).

3. Resultados

3.1.Experimento 1: salinidad moderada

3.1.1. Crecimiento de las plantas

En la Fig. 2.1 se muestra el peso seco (PS) de cada 6rgano
(hojas, tallo y raiz) y de las plantas completas de CM 2x y 4x
regadas con la solucion nutritiva sin modificar (Ct) o con 40 mM
NaCl (+S) durante 30 dias. El PS total de las plantas 4xCt fue 1.96
veces mayor que el de las 2xCt, debido principalmente a la
contribucién de la parte aérea (hojas y tallo). El tratamiento salino
no redujo el PS de las plantas 2x+S en comparacion con el de las
2xCt, mientras que el PS de las plantas 4x+S fue un 25.6% menor
gue el de las 4xCt. Entre las plantas salinizadas 2x+S y 4x+S, no
hubo diferencias en el PS.

3.1.2. Concentracion de iones
Las concentraciones de ClI" y Na* en las hojas, tallos y raices
aumentaron en ambos genotipos al aumentar la concentracién salina
de la solucién de riego de 0 a 40 mM de NaCl (Tabla 2.1). En las
plantas salinizadas (+S), las concentraciones de ClI" y Na* en las
hojas fueron, en ambos casos, en torno a 1.4 veces mas altas en
plantas 2x+S que en 4x+S.
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Figura 2.1. Efecto del tratamiento salino con 40 mM NaCl (+S) durante 30 dias
en el peso seco (g) de A) la planta completa, B) hojas, C) tallos y D) raices de
plantas de C. macrophylla diploides (2x) y tetraploides (4x). Ct: plantas control.
Los valores son la media de seis plantas (n=6). Letras diferentes indican
diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango multiple de
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CAPITULO I

Las plantas 2xCt tuvieron las concentraciones mas altas de K™,
que fueron, tanto en las hojas como en las raices, 1.9 y 2.1 veces,
respectivamente mayores que en 4xCt (Tabla 2.1). La concentracién
de K" se redujo en un 36.7% en las hojas de plantas 2x+S,
comparadas con las de 2xCt; sin embargo, no se encontraron
diferencias en la concentracion de K* entre las hojas de plantas 4x
sometidas al tratamiento Cty +S.

Tabla 2.1 Concentracion (mM en agua del tejido) de cloruro (CI’), sodio
(Na®) y potasio (K*) en las hojas, tallo y raiz de plantas diploides (2x) y
tetraploides (4x) de C. macrophylla cultivadas en medio salino (+S) con 40
mM de NaCl o en medio control (Ct) durante 30 dias.

2X 4x ANOVA

Ct +S Ct +S T P TxP

Hoja
Cl" 378c 127.0a 29.6d 89.1b * * ns
Na" 83.2c 154.4a 82.3¢ 1079b * ns ni
K* 574.7a 363.7b 302.9b 317.6b ns * ni
Tallo
Cl" 435c 1739a 35.0d 133.0b * % i
Na® 10.4c 104.7a 11.9¢c 78.0b * % i
K" 138.3a 123.1b 102.2b 138.4a ns * ni
Raiz
Cl" 528b 1119a 50.0b 115.2a * . ns ni
Na® 33.1c 1629a 71.3b 1833a * ns ni
K" 8l4a 59.2b 38.0c 47.4b ns * ni

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Los efectos de la ploidia
(P) y el tratamiento (T), determinados mediante ANOVA de doble via se
indican: *P < 0.05; ns, no significativo; ni. no incluido en el modelo. Las
letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas para P < 0.05
al aplicar el test de rango multiple de Duncan.

3.1.3. Tasas de absorcion y transporte de iones
Las plantas que no recibieron el tratamiento salino, mostraron
tasas de absorcion y transporte de Na* y CI” similares (Fig. 2.2A y
2.2B). Con el tratamiento salino, aumentaron ambas tasas en las
plantas ambas tasas, pero las 2x+S tuvieron una absorcion y
transporte de CI" 2.2 y 2.3 veces, respectivamente, méas altos que las
plantas 4x+S (Fig. 2.2A).
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De igual modo, los valores de Na® para las mismas tasas
fueron 1.8 y 2.3 veces, respectivamente, mas altos que en las plantas
4x+S (Fig. 2.2B). Las plantas 2x, también mostraron tasas de
absorcion y transporte de K™ mas elevadas (entre 2 y 4 veces) que las
4x, a pesar del tratamiento salino.
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Figura 2.2. Efecto del tratamiento salino con 40 mM NacCl (+S) durante 30
dias en las tasas de absorcion y transporte (umol g™ PS raiz dia™*) de A) CI°
B) Na" y C) K* de plantas de C. macrophylla diploides (2x) y tetraploides
(4x). Ct: plantas control. Los valores son la media de seis plantas (n=6).
Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas para P <
0.05 al aplicar el test de rango multiple de Duncan

Sin embargo, en plantas 2xCt hubo mayor absorcion que en las
2x+S, mientras que las tasas no variaron entre plantas 4xCt y 4x+S.
El transporte de K", a diferencia de su absorcion, se redujo tanto en
plantas 2x+S como en 4x+S respecto a sus correspondientes plantas
control (Fig. 2.2C).
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CAPITULO I

3.1.4. Potencial hidrico e intercambio de gases

El potencial hidrico de las hojas de plantas sometidas al
tratamiento +S descendié en comparacién con el de las plantas Ct y
fue 1.6 veces menor en plantas 2x y 1.2 veces menor en plantas 4x.
Sin embargo no hubo diferencias significativas entre las plantas
2x+S y las 4x+S (Tabla 2). El potencial osmético (y,) fue menor en
las plantas salinizadas que en las control, siendo las diferencias
proporcionales a las anteriores. El y, mas reducido se encontrd en
las plantas 2x+S, mientras que el y, fue similar entre plantas 2x+S 'y
4x+S (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Potencial hidrico (ys, MPa), potencial osmético (y,, MPa) y
potencial de turgencia (wp, MPa) en hojas de plantas diploides (2x) vy
tetraploides (4x) de C. macrophylla cultivadas en medio salino (+S) con 40
mM de NaCl o en medio control (Ct) durante 30 dias.

2X 4x
Ct +S Ct +S
Vs -0.98 a -153 b -1.13 a -1.37 b
WYy -2.11 a -3.18 ¢ -2.17 a -265 b
Yp 1.13 a 1.65 a 1.04 a 1.28 a

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Letras diferentes en cada
fila indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de
rango multiple de Duncan.

La conductancia estomaética (gs) fue un 25.6% mayor en las
hojas 2xCt que en las 4xCt (Tabla 2.2). El tratamiento salino redujo
la gs en un 41.9% en las hojas 2x, mientras que el descenso en las
hojas 4x fue del 57.6% (Fig. 2.3A.). Entre ploidias, la gs fue 1.9
veces mayor en las hojas 2x+S que en las 4x+S. La transpiracion (E)
fue proporcional a los valores de gs y en 2xCt fue un 21.4% mayor
gue en 4xCt (Fig. 2.3B). En las plantas sometidas al tratamiento
salino, se redujo un 29% en plantas 2x, mientras que el descenso en
plantas 4x fue del 46.5% respecto a sus correspondientes plantas Ct.
Entre ploidias, la E fue 1.7 veces més alta en 2x+S que en 4x+S. Sin
embargo, la tasa de asimilacién (Aco,) fue similar entre las plantas
Ct y también se redujo al aplicar el tratamiento +S (Fig. 2.3C).

El descenso fue menor en las plantas 2x que en las 4x, siendo
un 34.1% menor y un 54.8% menor, respectivamente. Entre ploidias,
la Aco, fue 1.5 veces mayor en plantas 2x+S que en las 4x+S. La Ci
fue similar entre plantas 2xCt y 4xCt, mientras que el tratamiento +S
aumento éste parametro en las plantas 4x en torno a un 20% y no lo
modificé en las plantas 2x (Fig. 2.4.).
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Figura 2.3 A) Conductancia estomatica (gs, mmol H,0-m?.s), B)
transpiracion (E, mmol H,0-m™?.s') y C) asimilacién neta de CO, (ACO,,
pumol CO, m? sy medidas cada 10 dias en hojas de plantas diploides (2x)
y tetraploides (4x) de C. macrophylla cultivadas en medio salino (+S) con
40 mM de NaCl o en medio control (Ct) durante 30 dias. Los valores son la
media de 6 plantas (n=6); letras diferentes indican diferencias significativas
para P < 0.05 en el test de rango mdltiple de Duncan.
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Figura 2.4 Efecto sobre la concentracion sub-estoméatica de CO, (Ci) del
tratamiento con un medio salino (+S) con 40 mM de NaCl o con un medio
control (Ct) durante 30 dias de plantas diploides (2x) y tetraploides (4x) de C.
macrophylla. Los valores son la media de 6 plantas (n=6); letras diferentes
indican diferencias significativas para P < 0.05 en el test de rango mdltiple de
Duncan.

3.2.Experimento I1: salinidad elevada

3.2.1. Concentracion de iones

Las plantas sometidas al tratamiento salino con NaCl 80 Mm
(+HS) durante 30 dias alcanzaron concentraciones foliares de ClI™ que
fueron 1.4 veces mas altas en plantas 2x+HS que en las 4x+HS (Fig.
2.5A). Estos resultados confirman que el genotipo 4x tiene una
capacidad de exclusion de iones ClI” mayor que el 2x. Sin embargo,
en éstas condiciones de alta salinidad no se encontraron diferencias
en la concentracion foliar de Na* entre las plantas salinizadas 2x y
4x (Fig. 2.5B). Este dato indica que la mayor capacidad de exclusion
de Na’ en las plantas 4x no se mantiene cuando la salinidad del
medio externo es elevada.

3.2.2. Daifio foliar
Las lecturas SPAD realizadas en las hojas, que miden su
verdor y se correlacionan con la concentracion de clorofilas se
representan en la Fig. 2.6 como la pérdida de verdor respecto al
inicio del experimento (f:i).

105



106

200 A

(=2

150 -

100 b

Cl' concentracion (mM)

50

400 +

—e— 2x
—a— 4x

300 -

200 -

Na" concentracion (mM)

10 20 30
Tiempo (Dias)

o

Figura 2.5 Concentracion foliar de cloruro (CI) y sodio (Na") en plantas
diploides (2x) y tetraploides (4x) de C. macrophylla cultivadas en un medio con
salinidad elevada (+HS; 80 mM de NaCl) o en un medio control (Ct) durante 30
dias. Los valores son la media de 6 plantas (n=6); letras diferentes indican
diferencias significativas para P <0.05 en el test de rango multiple de Duncan.

Transcurridos 30 dias, los valores relativos fueron un 15%
inferiores en las plantas 2x que en las 4x, indicando que la
degradacioén de clorofilas debida al dafio por toxicidad de los iones
acumulados fue menor en las plantas 4x (Fig. 2.6).
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Las hojas de las plantas 2x+HS mostraron sintomas de
toxicidad ligeros como son la aparicion de quemaduras incipientes
en los margenes y apices foliares. Estos sintomas no se observaron
en las plantas 4x+HS.
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Figura 2.6 Verdor foliar relativo (SPAD final/ inicial) medido en plantas
diploides (2x) y tetraploides (4x) de C. macrophylla cultivadas en un medio con
salinidad elevada (+HS; 80 mM de NaCl) durante 30 dias. Los valores son la
media de 6 plantas (n=6); letras diferentes indican diferencias significativas para
P <0.05 en el test de rango mdltiple de Duncan.
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4. Discusion

La salinidad del suelo ocasiona en las plantas dos alteraciones
fundamentales: la toxicidad, debida a la acumulacion de los iones
salinos y la inhibicion del crecimiento como consecuencia del efecto
osmatico de las sales. Entre las adaptaciones desarrolladas por las
plantas para hacer frente a éste estrés, destacan la exclusion de los
iones Na* y CI" y la tolerancia al estrés osmotico (Munns y Tester,
2008). Nuestros resultados muestran diferencias claras entre los
genotipos 2x y 4x de CM en su capacidad de excluir los iones salinos
de las hojas. En condiciones de salinidad moderada (+S), la
concentracion de CI” en las hojas fue mas baja en las plantas 4x que
en las 2x (Tabla 2.1), como consecuencia de la menor absorcion y
transporte del ién que manifestaron éstas plantas respecto a las 2x
(Fig. 2.2A). Este efecto probablemente sea debido a la menor tasa de
transpiracion que manifiestan las plantas 4x respecto a las 2x (Fig.
2.3B), ya que varios estudios sefialan que las tasas de absorcion y
transporte de CI” en citricos estan asociadas al uso de agua y a la tasa
de transpiracion respectivamente (Moya et al., 2003; Syvertsen et al.,
2010). Este comportamiento se asemeja al descrito en el mandarino
Cleopatra (C. reshni Hort. ex Tan.), considerado un portainjerto que
confiere tolerancia a la salinidad (Maas, 1993). Cuando esta especie
se cultiva en condiciones salinas, manifiesta una baja acumulacién
de Cl en la parte aérea, asociada a su tasa de transpiracion reducida y
la acumulacion del i6n se localiza preferentemente en el tejido de las
raices (Bafiuls et al., 1997; Forner-Giner et al., 2009).

En condiciones salinas, las plantas de CM 4x+S también
acumularon en las hojas concentraciones de Na* menores que las
2x+S (Tabla 2.1), debido a su absorcién y transporte reducidos (Fig.
2.2B). Sin embargo, ambos genotipos acumularon proporcionalmente
mas Na” en las raices que en las hojas (Fig. 2.2C), lo que sugiere que
el mecanismo de exclusion de Na® que mantiene baja la
concentracion en las hojas sea similar al descrito en P. trifoliata. En
esta especie la acumulacion de los iones Na* se realiza, con mas
preferencia que en otros citricos, en las raices y la porcion basal del
tallo, manteniendo en las hojas concentraciones relativamente bajas
(Walker, 1986). ElI mecanismo que permite ésta acumulacion reside
en las células parenquimaticas del xilema, que extraen Na® del
torrente xilematico para secuestrarlo en el tejido lefioso (Walker,
1986). No obstante, si fuera el caso, esta capacidad no parece
modificarse por el nivel de ploidia en CM.

La concentracion de K fue mas alta en las hojas, tallos y
raices de las plantas 2xCt que en las 4xCt (Tabla 2.1).
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El tratamiento salino redujo la concentracion de K* en todos
los 6rganos de plantas 2x+S, pero este efecto no se observo en las
4x+S. Existen numerosos estudios que documentan el descenso de la
concentracion de K* en los tejidos vegetales al aumentar la de Na*
(Grattan y Grieve, 1992). Esta reduccién es consecuencia de la
competicion de estos dos iones por su absorcion. En nuestro estudio,
la tasa de absorcion de K* en plantas 2x+S se redujo con el
tratamiento salino (Fig. 2.3C). Sin embargo la ausencia de éste
comportamiento en las plantas 4x+S indica que la tetraploidia
pudiera conferir una mayor selectividad del K* sobre el Na'.
Coincidiendo con nuestras observaciones, en Arabidopsis thaliana
(L.) Heyn, se ha descrito recientemente que la tetraploidia confiere
tolerancia a la salinidad, asociada al mantenimiento de
concentraciones de K* mas elevadas y menor acumulacion de Na* en
las hojas. Este estudio también indica que el érgano que determina
esta capacidad es la raiz 4x (Chao et al., 2013).

Existe controversia en lo referente al comportamiento de los
citricos 4x frente a la salinidad, debido a la reciente publicacién de
varios estudios, cuyas conclusiones difieren (Syvertsen y Garcia-
Sanchez, 2014). En algunos portainjertos de citricos (Poncirus
trifoliata (L.) Raf., citrange Carrizo (C. sinensis (L.) Osh. x P.
trifoliata) y mandarino Cleopatra (C. reshni Hort. ex Tan.) las
versiones 4x son mas tolerantes a la salinidad que sus
correspondientes 2x (Saleh et al.,, 2008). Sin embargo, en
condiciones de salinidad elevada y abundante disponibilidad hidrica,
los genotipos 4x de P. trifoliata y mandarino ‘Willowleaf” (C.
deliciosa Ten.) fueron menos tolerantes que los 2x, acumulando méas
CI" y resultando mas afectados (Mouhaya et al., 2010). En otro
estudio, que compard hibridos somaticos alotetraploides con su
parental 2x naranjo amargo (C. aurantium L.), las concentraciones
de Na* y CI" alcanzadas por éste tltimo fueron mas reducidas que en
los hibridos (Garcia-Sanchez et al., 2002b). Sin embargo, en la
evaluacion de hibridos alotetraploides cigoticos, procedentes del
cruce de alotetraploides somaticos, e injertados con naranjo
‘Valencia’ (C. sinensis), se encontrdé que eran capaces de mantener
las concentraciones idnicas foliares reducidas, evitar la aparicién de
sintomas y mantener el crecimiento méas eficientemente que la
mayoria de portainjertos 2x comparados (Grosser et al., 2012a).

En cuanto a las relaciones hidricas, de acuerdo con estudios
anteriores (Walker et al., 1983; Lloyd et al., 1990; Perez-Perez et al.,
2007), encontramos una reduccién del potencial hidrico (ys) en las
plantas sometidas a estrés salino, compensado por una reduccién del
potencial osmotico (V).
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Ademas la turgencia (y,) Se mantuvo a valores similares o
incluso maés elevados que los que muestran las hojas en condiciones
control (Tabla 2.2).

La reduccion en y, se atribuye a la acumulacion de Na* y CI"y por
ello las hojas 2x alcanzaron valores menores que las 4x. Este
mecanismo de ajuste osmoético, ampliamente descrito en citricos,
permite evitar la deshidratacion (Perez-Perez et al., 2007).

Por otro lado, se ha descrito que el cierre estomatico actla
limitando la translocacion a las hojas de los iones téxicos al
reducirse la E (Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014; Levy y Syvertsen,
2004). En nuestro experimento, la conductancia estomatica (gs) y la
transpiracion (E) fueron menores en plantas 4x+S que en las 2x+S
(Fig. 2.3A y 2.3B). Esto indica que, aunque las plantas 4x fueron
capaces de limitar la acumulacion foliar de Na* y CI" en mayor
medida que las 2x, son mas sensibles al cierre estomatico impuesto
por la salinidad. Basandonos en evidencias indirectas, pueden
proponerse al menos dos explicaciones para este comportamiento.

Una posibilidad seria que el estrés salino afecte en mayor
medida a las plantas 4x en la capacidad del tejido foliar para la
difusiéon del CO,, ocasionando la inhibicién bioquimica de Ila
fotosintesis. Este fendmeno viene indicado por un aumento en la
concentracion sub-estomética de CO, (Ci) (Farquhar y Sharkey,
1982). En citricos se ha documentado que, cuando la salinidad
induce el cierre estomatico, disminuyen conjuntamente la gs y la
Acoz, mientras que la Ci se mantiene o incluso aumenta en las
plantas respecto a las control (Garcia-Sanchez y Syvertsen, 2006).
Estos comportamientos se observaron en las plantas 2x+S y 4x+S
respectivamente (Fig. 2.4). El incremento en Ci registrado en éstas
Gltimas podria contribuir a un cierre estomatico mas pronunciado,
asociado con dafios en la anatomia foliar y cambios en la
fluorescencia de la clorofila que propiciarian una disfuncion en la
cadena de transporte de electrones (L6pez-Climent et al., 2008),
limitando la capacidad de asimilacién del meséfilo (Farquhar y
Sharkey, 1982).

Otra posibilidad es que la respuesta estomatica entre de las
plantas 4x se asocie a diferencias respecto al 2x en la capacidad para
sintetizar acido abscisico (ABA). Se ha documentado que los niveles
de ABA aumentan en las raices, la savia xilemética y en las hojas en
condiciones de estrés salino, coincidiendo con el descenso en la gs
(Gémez-Cadenas et al., 1998). Este trabajo propone que la sintesis
de ABA tiene lugar en las raices y es transportado a las hojas, donde
induce el cierre estomatico.
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La sintesis de ABA en las plantas 4x podria ser mas abundante
que en las 2x de manera constitutiva, tal y como se ha documentado
en la lima Rangpur (C. limonia Osb.) (Allario et al., 2013). En éste
estudio, se encontré una gs menor, asociada a contenidos mas altos
de ABA en las hojas de naranjo ‘Valencia’ injertado sobre lima
Rangpur 4x (V/4xLR) respecto a las hojas de V/2xLR. En las raices
de plantas V/4xLR se encontrd una sintesis constitutiva més alta de
ABA que en las de V/2xLR, asociada con la sobreexpresion del gen
CsNCED1, clave en la regulacién de la sintesis de ésta fitohormona.

Por otro lado, el cierre estoméatico inducido por estrés salino
reduce necesariamente la tasa de asimilacion neta (Aco2) (Bafiuls y
Primo-Millo, 1995). En nuestro experimento, la Aco, fue mas
reducida en las plantas 4x+S que en las 2x+S, ocasionando la
reduccion del crecimiento que observamos en las plantas 4x+S (Fig.
2.1). El mesofilo foliar mas grueso que caracteriza a los citricos 4x,
también puede incrementar la resistencia a la difusion de gases,
reduciendo el intercambio respecto a genotipos 2x (Romero-Aranda
et al., 1997). Los resultados de Syvertsen et al. (2000) respaldan que
los citricos 4x puedan tener menor Aco, que sus correspondientes 2X,
incluso en condiciones de alto CO,.

Ademas del estrés osmético, que reduce el potencial hidrico y
el crecimiento de las plantas, la salinidad ocasiona dafios por
toxicidad al acumularse en las hojas los iones absorbidos. Los dafios
se manifiestan como un descenso en el verdor y con la aparicién de
guemaduras. Los portainjertos de citricos difieren en su capacidad
para absorber Na* y CI" y transportarlo a la parte aérea (Walker y
Douglas, 1983; Lloyd et al., 1987b; Bafiuls y Primo-Millo, 1995;
Bafiuls et al., 1997; Garcia-Sanchez et al., 2002a; Garcia-Sanchez et
al., 2006) y la toxicidad en citricos se debe principalmente a la
acumulacion de CI en las hojas. Por ello, el principal mecanismo de
tolerancia a la salinidad en citricos es la restriccion de la absorcion
y/o transporte a la parte aérea del ién CI° (Walker et al., 1982;
Walker y Douglas, 1983; Walker et al., 1983; Hussain et al., 2012b).
Dada la elevada tolerancia de CM a la salinidad, respecto a otras
especies de citricos (Garcia-Legaz et al., 1993; Fernandez-Ballester
et al., 2003), las condiciones del experimento | (40 mM NacCl
durante 30 d) no fueron, aparentemente, suficientes para el
desarrollo de sintomas de toxicidad.

En otro experimento, realizado con citrange Carrizo 2x
cultivado en condiciones similares, las plantas acumularon 1.85
veces mas Cl™ en las hojas que CM2x, alcanzandose concentraciones
de 235.7 mM en agua del tejido en CC2x (Resultados no
presentados), frente a 127.0 mM en CM2x.
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En éste estudio, las plantas de CC sufrieron dafios foliares
severos y defoliacién (véase capitulo Il1), lo que corrobora la mayor
tolerancia de CM en éstas condiciones respecto a otras especies
menos tolerantes (Maas, 1993). Para evaluar la tolerancia a la
toxicidad de los iones de CM4x respecto a CM2x, se aplicé una
concentracion alta de NaCl (80 mM) en la solucion nutritiva del
experimento Il. Estas condiciones confirmaron la mayor capacidad
de exclusién de CI™ del genotipo 4x respecto al 2x (Fig. 2.5A), sin
embargo no se detectaron diferencias en la concentracion foliar de
Na" (Fig. 2.5B), probablemente porque el mecanismo de exclusidn
de éste i6n solamente opera a concentraciones bajas o moderadas
(Walker, 1986). El descenso en el verdor foliar, debido a la
degradacion de clorofilas, es un indicador temprano de dafio foliar
por toxicidad (Lloyd et al., 1987a; Garcia-Sanchez et al., 2002a). Las
plantas 2x+HS sufrieron un descenso del verdor foliar mas acusado
que las 4x+HS (Fig. 2.6) y quemaduras incipientes, debido a su
concentracion de Cl" més elevada.

Con éstos resultados, podemos concluir que C. macrophylla
diploide parece tolerar mejor que su version tetraploide el efecto
osmdtico inducido por la salinidad moderada, ya que no sufrid
reduccidn del crecimiento. Sin embargo, C. macrophylla tetraploide
es mas tolerante al componente toxico impuesto por la salinidad, por
presentar una capacidad mayor que el genotipo diploide de excluir el
CI', manteniendo concentraciones bajas en las hojas y retrasando asi
el dafio del tejido. Este efecto podria estar asociado a su menor tasa
de transpiracion, que limita la absorcion de Cl” y su transporte a la
parte aérea.
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CAPITULO I

La tetraploidia mejora la exclusion de
cloruro en citrange Carrizo (Citrus sinensis
(L.) Osh. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.)?

1. Introduccién

Los citricos se cultivan en zonas de clima semi-arido, donde
requieren riego por ser las precipitaciones escasas y de distribucion
irregular. En estas zonas, muchos suelos son salinos o relnen
condiciones favorables a la salinizacion (véase apartado 1-4.2).
El exceso de cloruro sédico (NaCl) en el entorno de las raices,
ocasiona en los citricos la reduccion del crecimiento y altera el
funcionamiento fisioldgico normal (Maas, 1993; Gomez-Cadenas et
al., 2003; Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014), aunque se han
encontrado diferencias en el grado de tolerancia entre las diferentes
especies de citricos y sus géneros afines (Maas, 1993). Su respuesta
a la salinidad parece depender de dos propiedades de la solucién
salina: las respuestas iniciales (Fase |) se atribuyen a un efecto de
déficit hidrico, desencadenado por el descenso del potencial hidrico
de la solucion del suelo al aumentar su potencial osmoético por la
presencia de las sales. EIl conjunto de respuestas que se manifiestan
posteriormente (Fase Il), se relacionan con la acumulacion de los
iones salinos en las hojas (Munns y Tester, 2008).

’El contenido de éste capitulo se ha publicado en el siguiente
articulo:

Ruiz, M., Quifiones, A., Martinez-Cuenca, M. R., Aleza, P,
Morillon, R., Navarro, L., Primo-Millo, E., Martinez-
Alcéantara, B. (2016). Tetraploidy enhances the ability to
exclude chloride from leaves in Carrizo citrange seedlings.
Journal of Plant Physiology 205, 1-10.
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En la fase I, el estrés hidrico incide de inmediato al aumentar
la concentracién de sales en la solucion del suelo por encima de un
umbral, desencadenando respuestas fisiolégicas adversas y
disminuyendo la tasa de crecimiento de las plantas. Este efecto
osmotico es el principal responsable de la reduccidén del potencial
hidrico de las hojas, que en el caso del estrés salino, queda
compensado por el reajuste osmdtico al acumularse iones cloruro
(CI) y sodio (Na*) en las hojas, permitiendo mantener la turgencia
en valores similares o incluso mas altos que en hojas control (Walker
et al., 1982; Walker y Douglas, 1983; Lloyd et al., 1990; Bafiuls y
Primo-Millo, 1992; Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014;). En citricos,
el estrés osmotico inicial desencadena la sintesis de acido abscisico
(ABA) en las raices, en el fluido xileméatico y en las hojas (Gomez-
Cadenas et al., 1998) coincidiendo con una reduccion drastica de la
conductancia estomatica (gs). Esta observacion sugiere que la
sintesis de ABA, inducido por estrés salino, tiene lugar
fundamentalmente en la raiz, para luego ser transportado a las hojas
(Gbémez-Cadenas et al., 1998), donde provoca el cierre estomatico.
La reduccién en la gs, implica un descenso en la transpiracién (E) y
en la tasa de asimilacion neta de CO, (Aco2), contribuyendo a la
citada reduccidn del crecimiento (Walker et al., 1982; Behboudian et
al., 1986; Lloyd et al., 1987a; Lloyd et al., 1987b; Lloyd et al., 1990;
Bafiuls y Primo-Millo, 1992; Garcia-Legaz et al., 1993; Bafiuls y
Primo-Millo, 1995; Romero-Aranda et al., 1998; Garcia-Sanchez et
al., 2006).

La fase Il sucede de manera mas tardia, cuando se alcanzan
concentraciones de iones excesivas, preferentemente en las hojas
mas viejas, ocasionando dafios visibles como resultado de la
toxicidad. Este efecto también reduce la capacidad fotosintética de la
planta, al disminuir el éarea foliar sana, con lo que desciende el
suministro de carbohidratos y en consecuencia el crecimiento. Las
especies de citricos difieren en su capacidad de acumular CI"y Na*
en las hojas. En el trabajo de Walker y Douglas (1983) se observan
grandes diferencias en la acumulacién de CI entre tres especies de
citricos que, por el contrario, alcanzaron concentraciones foliares de
Na* muy similares. En condiciones de salinidad moderada, Walker
(1986) sefialé que el mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex
Tan.) (MC) excluy6 muy eficientemente el ClI” de las hojas, mientras
que el naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata (L.) Raf) (NT) fue méas
eficiente excluyendo el Na® y sin embargé acumulé CI. EI NT
restringe el transporte de Na' a las hojas, acumulandolo en la
porcion basal del tallo y en las raices.
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Estudios mas recientes indican que la localizacion del Na* en
la raiz se debe a la retirada activa del i6n del fluido xilematico, asi
como a la escasa translocacion a la parte aérea, que se correlacionan
con la expresion elevada de los genes SOS1 y HKT1. Ademas, el
aumento en la expresién de NHX1, junto con la mayor actividad de
las bombas de protones del tonoplasto (V-ATPase y V-PPiase), se
correlacionan con una concentracion vacuolar de Na* mas elevada en
las raices de NT respecto a las de MC. Este mecanismo de
compartimentalizacion del Na* seria clave para la reduccion de la
acumulacion del i6n en la parte aérea (Martinez-Alcéntara et al.,
2015).

Sin embargo, en citricos, el i6n que se considera causante del
efecto téxico es el CI°, porque su acumulacién se correlaciona
claramente con la abscision y el dafio (Bafuls et al., 1990; Bafiuls y
Primo-Millo, 1992; Bafiuls y Primo-Millo, 1995; Bafiuls et al., 1997;
Romero-Aranda et al., 1998). La abscision, sucede en respuesta a la
produccion de etileno, cuyo precursor el &cido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC) debe ser estimulado por la acumulacién de CI
en citricos (GOmez-Cadenas et al., 1998). Por tanto, el efecto
osmatico tiene una repercusion inmediata en el crecimiento, mientras
que el efecto ibnico (especialmente ocasionado por ClI°) incide en el
crecimiento de manera mas tardia e indirecta, al reducir la superficie
foliar y la fotosintesis mediante la abscisién y el dafio (Munns y
Tester, 2008).

En el cultivo de citricos, el elemento que controla la absorcion
y el transporte a la parte aérea de iones salinos es el portainjerto, de
manera que la tolerancia a la salinidad de cada combinacién
variedad/portainjerto viene determinada principalmente por la
capacidad del portainjerto de excluir CI°, evitando su concentracion
en la parte aérea (Walker y Douglas, 1983; Bafiuls et al., 1990;
Lloyd et al., 1990; Bafiuls y Primo-Millo, 1995; Bafiuls et al., 1997;
Ream y Furr, 1976; Forner-Giner et al., 2009). La capacidad de una
especie para excluir Na* y CI” de la parte aérea, es un caracter que se
mantiene inalterado cuando la especie se utiliza como portainjerto de
una variedad. Como ejemplo pueden citarse multitud de trabajos, en
los que las diferencia entre NT y MC en el transporte de Na* y ClI” se
mantuvieron al ser injertados con naranjo (C. sinensis (L.) Osb.)
(VL) (Walker y Douglas, 1983; Lloyd et al., 1987a; Lloyd et al.,
1987b; Walker, 1986; Lloyd et al., 1990; Bafiuls et al., 1997).

Respecto a la variedad, se ha estudiado que, tanto el naranjo
‘Navel’ (C. sinensis), como el Clementino (C. clementina Hort. ex
Tan.) acumularon mucho mas CI” en las hojas con el portainjerto
citrange Troyer (C. sinensis x P. trifoliata) que con MC.
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Mientras, la tendencia opuesta sucedio en el caso del Na®. Sin
embargo el CI" en las hojas de Clementino fue méas bajo que en
naranjo ‘Navel’, al injertarse ambos con el mismo portainjerto. Estos
resultados indican que la variedad ejerce cierta influencia en la
tolerancia a la salinidad, con independencia del portainjerto (Bafiuls
et al., 1990; Bafiuls y Primo-Millo, 1995;).

En cuanto a las plantas autotetraploides (4x), se han
identificado diferencias anatomicas y fisiolégicas respecto a sus
correspondientes diploides (Cameron y Frost, 1968; Barrett y
Hutchison, 1978; Romero-Aranda et al., 1997; Syvertsen et al., 2000;
Allario et al., 2011) y se ha propuesto que éstos cambios podrian
afectar a la capacidad de absorcion y transporte de elementos
minerales (Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014). En condiciones
salinas, la absorcién restringida de iones retrasaria la intoxicacion de
la parte aérea de la planta (Saleh et al., 2008). Esta hipotesis hace
pensar también en la posible utilizacion de genotipos 4x como
portainjertos, para mejorar la tolerancia a la salinidad del cultivo,
manteniendo a la vez otras caracteristicas del portainjerto original 2x
gue resulten favorables (Lee, 1990).

Los objetivos de este trabajo son: a) evaluar el
comportamiento de plantas 2x y 4x de CC, sometidas a un
tratamiento salino con NaCl; b) describir las posibles causas de las
diferencias observadas entre ploidias en el comportamiento frente a
la salinidad; c) identificar mecanismos que favorecen la exclusion de
CI" en citricos mediante la comparacién de dos genotipos altamente
similares y genéticamente idénticos. El objetivo dltimo fue
determinar la utilidad de CC4x como portainjerto de citricos para
mejorar la tolerancia de los arboles a la salinidad del suelo. Se eligi6
éste hibrido por ser el portainjerto mas ampliamente utilizado en la
citricultura espafiola (Navarro, 2015), asi como en otras zonas
citricolas del mundo (Castle, 2010), a pesar de que su utilizacion se
encuentra limitada por ser sensible a la salinidad del suelo (Maas,
1993).

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantas 2x y 4x de citrange Carrizo (CC)
obtenidas de semillas de los arboles del banco de germoplasma de
plantas libres de patdégenos del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) (Navarro, 2015; Navarro et al.,
2002).
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2.2.Comprobacion del nivel de ploidia

Se comprobo6 la ploidia de las plantas mediante citometria de
flujo, utilizando una muestra de tejido foliar de 0.5 mm?
aproximadamente junto con una muestra similar de plantas control
2x 0 4x (Aleza et al., 2009). En una placa Petri, se deposito la
muestra y una gota de la solucion de aislamiento de nudcleos (High
Resolution DNA Kit Type P, solution A; Partec). Con ayuda de una
cuchilla, se troce6 la muestra finamente y se filtro para separar los
nucleos a través de una malla de nylon de 30 um. El tampdn de
aislamiento filtrado se recogié en un tubo nuevo y se afiadié la
solucion de DAPI (4’,6-diamine-2-phenylindol) (High-Resolution
DNA Kit Type P, solution B; Partec) para tefiir los nucleos. Tras 5
min de incubacion a temperatura ambiente, las muestras se
introdujeron en el citémetro de flujo Ploidy Analyzer (PA; Partec),
equipado con una bombilla de mercurio de alta presion HBO 100-W
y los filtros KG1 y BG38. Los histogramas se analizaron con el
software dpac, v2.0 (Partec), que a partir de los picos obtenidos y su
coeficiente de variacion, determina el nivel de ploidia de las
muestras.

2.3.Condiciones experimentales

Las semillas de CC 2x y 4x se germinaron en el invernadero,
utilizando un substrato previamente esterilizado, compuesto de turba,
fibra de coco, arena y perlita (50:25:20:5) y con 1.38 g kg™ de
superfosfato de cal. Se regaron dos veces por semana con una
solucién nutritiva compuesta de 5 mM Ca(NO3),, 1.4 mM KNO3;, 2
mM MgSO,, 0.6 mM HzPO,, 20 pM Fe-EDDHA, 7.6 uM
ZnSO47H20, 0.50 |J.M CUSO45H20, 50 U.M H3803, 0.50 |J.M MOOg
y 54 yM MnSO,4-H,0 y ajustada a pH 6.0 con 1 M KOH. Las
concentraciones de ClI" y Na* en la solucién de riego fueron de 3.8
mM y 2.4 mM, respectivamente. La solucién de riego se aplico
diluida 1:1 con agua desionizada durante las primeras 8 semanas.
Tras este periodo, las plantas uniformes se trasplantaron a macetas
de pléstico de 0.5 L con sustrato compuesto por turba, fibra de coco,
arena y perlita (40:25:25:10), se regaron con la solucién nutritiva
descrita durante dos semanas y transcurrido éste periodo, se
separaron en dos grupos (2x y 4x) para recibir los tratamientos.

De cada grupo, seis plantas se destinaron al analisis mineral,
otras seis fueron utilizadas para la medida de la fluorescencia foliar,
intercambio de gases, cuantificacién de clorofilas, dafios en las
hojas, la abscision y las observaciones histologicas.
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Con otro grupo de seis plantas se realizaron las medidas de
transpiracion y conductancia hidraulica de la raiz. En total, 18
plantas de cada ploidia y tratamiento se distribuyeron al azar en el
area destinada al experimento, que se rodearon por una fila de
plantas similares que no fueron incluidas en el experimento. Desde el
inicio del experimento, las plantas se regaron con soluciones
nutritivas suplementadas con 40 mM NacCl (+S) o sin modificar (Ct),
segun el correspondiente tratamiento aplicado a cada grupo. Las
plantas se cultivaron en un invernadero equipado con luz
suplementaria PAR de PPDF 250 umol m™ s™ suministrada para
alargar el fotoperiodo a 16 h de luz. El rango de temperaturas oscild
entre 16° y 18° C durante la noche y entre 26° y 28° C durante el dia
y la humedad relativa se mantuvo aproximadamente al 80%. Cada
maceta se regd dos veces por semana durante 20 dias con 300 mL de
la solucidn para favorecer el drenaje y evitar la acumulacién de sales
en el sustrato.

2.4.Evaluacién de dafios y abscision

Se cuantific6 el dafo foliar de las plantas sometidas al
experimento midiendo el &rea foliar total de cada planta con un
aparato LI-300 (LI-COR). A continuacion se recorté de las hojas el
area daflada y se midio el area restante sana. El dafio se expreso
como el porcentaje de area dafiada sobre el area total de cada planta
(%). Las hojas caidas se recolectaron y se calculé el % de abscision
frente al total de hojas de cada planta.

2.5.Analisis de iones

Tras la aplicacidn de tratamientos, las plantas se sacaron de la
maceta y se lavaron con agua desionizada. Se separaron los érganos
(hojas, raices y tallos), se pesaron en fresco individualmente y se
secaron en una estufa a 70 °C durante 48 h, hasta alcanzar un peso
seco (PS) constante.

Para determinar la concentracion de iones, las muestras secas
se molieron por separado en un molino de bolas y se almacenaron a
temperatura ambiente. Se determind la concentracion de CI
mediante titulacion con iones plata en un cloridometro Corning 926
(Corning, US) segun describe Gilliam (1971). Las concentraciones
de Na" y K' se determinaron mediante espectroscopia de emision
atomica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES) en un
equipo iCAP 6000 (Thermo Scientific). Para ello, las muestras (0.5 g
PS) se incubaron previamente con 10 mL de HNO; durante 12 h y se
digirieron a 120 °C.
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Tras atemperarse, se trataron a 220 °C con 2.0 mL de HCIO, al
70% hasta cesar la emision de humos. Las digestiones se enrasaron
con agua ultrapura hasta alcanzar un volumen de 25 mL.

2.6.Tasas de absorcion y transporte de Na*, Cl'y K*

La tasa de absorcion neta (An, umol-g'PS raiz-dia™) de los
iones Na*, ClI" y K" se calculé a partir del contenido total de cada ién
acumulado en las plantas, utilizando la ecuacion de Pitman (1976):

InRZO- InRO N CTzo- CTO
R20- Ro t20- to

An =

Donde R es el PS de la raiz y C+ es el contenido total del idn en la
planta completa al inicio del tratamiento (to) y al final (tx).

La tasa de transporte neto (Tn, umol-g*PS raiz-dia™), que cuantifica
la translocacion del elemento a la parte aérea, se calculo segln la
ecuacion siguiente:

In RZO- In RO N CAzo- CAo
R20-Ro f20-to

Tn =

Donde R es el PS de la raiz y C+ es el contenido total del i6n en la
parte aérea, al inicio del tratamiento (to) y al final (ty).

2.7.Medida de la conductancia hidréaulica de la raiz

La conductancia hidraulica (K;) se midi6 utilizando un aparato
HPFM (High Pressure Flow meter) de Dinamax Inc. Las medidas se
realizaron a temperatura ambiente siguiendo el método descrito por
Tyree et al. (1995). Se cort6 el tallo de las plantas en su porciéon mas
proxima a la raiz y se insert6 en el aparato, sellandolo con cinta
impermeable. Para determinar la K, se tomaron 5 medidas sucesivas
del flujo de agua difundido a las raices (F) y la presion aplicada (P)
durante 3 s, realizando series de presidon creciente a una tasa
constante de 3-7 KPa s™. La K, se calculé como la pendiente de la
regresion lineal de los valores obtenidos de F frente a P:

K: = dF/dP

Todos los valores obtenidos de K, se regularizaron por el peso fresco
total de la raiz, para obtener K,-g™.
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2.8.Medida de la tasa de transpiracion

Se midié la tasa de transpiracion (E) basada en la planta
completa. Para ello se regaron abundantemente las macetas, se
dejaron drenar durante la noche y se introdujeron en bolsas de
polipropileno que se sellaron con parafina en torno a la base del
tallo. La pérdida de peso de cada maceta se midi6 a lo largo de
periodos diurnos de 16 h de duracién. Entre medidas, las macetas se
mantuvieron fuera de las bolsas para evitar el posible dafio en las
raices por anaerobiosis. Las medidas se realizaron al finalizar el
experimento utilizando plantas de cada genotipo y tratamiento, cuya
transpiracion se midié por triplicado. Tras ello, se arrancaron las
hojas para medir la superficie foliar de la planta completa utilizando
un aparato LI1-300 (LI-COR). La transpiracion se expres6 como el
ggula perdida por unidad de tiempo y superficie foliar (mmol H,O-m’
s7).

2.9.Medida de la tasa de asimilacién neta (Aco»),
concentracion intercelular de CO, (Ci), rendimiento
cuéntico del fotosistema Il (Fv/Fm) y concentracion
foliar de clorofila.

La tasa de fotosintesis o asimilacion neta de CO, (Acoq
umol-m?-sY) 'y la concentracion sub-estomatica de CO, (Ci,
umol-mol'l), se midieron en el exterior del invernadero entre las
10.30 y las 11.30 am en dias soleados, para facilitar la
homogeneidad y estabilidad de las medidas. El registro se realizo
con un analizador de gases mediante luz infrarroja LC-pro-SD (ADC
Bioscientific Ltd, UK). Se iluminé la hoja con radiacion
fotosintéticamente activa, fijando la densidad de flujo de fotones a
1000 pmol-m, cifra que excede el valor de saturacion para citricos.
Se registro el intercambio de gases cada 3 s, realizando 10 réplicas
consecutivas en cada hoja. Las medidas se realizaron al final del
periodo experimental, en dos hojas maduras de la porcion media del
tallo de cada planta. ElI valor medio por planta se considerd
representativo para el analisis.

Los parametros de fluorescencia se midieron con un
fluorimetro PAM-2100 (Heinz Walz, Germany) siguiendo las
indicaciones descritas por Calatayud et al. (2002). Las medidas se
realizaron al final del experimento en hojas similares a las utilizadas
para medir la Aco,, entre las 10:30 y las 11:30 h tras someter a las
plantas a un periodo de 30 min de adaptacion en oscuridad. La
iluminacion utilizada para inducir la fluorescencia consistio en un
pulso saturante de 2100 pmol-m™?.s™ de 5 s de duracion. El
rendimiento cuantico del fotosistema Il (Fv/Fm) se calculé segun
indican Maxwell y Johnson (2000):
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Fv/Fm = (Fm — Fo) /Fm

Donde Fm es la fluorescencia maxima y F la fluorescencia basal.

La concentracion de clorofilas ([Chl]) por area foliar se midi6
mediante espectrofotometria en un aparato Lambda 25 de Perkin
Elmer (USA). Se seleccionaron hojas similares a las utilizadas para
medir la Acoz, de las cuales se recortaron discos de 7 cm de diametro
con un sacabocados. Los discos se incubaron en 6 mL de N,N-
dimethilformamida a 4 °C durante 24 h. Tras centrifugar a 6000 g
durante 15 min, se incubé el sobrenadante a temperatura ambiente en
presencia de Na,SO,4 y se midi6 su absorbancia a 664 y 647 nm para
calcular la concentracion total de clorofilas segun indica el método
descrito por Moran y Porath (1980).

2.10. Histologia

2.10.1. Corte

Se extrajeron de la maceta las raices de seis plantas de CC 2x y
4x, cultivadas en invernadero durante 10 semanas con riego Ct. Se
cortaron dos raices fibrosas de cada planta, atendiendo a su
homogeneidad y se lavaron con agua destilada. De ellas se tomé la
porcion apical de 3 cm de longitud sobre una superficie humedecida.
Se realizaron manualmente cortes transversales de la raiz, lo mas
finos posibles, a diferentes distancias del apice con ayuda de una
lupa Leica MZ8. Los cortes se colocaron inmediatamente en un
portaobjetos y se cubrieron con una gota de agua hasta el momento
de realizar el transparentado.

2.10.2. Preparacion de soluciones
Para el transparentado se utilizé una disolucién saturada de
hidrato de cloral (cristalizado >98%, Sigma) en &cido lactico al 85%
(Sigma). La tincidn fluorescente se realiz6 con una disolucion 0.1%
(p/v) de hemisulfato de berberina (Sigma) en acido lactico (85%). La
tincion de contraste se realizd con una disolucion de Safranina O
(Merck) al 0.15% (p/v) en etanol al 15% (v/v).

2.10.3. Transparentado y tincién
El método usado estd basado en el descrito por Lux et al.
(2005) y consiste en aplicar una tincion fluorescente especifica para
suberina y lignina y una tincion posterior de contraste que facilita la
visibilidad de las bandas de Caspary localizadas en la exodermis y
endodermis de la raiz.
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Los cortes realizados se cubrieron con la solucion de
transparentado y los portaobjetos se introdujeron en una placa Petri
cerrada y se incubaron durante 1 h en un bafio de agua a 70 °C. Tras
retirar la solucién de transparentado con un papel (Kimwipes,
Kimberly-Clark, US), las muestras se lavaron con agua destilada y se
secaron. Se aplico la tincion fluorescente y se incubaron las muestras
durante 1 h a 70 °C. Tras lavarlas y secarlas se aplico la tincion de
contraste, que se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Las
muestras se enjuagaron y se montaron en agua destilada para su
observacion.

2.10.4. Microscopia y fotografia
Las muestras se examinaron utilizando un microscopio de
fluorescencia Eclipse €600 (Nikon), con iluminacién ultravioleta
(UV-2A: ex 330-380 filter). Se tomaron fotografias utilizando una
camara DS-Ril (Nikon) y el software suministrado por el fabricante.

2.11. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a analisis de la varianza
(ANOVA) vy las medias se clasificaron utilizando el test de rango
multiple de Duncan para P < 0.05, con el software Statgraphics Plus,
version 5.1 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs).

3. Resultados

3.1.Concentracion de iones

Al recibir el tratamiento +S (40 mM NacCl) durante 20 dias, las
concentraciones de CI" y Na®, expresadas en términos molares y en
referencia al agua del tejido, aumentaron en todos los 6rganos (hojas,
tallo y raiz) de ambos genotipos respecto al tratamiento Ct (Tabla 3.
1). Tanto el CI" como el Na*, se acumularon preferentemente en la
parte aérea (hojas y tallo), en lugar de acumularse en las raices. En
las plantas salinizadas, la concentracion de Cl™ en las hojas 2x fue
1.6 veces mayor que en las 4x, mientras que no se encontraron
diferencias en la concentracion de CI™ entre los tallos y raices de
plantas de diferente ploidia. La concentracion de Na* en las plantas
salinizadas fue similar entre plantas 2x y 4x, tanto en las hojas como
en el tallo y en las raices.
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Tabla 3.1 Concentracion (mM en agua del tejido) de cloruro (CI°), sodio
(Na") y potasio (K*) en las hojas, tallo y raiz de plantas diploides (2x) y
tetraploides (4x) de citrange Carrizo, cultivadas en medio salino (+S) con
40 mM de NaCl o en medio control (Ct) durante 20 dias.

Ct +S ANOVA
2X 4x 2X 4x T P TxP

Hoja

Cl- b56.3a 48.2a 2329 c 146.8b *  x *

Na+ 139.6a 1415a 367.0b 317.1b * ns i

K+ 571.1b 669.0c 462.0a 626.3cC ns * ni
Tallo

Cl- 696a 4l1l6a 222.7b 2109b * ns ni

Na+ 36.1a 26.0a 174.8b 174.0b * ns i

K+ 160.7c 107.0a 119.2b 96.6a ns * ni
Raiz

Cl- 488a 405a 1140b 108.1b * ns ni

Na+ 15.0a 24.6a 85.8b 855hb * ns i

K+ 1143b 80.2a 113.1b 88.5a ns * ni

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Las letras diferentes en
cada fila y 6rgano indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar
el test de rango multiple de Duncan. ns. no significativo; ni. no incluido en
el modelo

Las plantas Ct presentaron concentraciones de ClI° y Na’
similares entre ploidias en todos los 6rganos. La concentracion de K*
en las plantas 4x fue mas alta en las hojas y menor en los tallos y
raices, al compararla con las plantas 2x. La concentracion de K* en
las hojas y el tallo de plantas 2x descendi6 en un 19.1% y un 25.8%
respectivamente con el tratamiento +S, mientras que no se detectaron
cambios en las raices. Sin embargo, en las plantas 4x salinizadas no
se modificd la concentracion de K* en ningln 6rgano (Tabla 3.1).

3.2.Tasas de absorcién y transporte de iones

En cuanto a las tasas absorcion y transporte de Cl"y Na’, las
plantas Ct presentaron tasas similares entre ploidias (Fig. 3.1A y
3.1B). En condiciones salinas (+S), ambas tasas aumentaron tanto en
2x como en 4x. Sin embargo, las plantas 2x+S mostraron valores de
absorcidn y transporte de ClI" que fueron 1.4 veces mas elevados que
los de las plantas 4x+S (Fig. 3.1A).
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Figura 3.1 Efecto del tratamiento salino con 40 mM NaCl (+S) durante 20 dias
en las tasas de absorcion y transporte (umol-g™* PS raiz-dia™) de A) CI', B) Na" y
C) K" de plantas de citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x). Ct:
plantas control. Los valores son la media de seis plantas (n=6). Letras diferentes
en cada seccion indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test
de rango mdltiple de Duncan.

La absorcion y el transporte de Na* también fueron 1.31 y 1.40
veces, respectivamente, mas elevados en plantas 2x+S que en las
4x+S (Fig. 3.1B). Las plantas 4x+S, ademas presentaron tasas de
absorcion de K 1.69 veces mayores que las plantas 2x+S, que
redujeron su tasa de absorcion de K* en un 31% respecto a las
plantas 2xCt (Fig. 3.1C). El tratamiento salino no afecté a la
absorcion de K* en las plantas 4x, que mantuvieron los valores
similares a los de las plantas Ct. En cuanto a la tasa de transporte de
K™ a la parte aérea, no se encontraron diferencias significativas entre
ploidias ni entre tratamientos.
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3.3.Transpiracion y conductancia hidraulica de las raices

La tasa de transpiracion fue un 20.5% mas alta en las plantas
2XCt que en las 4xCt. Durante los 20 dias de tratamiento salino, la
transpiracion (E) se redujo en un 38.5% en plantas 2x y en un 38.4%
en las plantas 4x, de modo que en las plantas 2x+S las transpiracion
fue un 17% maés alta que en las 4x+S (Fig. 3.2A). La conductancia
hidraulica de las raices (Kg), fue un 58% menor en las plantas 4xCt
que en las 2xCt. El tratamiento salino redujo éste parametro en un
30-40% en ambos genotipos (4x+S y 2x+S) (Fig. 3.2B).
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Figura 3.2. Efecto del tratamiento salino con 40 mM NaCl (+S) durante 20 dias
en (A) tasa de transpiracion (E), (B) Conductancia hidraulica de las raices (Kg),
medidas en plantas de citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x). Ct:
plantas control. Los valores son la media de seis plantas (n=6). Letras diferentes
en cada fila indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de
rango multiple de Duncan.
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3.4.Estudio morfoldgico e histologico de las raices

En la tabla 3.2 se presentan los datos que describen la
influencia del nivel de ploidia en la morfologia de la raiz. La
tetraploidia determina unas raices mas gruesas, mas cortas y menos
ramificadas que las 2x, por lo que el didmetro de la seccién
transversal y su area son menores en las raices 2x que en las 4x.
Como consecuencia de éstas dimensiones, la longitud especifica de
la raiz (SRL) fue 1.7 veces mayor en las raices 2x que en las 4x. El
nimero de apices de las raices 2x fue 2.9 veces mayor que el de las
raices 4x, indicando que la abundancia de ramificaciones también
difiere entre los genotipos.

El estudio histolégico confirmé las diferencias entre ploidias
en las dimensiones de la raiz, cuya seccion transversal fue mayor en
plantas 4x que en las 2x (Fig. 3.3A y 3.3B). También se observd
también que a 20 mm del apice, la exodermis es mas gruesa en las
plantas 4x que en las 2x (Fig. 3.3C y 3.3D) y que las deposiciones de
suberina en las paredes celulares son mas gruesas también en las
plantas 4x.

Tabla 3.2 Dimensiones de las raices fibrosas de plantas de citrange
Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x), cultivadas durante 10 semanas en
condiciones de invernadero con riego normal (Ct).

2X 4x
*Diametro de la seccién trasversal (um)  684.5b 942.1a
*Area de la seccién transversal (mm) 0.37b 0.71a
YSLR (m-g™) 5.23a 3.04b
Namero de apices radiculares por planta 2808 a 974 b

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Las letras diferentes en
cada fila indican diferencias significativas para P < 0.01 al aplicar el test
de rango multiple de Duncan. *Medida tomada a 20 mm del é&pice.
YLongitud especifica de las raices en relacion a su masa.
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Figura 3.3 Cortes de raiz tomados a 20 mm del &pice, realizados a mano en
tejido fresco de raices de plantas (A, C) diploides (2x) y (B, D) tetraploides (4x)
de citrange Carrizo transparentadas en hidrato de cloral, tefiidas con hemisulfato
de berberina y Safranina O y visualizadas mediante microscopia 6ptica (A, B) y
microscopia de fluorescencia con luz UV (C, D). Ep: epidermis, En: endodermis,
Ex: exodermis, Pr: pelo radicular, C: cortex, X: xilema, F: floema.

3.5.Tasa de asimilacion neta (Aco,), concentracién
intercelular de CO, (Ci), rendimiento cuantico del
fotosistema Il (Fv/Fm) y concentracion foliar de
clorofila.

La Aco, no fue distinta entre las plantas Ct, pero descendi6 un
20% en las plantas 4x y un 39% en las plantas 2x sometidas al
tratamiento (Tabla 3.3). Por tanto, al final del experimento la Aco>
de plantas 4x+S era 1.5 veces mas alta que la de plantas 2x+S. No se
encontraron diferencias en la Ci entre las plantas control. La
salinidad incrementd este parametro en plantas 2x, mientras que no

se modifico en las 4x (Tabla 3.3).
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La concentracion de clorofilas, medida en las hojas de las
plantas sometidas al tratamiento control fue similar entre ploidias. El
tratamiento salino causé un descenso de éste pardmetro de un 14%
en las hojas 2x, mientras que no se observd ningun efecto del
tratamiento salino en la concentracion de clorofilas de las hojas 4x.
De acuerdo con lo anterior, el rendimiento cuantico del fotosistema
Il se redujo en las plantas 2x sometidas al tratamiento salino,
mientras que no hubo diferencias respecto al tratamiento control en
las plantas 4x (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Asimilacion neta de CO, (Aco,), concentracion total de
clorofila [Chl], concentracion intercelular de CO, (Ci) y rendimiento
cuantico del fotosistema Il (Fv/Fm) en hojas de citrange Carrizo
diploide (2x) vy tetraploide (4x) cultivadas en un medio salino (+S)
con NaCl 40 mM o control (Ct) durante 20 dias.

Ct +S
2X 4x 2X 4x
Aco, (umol m?s?) 6.23a* 7.23a 3.82¢ 5.81 b
[ChI] (umol m?) 142.2a 146.9a 1225hb 143.2 a
Ci (umol mol™) 198 a 206 a 245 b 210 a
Fv/Fm 0.81a 0.83a 0.64 b 0.78 a

Z: Los valores son la media de seis plantas (n = 6). Las letras
diferentes en cada fila indican diferencias significativas en el test de
Duncan para P <0.05

3.6.Dairio foliar

Los sintomas derivados de la toxicidad se manifestaron en las
hojas (Fig. 3.4). La concentracién de clorofilas totales descendid un
13% en las plantas 2x+S, mientras que en las plantas 4x+S no fue
distinta de las plantas Ct (Tabla. 3.3). Ademas, las plantas 2x+S
mostraron sintomas foliares derivados de la toxicidad mas intensos
gue las plantas 4x+S. Estos sintomas fueron claramente apreciables a
simple vista y se cuantificaron como el % de &rea dafiada. En las
plantas 2x+S el area foliar afectada por quemaduras fue 8.3 veces
mayor que en las plantas 4x+S (Fig. 3.5A). El tratamiento +S
también afecto a las plantas induciendo su defoliacion en ambos
genotipos. Sin embargo éste efecto fue mas intenso en las plantas
2x+S, que en las 4x+S, ya que el % de abscisién fue 5.9 veces mayor
en las primeras respecto a éstas ultimas (Fig. 3.5B).
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3.7.Crecimiento

No se encontraron diferencias significativas en el peso seco
(PS) total entre las plantas control (Ct) de ambos genotipos (2xCt y
4xCt) (Fig. 3.6A), ni tampoco entre los PS de plantas Ct en las hojas
(Fig. 3.6B), y el tallo (Fig. 3.6C). Sin embargo, el PS de las raices
4xCt fue mayor que el de las 2xCt (Fig. 3.6D). EIl tratamiento salino
(+S) no modificé el PS de las plantas 4x respecto al Ct, aunque si
que afectd al PS de las plantas 2x, reduciéndolo un 36.9% en las
2x+S respecto a las 2xCt (Fig. 3.6A) y contribuyendo todos los
organos a ésta reduccion (Fig. 3.6B, 3.6C y 3.6D).

Figura 3.4 Sintomas en plantas de citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides
(4x) sometidas al tratamiento con NaCl 40 mM NaCl (+S) durante 20 dias.
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Figura 3.5. Efecto del tratamiento salino con 40 mM NaCl (+S) durante 20 dias
en A) el dafo foliar (%) y B) la abscision (%), medidas en plantas de citrange
Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x). Ct: plantas control. Los valores son la
media de seis plantas (n=6). Letras diferentes en cada fila indican diferencias
significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango multiple de Duncan.
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Figura 3.6 Efecto del tratamiento salino con 40 mM NaCl (+S) durante 30 dias
en el peso seco (g) de A) la planta completa, B) hojas, C) tallos y D) raices de
plantas citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x). Ct: plantas control.
Los valores son la media de seis plantas (n=6). Letras diferentes en cada fila
indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango

maltiple de Duncan.
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4. Discusion

Las plantas de CC4x son mas tolerantes al estrés salino que las
2X, rasgo que se pone de manifiesto a través de varios indicadores en
éste estudio. Sin embargo, existe controversia en lo referente al
comportamiento de los citricos 4x frente a la salinidad, debido a la
reciente publicacion de varios estudios, cuyas conclusiones difieren
(Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014). En algunos portainjertos de
citricos (P. trifoliata, citrange Carrizo y mandarino Cleopatra) las
versiones 4x son mas tolerantes a la salinidad que sus
correspondientes 2x (Saleh et al., 2008). Sin embargo, en
condiciones de salinidad elevada y abundante disponibilidad hidrica,
los genotipos 4x (P. trifoliata y mandarino ‘Willowleaf’) fueron
menos tolerantes que los 2x, acumulando mas Cl™ y resultando mas
afectados (Mouhaya et al., 2010). En otro estudio, que compard
hibridos sométicos alotetraploides con su parental 2x naranjo amargo
(C. aurantium L.), las concentraciones de Na* y CI" alcanzadas por
éste dltimo fueron més reducidas que en los hibridos (Garcia-
Sanchez et al., 2002b). Sin embargo, en la evaluacién de hibridos
alotetraploides cigo6ticos, procedentes de la hibridacion sexual de
alotetraploides somaticos, se encontré que estos genotipos injertados
con naranjo ‘Valencia’ eran capaces de mantener las concentraciones
ionicas foliares reducidas, evitar la aparicién de sintomas y mantener
su tasa de crecimiento mas eficientemente que la mayoria de
portainjertos 2x comparados (Grosser et al., 2012a).

La mayor tolerancia a la salinidad que observamos en las
plantas de CC4x se debe fundamentalmente a su capacidad para
mantener el CI" de las hojas a concentraciones mas bajas que las
plantas de CC2x (Tabla 3.1). Este efecto se aprecia también en las
tasas mas reducidas de absorcion y transporte a la parte aérea de CI”
que se observaron en las plantas 4x+S (Fig. 3.1A). Es probable que
estas diferencias estén relacionadas con las caracteristicas
anatomicas de la raiz que diferencian a los citricos 4x, ya que varios
estudios realizados en citricos respaldan ésta hipdtesis. La absorcidn
de CI por las raices y su acumulacién en la parte aérea parecen estar
relacionadas con la absorcién de agua y con la tasa de transpiracion,
respectivamente (Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014; Moya et al.,
2003; Syvertsen et al., 2010). La acumulacién de iones salinos en las
hojas contribuye a la reduccion de su potencial osmotico, que
desencadena el cierre estomatico, permitiendo a las plantas limitar el
transporte (Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014).
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En el trabajo de Allario et al. (2013) se propone que exista una
regulacién del cierre estoméatico mas eficiente en los citricos 4x,
gracias a una produccion constitutiva de &cido abscisico (ABA) mas
elevada, promovida por la sobreexpresién en las raices de genes
involucrados en la respuesta al estrés hidrico, tales como CsNCDEL1,
regulador de la sintesis de ABA. Este comportamiento se observo en
plantas de naranjo ‘Valencia’ injertadas sobre lima Rangpur (C.
limonia Osb.) 4x, respecto a las injertadas sobre el correspondiente
portainjerto 2x.

En nuestro experimento, las medidas de la transpiracion,
realizadas considerando la planta completa, revelaron que ésta es
mas reducida en las plantas 4x, tanto en condiciones Ct como en +S
(Fig. 3.2.). Este comportamiento se atribuye a las caracteristicas
anatémicas de la raiz (Syvertsen et al., 2000) y se correlaciona con la
menor absorcion de Cl observada en éste estudio. Por otro lado, en
las raices de citricos, se ha asociado un menor didametro y mayor
longitud especifica (SRL, m-g™) con conductancias hidraulicas mas
elevadas. Esta propiedad se atribuye al menor trayecto que realizan
el agua y nutrientes desde la superficie de la raiz hasta alcanzar el
xilema en raices finas respecto a aquellas de mayor grosor.
Eissenstat y Achor (1999) documentaron que los citricos cuyas
raices tienen didmetros menores y altas SRL, de promedio, tienden a
presentar  paredes celulares exodérmicas mas  delgadas.
Posteriormente, Huang y Eissenstat (2000) demostraron que la
conductancia hidraulica de la raiz en portainjertos de citricos
depende de diferencias anatomicas en la raiz: es inversa al grosor
cortical y al grado de suberizacién de la exodermis. La deposicion de
lignina y suberina en las paredes celulares exodérmicas bloquea los
plasmodesmos, restringiendo la via simplastica para el movimiento
de agua e iones (Walker et al., 1984; Storey y Walker, 1987). Estos
autores sugieren que el estado de las paredes celulares exodérmicas
desempefia un papel fundamental en la delimitacién de las vias de
absorcién y en el caudal de agua e iones en raices salinizadas de
citricos. Ademéas proponen que la suberizacién de la hipodermis
aumenta en condiciones salinas, lo que podria ser un mecanismo
adaptativo de tolerancia para restringir la absorcion de iones (Walker
et al., 1984).

Cuando la humedad del suelo no es limitante, la conductancia
de las raices es el principal factor regulador de la absorcion de agua
y solutos; las diferencias entre portainjertos en éste parametro
determinan el transporte a la parte aérea, son clave en el estado
hidrico y, por tanto, en el crecimiento y la fisiologia del arbol
(Syvertsen y Graham, 1985; Rodriguez-Gamir et al., 2010).
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Nuestros resultados indican que las raices de CC4x, con menor
SRL y mayor diametro (Tabla 3.2), tienen mayor resistencia
hidraulica, lo que determina que tengan una transpiracién mas
reducida que las 2x (Fig. 3.2A y 3.2B), de acuerdo con el trabajo de
Syvertsen et al. (2000). El estudio histolégico muestra que la
exodermis es mas gruesa en las raices 4x que en las 2x (Fig. 3.3),
por lo que las raices 4x impondrian una resistencia mayor al paso del
agua y solutos que las 2x, lo que explicaria la menor absorcion de CI°
. En mandarino Cleopatra, la acumulacion de CI° reducida se ha
asociado también a la conductancia de las raices y a la transpiracion,
dado el pequefio didmetro de sus vasos Xxilematicos (Moya et al.,
2003; Rodriguez-Gamir et al., 2010; Rodriguez-Gamir et al., 2012).

Otro mecanismo relacionado que apreciamos se debe a que la
mayor parte de la absorcion de agua y nutrientes en las plantas
sucede a través de los apices de las raices que se encuentran en
crecimiento activo (Gambetta et al., 2013). En especies lefiosas, las
porciones suberificadas y/o lignificadas constituyen la gran mayoria
de la superficie. La banda de Caspary, que se forma en las paredes
celulares trasversales y radiales de la endodermis mediante la
deposicidn de lignina y suberina, esta presente a lo largo de toda la
raiz, excepto en los primeros milimetros apicales. Por encima de éste
apice, la banda se desarrolla coincidiendo aproximadamente con la
maduracion del protoxilema (Peterson y Lefcourt, 1990). Ademas a
una distancia variable del apice, se depositan capas de suberina en la
cara interna de la pared celular endodérmica, creando una estructura
lamelar que restringe el acceso del flujo apoplastico a la estela. Se
considera que el CI transcurre por la via apoplastica atravesando el
cortex de la raiz hasta alcanzar la banda de Caspary y la sortea a
través del citoplasma de las células endodérmicas. Sin embargo, la
capacidad de transporte en ambas direcciones a través del
plasmalema de éstas células es insuficiente para lograr un flujo de
CI" al xilema que justifique la acumulacion observada en las hojas de
plantas sometidas a concentraciones elevadas de NaCl en el medio.
Por ello se asume que una alta proporcion del flujo apoplastico
accede a través del apice de la raiz, donde la banda de Caspary aln
no se encuentra desarrollada (Enstone y Peterson, 1992) y es
directamente liberado al xilema.

Otra via alternativa de acceso libre al xilema son los puntos de
emergencia de ramificaciones laterales de la raiz, donde se produce
division celular a nivel de la endodermis y las nuevas células ain
carecen de banda de Caspary. Este acceso es temporal, ya que la
banda aparece rapidamente en la nueva ramificacion, creando
continuidad en el tejido de manera semejante a la raiz originaria
(Peterson y Lefcourt, 1990).
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Por tanto seria esperable que el transporte de CI° se
incrementara debido al flujo apopléstico libre en éstos puntos de
ramificacion de la raiz. En nuestro estudio encontramos que la
estructura de las raices de CC2x se diferencia de las de CC4x por
tener mayor ramificacion, que da lugar a un niamero de apices 2.9
veces mayor. Por tanto, las raices 2x tienen mas puntos de absorcion
libre de CI'" (Tabla 3.1) y esta caracteristica podria contribuir
significativamente a la absorcion de Cl" mas elevada gque se observé.

En cuanto al Na®, su concentracién fue similar entre los
genotipos 2x y 4x de plantas salinizadas, tanto en hojas como en
tallos y raices (Tabla 3.1). Por tanto, las diferencias en la tolerancia
a la salinidad entre ellos no pueden atribuirse a los efectos de éste
ion, al menos en las condiciones experimentales planteadas en éste
trabajo. Como seria esperable, tampoco se encontraron diferencias
entre los genotipos en la capacidad de absorcion y transporte de Na*
(Fig. 3.1B). El mecanismo de exclusion de este i6n, que implica la
capacidad de las células del parénquima xilematico para extruir Na*
del flujo xilemaético, secuestrandolo en los tejidos de la raiz y la base
del tallo (Walker, 1986), no se modifica al variar la ploidia en CC.

La concentracion de K* fue mas alta en las hojas de plantas 4x
que en las 2x, mientras que se observd lo contrario en los tallos y
raiz, con independencia del tratamiento (Tabla 3.1). La salinidad
redujo la concentracion de K* en todos los 6rganos de las plantas
2x+S, mientras que éste descenso no se observo en la plantas 4x+S.
Existen numerosos estudios que sefialan que la concentracion de K*
en la planta se reduce al incrementarse la de Na* (Grattan y Grieve,
1992). Esta reduccion de la absorcion de K* a favor del Na* es un
proceso competitivo que sucede cuando el i6n Na* predomina sobre
el K en la solucion externa. De acuerdo con ello, en las plantas
2x+S se redujo la tasa de absorcién de K* debido al tratamiento
salino (Fig. 3.1C). Sin embargo, la ausencia de respuesta en éste
sentido en las plantas 4x+S indica que podrian tener la capacidad de
discriminar entre K*/Na* mas eficientemente, evidencia que coincide
con los resultados publicados recientemente en Arabidopsis
tetraploide (Chao et al., 2013).

La mayor capacidad de las plantas de CC4x para excluir el CI’
de las hojas, aumenta su tolerancia al estrés salino y disminuye el
dafio por clorosis foliar, quemaduras y abscision respecto al CC2x.
La clorosis es un sintoma temprano de toxicidad salina, que ha sido
observado en citricos por varios autores y se ha asociado a
reducciones en la concentracion de clorofila foliar (Lloyd et al.,
1987a; Garcia-Legaz et al., 1993; Romero-Aranda et al., 1998;
Garcia-Sanchez et al., 2002a).
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En éste sentido, el descenso en la concentracion foliar de
clorofilas se observé Unicamente en las plantas 2x salinizadas (Tabla
3.3). El dafio foliar y la defoliacion también fueron mayores en las
plantas 2x que en las 4x al aplicarse el tratamiento salino (Fig. 3.5A
y 3.5B). Estos sintomas deben estar relacionados con la mayor
acumulacion de CI™ que se observo en las plantas 2x+S respecto a las
4x+S. Trabajos previos establecen que la defoliacion en citricos es
proporcional a su concentracion foliar de CI™ (Bafiuls y Primo-Millo,
1992) y que la abscision es un proceso mediado por etileno e
inducido por la acumulacién de este i6n (Gomez-Cadenas et al.,
1998). El CI" se acumula preferentemente en las hojas maduras y su
concentracion es creciente hacia los margenes foliares. Aunque estas
hojas acaban dafiandose, pueden mantener la funcion fotosintética en
el area sana.

Dado que la transpiracion y la conductancia hidraulica de las
raices son menores en las plantas 4x que en las 2x, tanto en
condiciones control como salinas (Fig. 3.2), el transporte de agua es
menor en las plantas 4x que en las 2x. De acuerdo con lo anterior, la
tasa fotosintética deberia ser también menor en las plantas 4x, sin
embargo, los resultados muestran que las plantas 4x tienen tasas de
asimilacién (Aco,) més elevadas que las 2x en condiciones salinas.
Esta aparente contradiccién se explica cuando la capacidad de
intercambio gaseoso de la planta no es el principal factor limitante
para la asimilacion neta de CO,, sind que intervienen factores no
estomaéticos que afectan al funcionamiento del aparato fotosintético y
por tanto disminuyen la capacidad de la planta para la similacion de
CO, Los datos de la Tabla 3.3 sefialan que el descenso en la
asimilacién de las plantas 2x salinizadas se debe a la baja
concentracion foliar de clorofilas, indicando mayor sensibilidad a la
salinidad que las 4x. Por otro lado, el aumento de la Ci en las hojas
de las plantas 2x salinizadas, que no se observé en las
correspondientes 4x, se ha asociado con dafios en la anatomia foliar
(Romero-Aranda et al., 1998) asi como con cambios en la
fluorescencia, indicativos de la disfucién de la cadena de transporte
de electrones en las hojas de citricos sometidos a estrés salino
(L6épez-Climent et al., 2008). En nuestro estudio, este efecto es
indicativo de la toxicidad que ocasiona la mayor acumulacién de Cl-
en las plantas 2x respecto a las 4x. El dafio fotoquimico constituye
uno de los factores no estomaticos que contribuyen a la disminucion
de la asimilacion en las plantas 2x salinizadas, ya que el rendimiento
cuatico del fotosistema Il (Fv/Fm) se encontr6 afectado Unicamente
en éste grupo. El descenso en este pardmetro puede ser indicativo de
dafio en las membranas tilacoidales o en la cadena de transporte de
electrones (Havaux y Lannoye, 1983).
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Por ultimo, de acuerdo con los datos de Aco,, el tratamiento
salino redujo el peso seco de las plantas 2x pero no afect6 el de las
4x (Fig. 3.6). Estos datos coinciden con estudios previos que indican
qgue la reduccién del crecimiento ocasionada en los citricos
sometidos a estrés salino depende del genotipo considerado y se
asocia a la induccion de relaciones hidricas adversas, causadas por la
acumulacion en las hojas de iones salinos que afectan a la tasa de
asimilacién (Bafuls y Primo-Millo, 1995)

Los datos presentados nos permiten concluir que las plantas de
CC4x son mas tolerantes a la salinidad que las de CC2x por
presentar una capacidad de absorcion y transporte de cloruro
disminuida que reduce la acumulacion del i6n en las hojas,
retrasando el dafo foliar. Este efecto permite mantener la funcién
fotosintética menos afectada y en consecuencia mantener el
crecimiento activo de las plantas 4x. La reducida absorcion de
cloruro parece ser principalmente debida a los cambios en la
anatomia de las raices ocasionados por la tetraploidia, que reducen la
conductancia hidraulica y la transpiracion de las plantas 4x.



CAPITULO IV

La tetraploidia mejora la tolerancia al estres
por exceso de boro en citrange Carrizo
(Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata
(L.) Raf.)®

1. Introduccién

El boro (B) es un micronutriente esencial, necesario para el
funcionamiento fisioldgico normal de las plantas (Brown et al.,
2002). Este elemento participa en la formacion de la pared celular,
desempefiando una funcién estructural: la unién de dos moléculas de
ramnogalacturonato Il mediante enlaces borato-diol (O Neill et al.,
1996). También participa en la elongacion de la raiz, el metabolismo
de carbohidratos, la acumulacién de fenoles, el crecimiento del tubo
polinico y la integridad de las membranas celulares (Brown et al.,
2002; Herrera-Rodriguez et al., 2010).

En la solucion del suelo, el B se encuentra principalmente en
forma de &cido bérico o borato, aunque las raices de la planta lo
absorben preferentemente en forma de acido boérico, siendo el Gnico
elemento conocido que se absorbe en forma no cargada (Brown et
al., 2002).

*El contenido de éste capitulo se ha publicado en el siguiente
articulo:

Ruiz M, Quifiones A, Martinez-Alcantara B, Aleza P, Morillon R,
Navarro L, Primo-Millo E and Martinez-Cuenca M-R (2016)
Tetraploidy Enhances Boron-Excess Tolerance in Carrizo
Citrange (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.).
Frontiers in Plant Science 7:701.
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Los citricos son sensibles al exceso de B y su toxicidad altera
la funcionalidad normal de la planta, ocasionando una reduccion del
crecimiento y del rendimiento productivo. Los sintomas de toxicidad
por B aparecen generalmente en las hojas de mayor edad. Estos
sintomas consisten inicialmente en el amarilleamiento de los apices
mas distales y los mérgenes foliares o en un moteado distribuido
irregularmente. En estados de toxicidad avanzada se producen
guemaduras de color marrén y la abscision prematura de las hojas.
Ocasionalmente se ha observado la aparicion de gotas resinosas en el
envés foliar, el acortamiento de entrenudos y el necrosado de las
yemas y brotes apicales (Chapman, 1968; Papadakis et al., 2004;
Grattan et al., 2015; Martinez-Cuenca et al., 2015).

Generalmente, la toxicidad por B se produce debida al riego
con aguas que contienen B en concentraciones excesivas, o bien a su
acumulacion en las capas superficiales del suelo como consecuencia
de la elevada evapotranspiracion en climas &ridos o semiéridos
(Nable et al., 1997). En Espafia, este caso se da en la vega baja del
rio Segura, regién de clima semi-arido, donde la sequia estacional
prolongada, asi como la escasez y mala calidad del agua disponible
para el riego son factores que limitan habitualmente la produccién
agricola. En ésta zona, la demanda creciente de recursos hidricos
debida al crecimiento urbano y a la intensa actividad agricola,
plantea la necesidad de recurrir al uso de aguas residuales depuradas
para el riego, que habitualmente contienen B en concentraciones
suficientes para ocasionar dafios al cultivo de citricos (Grattan et al.,
2015).

El rango de concentracién de B en el suelo que resulta 6ptimo
para las plantas es muy estrecho, de modo que la regulacién eficiente
de su absorcion y transporte es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis. Las concentraciones altas de B en el suelo imponen su
absorcion en exceso por las raices y su acumulacién en las hojas mas
antiguas de la planta, ocasionando toxicidad. El B en exceso se
inmoviliza en las paredes celulares, constituyendo la fraccion
insoluble, o se acumula en el fluido apoplastico, constituyendo la
mayor parte de la fraccion soluble, mientras que solamente una
pequefia porcion del B soluble se localiza en el interior celular (Liu
et al., 2013; Martinez-Cuenca et al., 2015). En éste ultimo caso, uno
de los mecanismos principales que determina la tolerancia es la
compartimentalizacién vacuolar (Martinez-Cuenca et al., 2015).

Las plantas absorben el agua y los solutos a través de la
superficie de las raices y su flujo debera atravesar radialmente los
tejidos radiculares hasta alcanzar el cilindro vascular central, para
ser transportado a la parte aérea a través de los vasos xilematicos.



CAPITULO IV

Este transporte radial, puede realizarse a través del apoplasto,
formado por el conjunto de espacios intercelulares, o a través del
simplasto, integrado por la red de citoplasmas conectados por
plasmodesmos (Brown et al.,, 2002; Takano et al., 2008). La
selectividad de la via de transporte apoplastica es inespecifica y esta
regulada por dos barreras de suberina, localizadas en las capas
celulares de la exodermis y la endodermis (Peterson et al., 1993;
Baxter et al., 2009). La primera limita el paso de agua y solutos a
través de la superficie de la raiz (Hose et al., 2001) y su
suberificacion progresiva desde el &pice hacia porciones distales
determina el descenso de la permeabilidad al paso de agua y solutos
(Gambetta et al., 2013). La segunda restringe el flujo apopléastico al
xilema, regulando el acceso a la planta de agua y minerales (Chen et
al., 2011).

La mayoria de solutos, como el B, ven limitado su acceso al
xilema por la banda de Caspary. Para rebasarla se introducen en el
simplasto de las células endodérmicas y son exportados a la estela
por canales transportadores de membrana (Takano et al., 2008; Miwa
y Fujiwara, 2010). Cuando el B se encuentra en el medio a
concentraciones bajas, su absorcidn y transporte requieren de dos
tipos de proteinas transportadoras de membrana, las BOR y las NIP
(proteinas intrinsecas tipo nodulina). La regulacion sinérgica de la
expresion génica involucrada en éste proceso se considera
fundamental para lograr la homeostasis. El primer transportador de B
identificado en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh fue AtBOR1, cuya
funcion es el transporte de entrada al xilema cuando existe déficit
(Takano et al., 2002). Este canal se localiza en la membrana
plasmatica de las células del periciclo de la raiz y su sobreexpresion,
en condiciones deficitarias de B, activa la translocaciéon de B desde
las raices hacia la parte aérea de la planta, probablemente en forma
de borato (Miwa et al., 2006). Sin embargo algunos estudios sefialan
gue cuando existe exceso de B, la proteina BOR1 es eliminada de la
membrana mediante endocitosis y degradada en las vacuolas
(Takano et al., 2005b; Takano et al., 2010), lo que sugiere que su
regulacién puede ser uno de los mecanismos para evitar la toxicidad
por B. Este transportador ha sido recientemente caracterizado en
citricos al localizarse el gen ortologo CmBOR1 en Citrus
macrophylla Wester y verificarse su funcion (Cafion et al., 2013).

Otra proteina de membrana que facilita la entrada de B a las
células de la raiz es NIP5;1 (Takano et al., 2006), un canal de acido
boérico, miembro de la familia de las proteinas intrinsecas principales
(MIPs), mediadoras del flujo pasivo de agua y moléculas pequefias
no cargadas.
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Este transportador se localiza en la membrana plasmatica de la
cara externa de la epidermis de la raiz (Takano et al., 2006 Takano et
al., 2010) y su expresion se induce en respuesta al déficit de B en la
planta (Takano et al., 2006). En A. thaliana, la sobreexpresion de
AtNIP5;1 aumenta la absorcion de B en condiciones de deficiencia y
promueve la elongacion de la raiz (Kato et al., 2009). Del mismo
modo que ha sido descrito en BOR1, Tanaka et al. (2011) sugieren
gue la degradacion del RNAmM de NIP5:1 dependiente de B
interviene en la aclimatacion de plantas a las concentraciones
excesivas. El transportador de membrana CiNIP5 ha sido
caracterizado recientemente en citrange Carrizo (C. sinensis (L.)
Osh. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) (An et al., 2012).

En cuanto a las plantas autotetraploides (4x), se ha descrito
que difieren de sus ancestros 2x Unicamente en contener un nimero
duplicado de cromosomas, aunque pueden considerarse clones por
ser su composicion génica idéntica (véase apartado 1-3.2.2.1.1). En
citricos, los genotipos 2x apomicticos suelen generar de manera
espontanea plantas autotetraploides procedentes de la duplicacion
cromosémica de células maternas nucelares, que a continuacién dan
lugar a embriones somaticos (Barrett y Hutchison, 1978; Aleza et al.,
2011). En citricos se han identificado diferencias fenotipicas entre
plantas 2x y sus correspondientes autotetraploides (Cameron y Frost,
1968; Barrett y Hutchison, 1978; Romero-Aranda et al., 1997,
Allario et al., 2011). Estas ultimas tienen las hojas mas gruesas y con
un verdor mas intenso y las raices son mas cortas y engrosadas. Las
raices de los citricos que tienen menor didmetro y longitudes
especificas (SRL) mayores, tienen mayor conductancia hidraulica
radial (Eissenstat y Achor, 1999; Huang y Eissenstat, 2000). Esta
propiedad se atribuye al menor trayecto radial del agua y solutos
desde la superficie de la raiz hasta alcanzar el xilema, cuando se
comparan con raices de un didmetro mayor. Ademas la conductancia
hidraulica también depende de caracteristicas anatomicas como el
grosor de la exodermis y su grado de suberificacion y en un suelo
humedo constituye la mayor limitacion para la absorcién de agua y
solutos. Las diferencias en éste pardmetro entre portainjertos
determinan su capacidad de transporte a la parte aérea y modulan las
relaciones hidricas y sus respuestas fisiolégicas que afectan al
crecimiento (Syvertsen y Graham, 1985).

Los portainjertos 4x tienen una menor SRL y por tanto menor
conductancia hidradlica que sus correspondientes 2x, lo que explica
su tasa de crecimiento mas reducida y su arquitectura mas compacta
(Barrett y Hutchison, 1978).
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Por el mismo motivo, tienen una tasa de transpiracién
generalmente menor que sus correspondientes 2x (Syvertsen et al.,
2000), una conductancia estomatica mas reducida (Allario et al.,
2011) y una regulacién mas efectiva del intercambio de gases
(Allario et al., 2013). EI mesofilo foliar mas grueso que caracteriza a
los genotipos 4x de citricos, aumentaria la resistencia a la difusion
de CO,, disminuyendo su tasa de asimilacion neta (Romero-Aranda
et al., 1997). Todos estos factores parecen condicionar el tamafio
menor, caracteristico de los citricos 4x.

Se ha propuesto que algunos clones autotetraploides de citricos
podrian utilizarse como portainjertos, ya que la fisiologia de los
arboles se encuentra muy influenciada por las propiedades del
sistema radicular, que juega un papel clave en la capacidad de
absorcidn y transporte de elementos minerales. En este sentido, la
capacidad para restringir el transporte de solutos, que pueden
resultar toxicos por acumulacién en la parte aérea, difiere entre los
portainjertos habitualmente utilizados en citricultura y la eleccion
del portainjerto adecuado constituye el mecanismo mas eficiente
para solucionar los problemas de toxicidad en el cultivo (Walker et
al., 1984).

Este trabajo pretende estudiar el comportamiento de los
genotipos 2x y 4x de citrange Carrizo, injertado y sin injertar frente
a concentraciones altas de B en el medio. El objetivo ultimo fue
identificar caracteres morfolégicos, anatomicos o moleculares
asociados a la tetraploidia que determinan diferencias en la
tolerancia a la toxicidad por B. El hibrido elegido para el estudio es
el portainjerto mas ampliamente utilizado en Espafia, que
actualmente se encuentra en el 75% de las plantaciones y se utiliza
en otras areas citricolas del mundo. Ademaés, los citranges se
consideran moderadamente sensibles a la toxicidad por B (Grattan et
al., 2015).

2. Materiales y métodos

2.1.Material vegetal

Se utilizaron plantas 2x y 4x de citrange Carrizo (CC)
obtenidas a partir de semilla de arboles del banco de germoplasma de
plantas libres de patéogenos del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) (Navarro et al., 2002; Navarro,
2015).
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2.2.Condiciones experimentales

2.2.1. Experimento 1: ensayo in vitro

Las semillas de CC 2x y 4x se esterilizaron durante 5 min en
lejia comercial al 2% (v/v) (0.5 M NaClO), se eliminaron las
cubiertas, se enjuagaron tres veces en agua desionizada estéril y se
sembraron en un medio con Agar (Difco Bacto) al 4% en agua
destilada (pH 6.0). EI medio se esterilizd previamente a 120° C
durante 20 min y se dispens6 un volumen de 40 mL en tubos de 150
x 25 mm. Se cultivé una semilla por tubo en una cdmara de cultivo
(Sanyo MCR-350H, Sanyo Electric Biochemical Co.) a temperaturas
que oscilaron entre 20° y 22° C en oscuridad y entre 26° y 28 °C
durante el periodo luminoso, una humedad relativa del 80% e
iluminacion fotosintéticamente activa (PAR, 400-700 nm) con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPDF) de 250 pmol m™
s durante 16 h diarias. Transcurridos 20 dias se seleccionaron
plantulas homogéneas y se transfirieron, tras eliminar los
cotiledones, a tubos de pléastico de dimensiones similares que
contenian 50 mL de medio nutritivo estéril, compuesto por 5 mM
Ca(NO3),, 1.5 MM KNO3, 1 mM MgSO,, 1.2 mM H3PO,, 20 uM Fe-
EDDHA, 7.65 uM ZnSQO,-7H,0, 54.4 pM MnSQO4-H,0, 0.5 uM
CuS04-5H,0, agar al 0.25% y pH ajustado a 6.0. ElI medio control
(Ct) contenia 50 uM H3;BO; y el medio con exceso de B (+B), 400
lJ.M H3803.

Las plantulas se mantuvieron en éstas condiciones durante 45
dias. Al inicio y al final de éste periodo, se extrajeron plantas del
medio, se enjuagaron con agua destilada y se separaron hojas, tallo y
raices. Los 6rganos se pesaron en fresco y se midid la longitud de
tallos y raices. Se tomaron muestras para los analisis moleculares,
gue fueron congeladas en nitrégeno liquido y mantenidas a -80 °C y
para los anélisis elementales que fueron secadas en un horno a 70 °C
durante 48 h. Las muestras secas se pesaron para obtener la relacién
entre el peso fresco y el seco.

2.2.2. Experimento 2: ensayo en invernadero

Se germinaron semillas de CC 2x y 4x en el invernadero,
utilizando un substrato previamente esterilizado, compuesto de turba,
fibra de coco, arena y perlita (50:25:20:5), con 1.38 g kg de
superfosfato de cal. Las plantulas se regaron dos veces por semana
con una solucion nutritiva compuesta de 5 mM Ca(NOs3),, 1.4 mM
KNO;, 2 mM MgSO,, 0.6 mM H3PO,, 20 uM Fe-EDDHA, 7.6 uM
ZnSO47H20, 0.50 HM CUSO45H20, 50 HM H3BO3, 0.50 H.M MOOg
y 54 UM MnSQO,-H,0, ajustada a pH 6.0 con 1 M KOH.
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La solucidn de riego se aplico diluida 1:1 con agua desionizada
durante las primeras 8 semanas. Tras este periodo, las plantas
seleccionadas por su uniformidad, se trasplantaron a macetas de
plastico de 0.5 L con sustrato compuesto por turba, fibra de coco,
arena y perlita (40:25:25:10). Las plantas de cada ploidia (2x y 4x)
se separaron en 4 grupos y se regaron con la solucién nutritiva
descrita, modificada en cada grupo hasta alcanzar un contenido de
50, 200, 400 u 800 uM de H;BO; respectivamente.

Las plantas se podaron de manera homogénea para forzar el
desarrollo de un brote vegetativo durante el tratamiento establecido.
Inmediatamente tras la poda, seis plantas de cada ploidia se
extrajeron de las macetas, se lavaron las raices hasta eliminar todo el
sustrato y se registrd el peso al inicio del tratamiento. Otras 12
plantas de cada ploidia y tratamiento se distribuyeron al azar en el
area destinada al experimento y se rodearon por una fila de plantas
similares pero excluidas del experimento. Las plantas se cultivaron
en un invernadero equipado con luz suplementaria PAR de PPDF
250 pmol m? s suministrada para alargar el fotoperiodo hasta 16 h
de luz. El rango de temperaturas oscil6 entre 16° y 18° C durante la
noche y entre 26° y 28° C durante el dia y la humedad relativa se
mantuvo aproximadamente al 80%. Cada maceta se reg6é dos veces
por semana con 300 mL de la solucion para favorecer el drenaje y
evitar la acumulacién de B y sales en el sustrato.

Durante cinco semanas, se muestrearon semanalmente dos
hojas de la parte media del tallo de seis plantas de cada genotipo y
tratamiento para determinar la concentracion de B. Transcurrido éste
periodo, las plantas se extrajeron de las macetas y se lavaron las
raices para eliminar el sustrato. Se separaron hojas, tallos y raices, se
lavaron con agua desionizada y se pesaron los érganos por separado.
Las raices se diseccionaron separando la raiz principal de las
secundarias y se cont6 el numero total de &pices por planta. El
crecimiento y el dafio foliar se evaluaron en otras seis plantas 2x y
4x que habian sido sometidas a los tratamientos con 50 y 800 uM
H3;BO; en las condiciones indicadas durante 10 semanas. Para ello se
midié el area foliar total utilizando un aparato LI1-300 area-meter
(LI1-COR). El area afectada por quemaduras se recortd para separarla
del &rea sana y se midié de la misma manera. El &rea dafiada se
expreso en forma de porcentaje sobre el total de &rea foliar. Se conto
el nimero de hojas sanas y caidas de cada planta y se expreso la
abscisién en % respecto al total de hojas de cada planta. Los 6rganos
se secaron en un horno a 70° C durante 48 h, para determinar el peso
seco final y estimar el crecimiento.
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2.2.3. Experimento 3: ensayo en campo

Este experimento se llevd a cabo en una parcela localizada en
Elche (Alicante) (38°14'53.57"N; 0°41'46.9"W), una region de clima
semi-arido en la vega baja del rio Segura. En ésta localizacion, la
temperatura media anual ronda los 17.9° C, las precipitaciones
medias son de 290.2 mm y la humedad relativa del aire se sitGa en
torno al 65% de media. La textura del suelo en los primeros 50 cm
de profundidad es de tipo franco arcilloso y el pH del suelo es de
8.5, con un contenido de carbonato calcico del 32.7% y un contenido
en materia orgénica del 1.63%. Las plantas de CC 2x y 4x proceden
de semillas de los arboles banco de germoplasma de plantas libres de
patégenos del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias
(IVIA).

Las semillas se germinaron en las mismas condiciones
indicadas en el Experimento 2. A la edad de 6 meses, se injertaron
con naranjo ‘Valencia’ late (C. sinensis) (VL) de la misma
procedencia. Transcurrido un periodo de 6 meses, en el afio 2009, los
plantones se establecieron en la parcela El marco de plantacion fue
de 5 x 5 m y los arboles se distribuyeron en tres bloques al azar,
conteniendo cada bloque dos unidades experimentales con 4 arboles
representantes de cada ploidia, situados en los vértices de un
cuadrilatero. Cada bloque experimental se encontraba separado de
los adyacentes por una fila de arboles que no formaron parte del
experimento. Las plantas se cultivaron siguiendo los estandares
locales de fertirrigacion y control de plagas.

Se determind la concentracion de B en hojas de primavera
tomadas de ramas sin fructificacion en el mes de noviembre de los
afios 2012, 2013 y 2014. Cada muestra consistio en un pool de seis
hojas tomadas al azar de alrededor de la copa de cada uno de los 4
arboles. La altura de los arboles y el diametro de los troncos se
midieron el 5° afio tras el establecimiento de la parcela. A partir de
éstas medidas se calculé el volumen de la copa (V), segln la
ecuacion de Turrell y Vanselow (1946):

V (m®) = 0.5236 x H x D?

Donde H es la altura del arbol y D el didametro maximo de la copa.

Los frutos se cosecharon en su punto de madurez fisioldgica y
se midi6 el rendimiento de cada arbol. La eficiencia productiva (kg
m™) se calculd como el peso de la cosecha (kg-arbol™) / volumen de
copa (m®-arbol™).
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2.3.Métodos de analisis

2.3.1. Comprobacion del nivel de ploidia

Las plantas de CC utilizadas en los experimentos se obtuvieron
de semillas de los arboles 2x y 4x del banco de germoplasma. La
ploidia de las plantas se comprobd mediante citometria de flujo,
utilizando una muestra de tejido foliar de 0.5 mm? aproximadamente
junto con una muestra similar de plantas control 2x o 4x (Aleza et
al., 2009). En una placa Petri, se depositd la muestra y una gota de la
solucidn de aislamiento de nucleos (High Resolution DNA Kit Type
P, solution A; Partec). Con ayuda de una cuchilla, se troce6 la
muestra finamente y se filtr6 para separar los nucleos a través de una
malla de nylon de 30 um. El tampén de aislamiento filtrado se
recogid en un tubo nuevo y se afiadi6 la solucion de DAPI (4°,6-
diamine-2-phenylindol) (High-Resolution DNA Kit Type P, solution
B; Partec) para tefiir los nucleos. Tras 5 min de incubacion a
temperatura ambiente, las muestras se introdujeron en el citometro
de flujo Ploidy Analyzer (PA; Partec), equipado con una bombilla de
mercurio de alta presion HBO 100-W vy los filtros KG1 y BG38. Los
histogramas se analizaron con el software dpac, v2.0 (Partec), que a
partir de los picos obtenidos y su coeficiente de variacion, determina
el nivel de ploidia de las muestras.

2.3.2. Extraccion de ARN y analisis gRT-PCR

La expresion relativa de los genes NIP5 y BOR1 se analizé,
mediante reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con
transcriptasa inversa (qRT-PCR), en las raices de las plantas
cultivadas in vitro (Experimento 1). Para ello se molieron 100 mg de
raiz fresca utilizando nitrégeno liquido, se extrajo el RNA total
utilizando RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) y se trato con DNAsa |
(Ambion, Thermo Fisher Scientific Inc.) segln las instrucciones del
fabricante. La calidad y concentracion del extracto obtenido se
evalu6 utilizando un espectrofotémetro ND-1000 full spectrum UV-
Vis (Nanodrop Technologies, Thermo Fisher Scientific). Se retro-
transcribieron 2 pg del ARN obtenido, utilizando oligo (dT)23 como
cebador en una reaccién de 20 pl de volumen, realizada por la
transcriptasa reversa M-MuLV (RevertAid, Thermo Fisher Scientific
Inc.). EI ADN copia (ADNc) obtenido se diluyé 1:3 y se utilizo
como molde de la gPCR, llevada a cabo en un volumen de 20 pL,
utilizando Perfecta SYBR Green FastMix (Quanta Bioscience) en un
termociclador LightCycler 480 system (Roche Applied Science) con
el programa: 3 min a 95° C y 40 ciclos de 15sa 95° Cy 1 min a 60
°C.

149



150

Los cebadores utilizados son los descritos en publicaciones
previas (An et al., 2012; Carfion et al., 2013) y se muestran en la
Tabla 4.1. Se realizaron tres réplicas técnicas simultdneas de cada
reaccion y tres réplicas bioldgicas sucesivas. La expresién se
normalizé utilizando los niveles de expresion del gen putativo de
Actina, utilizando para el disefio de cebadores la secuencia en
mandarino Clementino (C. clementina Hort. ex Tan.) que se muestra
en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Lista de cebadores utilizados para la RT-PCR cuantitativa

Gen  Codigo Cebadores directo/reverso Referencia

NIP5 Q277272 5-AGCTTCCCGGATATTCCAGT-3' (Azgf;)a'
5-ACTATGGGTCCTGCTGTTGC-3'

BOR1 EF581174} 5-GGGCATATAGTCCCCGTGTT-3 E:Z%ﬁlo;; etal.
5'-CCGGGACTGGGAACTTTC-3'

ACT  clementine0.9_013110m? 5-CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA-3' (Az%f‘lir)o etal.

5'-TCGCCCTTTGAGATCCACAT-3'

'NUmero de entrada en la base de datos de secuencias de referencia del
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Cédigo de referencia del transcrito,
disponible en la base de datos del International Citrus Genome Consortium
(http:/Iwww.phytozome.net/search.php).

2.3.3. Concentracién total de B

Las muestras de hoja y raiz procedentes de los experimentos se
pesaron en fresco, se lavaron en una solucién 0.01% (v/v) de Tween-
20 (Sigma-Aldrich Corp.), se enjuagaron con agua destilada y se
secaron en un horno a 70 °C durante 48 h hasta alcanzar un peso seco
constante (PS). Para medir la concentracion total de B (By) se
utilizaron 0.5 g de PS de los 6rganos, que se calcinaron en un horno
mufla a 550 °C durante 12 h. Las cenizas se disolvieron en 1 N HCI
(Hiperpur, Panreac), obteniendo un volumen final de extracto de 5
mL. El By se determind mediante espectroscopia de emision con
plasma de acoplamiento inductivo, utilizando el aparato ICP-AES
iCAP 6000 (Thermo Scientific).

2.3.4. Fraccionamiento de B
La concentracién de B en la fraccion soluble e insoluble se
midi6 en las hojas y en las raices de las plantas cultivadas in vitro
(Experimento 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.phytozome.net/search.php
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Las muestras se congelaron y se molieron utilizando nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. Se homogeneizaron 0.5 g de éste
polvo con 10 volimenes de agua a 0 °C y se centrifugaron a 1000
rpm durante 10 min. El precipitado se lavé con 10 volumenes de
agua a 0 °C, se centrifugd de nuevo y se lavo tres veces con 10
volumenes de etanol al 80%, una vez con 10 volumenes de
metanol:cloroformo (1:1, v/v) y una vez con 10 volumenes de
acetona. El conjunto de sobrenadantes recogidos constituye la
fraccion soluble y el precipitado la fraccion insoluble, constituida
por paredes celulares. Ambas fracciones se secaron y se sometieron
al proceso de cuantificacién de B descrito en el apartado anterior.

2.3.5. Tasas de absorcién y transporte de B
La tasa de absorcién neta (An, umol-g™*PS raiz-dia™) se calcul6
a partir del By acumulado en las plantas, utilizando la ecuacién de

Pitman (1976):
{In Ras-In RO}(|:CT45-CT0:|
An =L Res-Ro tas-to

Donde R es el PS de la raiz y Ct es el contenido total de B en la
planta completa, al inicio del tratamiento (to) y al final (t4s).

La tasa de transporte neto (Tn, pmol-g'PS raiz-dia™), que
cuantifica la translocacion del elemento, se calcul6 segln la ecuacion

siguiente:
INRss-InRo | | CassChao
1n=L Re-Ro tas-to

Donde R es el PS de la raiz y Ct es el contenido total de B en
la parte aérea, al inicio del tratamiento (to) y al final (ts).

2.3.6. Histologia
Se utilizaron plantas 2x y 4x de CC cultivadas in vitro
(Experimento 1) durante 10 dias. Se seleccionaron plantas cuyas raiz
fuera Unica, sin ramificaciones y con un crecimiento de trayectoria
recta, y se lavaron con agua destilada.
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2.3.6.1.Corte

Manteniendo la planta sobre una superficie himeda, se separ6
la raiz de la parte aérea realizando un corte con bisturi. Sobre una
superficie humedecida, se realizaron manualmente cortes
transversales de la raiz, lo mas finos posibles, a diferentes distancias
del apice con ayuda de una lupa Leica MZ8. Los cortes se colocaron
inmediatamente en un portaobjetos y se cubrieron con una gota de
agua hasta el momento de realizar el transparentado.

2.3.6.2.Preparacion de soluciones
Para el transparentado se utilizdé una disolucién saturada de
hidrato de cloral (cristalizado >98%, Sigma) en &cido lactico al 85%
(Sigma). La tincion fluorescente se realiz6 con una disolucién 0.1%
(p/v) de hemisulfato de berberina (Sigma) en acido lactico (85%). La
tincion de contraste se realiz6 con una disolucién de azul de anilina
(Merck) al 0.5% (p/v) en agua destilada.

2.3.6.3.Transparentado y tincion
El método utilizado estd basado en el descrito por Lux et al.
(2005) y consiste en aplicar una tincion fluorescente especifica para
suberina y lignina y una tincion de contraste que facilita la
visibilidad de las bandas de Caspary localizadas en la exodermis y
endodermis de la raiz.

Los cortes realizados se cubrieron con la solucion de
transparentado y los portaobjetos se introdujeron en una placa Petri
cerrada y se incubaron durante 1 h en un bafio de agua a 70 °C. Tras
retirar la solucion de transparentado con un papel (Kimwipes,
Kimberly-Clark, US), las muestras se lavaron con agua destilada y se
secaron con papel. Se aplicd la tincion fluorescente y se incubaron
las muestras durante 1 h a 70 °C. Tras lavarlas y secarlas se aplico la
tincion de contraste y se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente. Las muestras se enjuagaron y se montaron en agua para su
observacion.

2.3.6.4.Microscopia y fotografia
Las muestras se examinaron utilizando un microscopio de
fluorescencia Eclipse €600 (Nikon), con iluminacion ultravioleta
(UV-2A: ex 330-380 filter). Se tomaron fotografias utilizando una
camara DS-Ril (Nikon) y el software suministrado por el fabricante.

2.4.Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a andlisis de la varianza
(ANOVA) vy las medias se clasificaron utilizando el test de rango
multiple de Duncan para P < 0.05, con el software Statgraphics Plus,
version 5.1 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs).
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Las interacciones entre efectos principales fueron Unicamente
consideradas en el caso de que los efectos principales fueran
significativos de manera independiente, en caso contrario no fueron
incluidos en el modelo (ni).

3. Resultados

3.1.Experimento 1: ensayo in vitro

3.1.1. Crecimiento de las plantas
ElI PS de los o6rganos de plantas cultivadas in vitro en
condiciones normales (Ct) de B fue mayor en hojas, raices y tallos
(2.0, 2.1 y 1.3 veces, respectivamente) de plantas 4x que en los
organos correspondientes de las plantas 2x cultivadas en las mismas
condiciones. En consecuencia, el PS de las plantas completas 4x fue,
1.8 veces mayor que en las 2x (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Peso seco (mg) de los 6rganos y de las plantas completas,
longitud de tallos y raices (cm) y longitud especifica de raices relativa al
peso seco (m-g™t) (SRL), de plantas diploides (2x) y tetraploides (4x) de
citrange Carrizo cultivadas in vitro (Experimento 1) durante 45 dias, en el
medio nutritivo suplementado con 50 uM (Ct) o0 400 uM (+B) H3;BO:s.

2X 4x ANOVA
Ct +B Ct +B P T
Peso seco (mg)
Hoja 159 b 126 b 329 a 365 a *** ns
Tallo 6.1 b 55 b 128 a 157 a *** ns
Raiz 137 b 112 b 178 a 215 a ** ns
Planta completa 357 b 293 b 634 a 737 a *** ns
Longitud (cm)
Tallo 28 b 26 b 47 a 53 a ** ns
Raiz 18.4 14.9 15.5 15.3 ns ns

SRL(m-g') 135 a 135 a 88 b 74 b *** ns

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Los efectos de la ploidia
(P) y el tratamiento (T), determinados mediante ANOVA de doble via se
indican: ** P < 0.01; *** P < 0.001; ns, no significativo. Las letras
diferentes en cada fila indican diferencias significativas para P < 0.05 al
aplicar el test de rango multiple de Duncan.
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Este efecto esta probablemente relacionado con el tamafio més
grande de las semillas y particularmente de los cotiledones de las
plantas 4x respecto a las 2x, que incrementaria la cantidad de
reservas disponibles para la germinacién. El tratamiento con exceso
de B (+B) no redujo el PS de los érganos de las plantas 2x ni de las
4x respecto al tratamiento Ct. Los tallos de las plantas 2xCt fueron
un 40.5% mas cortos que los de las plantas 4xCt y el tratamiento B+
no afecto a su longitud. Sin embargo, las raices de las plantas de
ambas ploidias tuvieron una longitud similar y el tratamiento +B no
ejercio ningdn efecto. Por tanto, la SRL (m-g™) fue més de un 50%
mayor en plantas 2x que en plantas 4x con independencia del
tratamiento de B aplicado (Tabla 4.2). Este dato indica que las
raices 4x fueron mas gruesas que las 2x, como muestra la Tabla 4.3,
donde se detallan varias medidas de la raiz realizadas al inicio del
experimento 1. El didametro del corte transversal de la raiz y su area a
2 cm del &pice, asi como el area de cortex y el didmetro de la estela
fueron, respectivamente, un 44.1%, 107.1%, 104.0%, 50.5% vy
126.7% mayores en las raices 4x que en las 2x.

Tabla 4.3 Medidas de la seccién transversal a 20 mm del &pice de la raiz
de plantas de citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x) cultivadas
in vitro (Experimento 1) durante 20 dias.

2X 4x ANOVA
Diametro total (um) 5935 b 855.3 a  ***
Area total (mm?) 028 b 058 a **
Area del cortex (mm?) 025 b 051 a ***
Diametro de la estela (um) 1952 b  293.8 a  ***
Area de la estela (mm?) 003 b 007 a ***

Los valores son la media de seis plantas (n=6). Los efectos de la ploidia
(P), determinados mediante ANOVA de doble via se indican: **P < 0.01;
***p < (0.001; ns, no significativo. Las letras diferentes en cada fila indican
diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango multiple
de Duncan.

3.1.2. Concentracion de B

Las plantas cultivadas in vitro durante 45 dias con el
tratamiento +B (400 uM H3BO3;) tuvieron concentraciones de B en
hojas, tallos y raices més altas que las cultivadas con el tratamiento
Ct (50 uM) (Fig. 4.1). Las hojas de plantas 2x+B acumularon
concentraciones de B un 58% mas altas que las 4x+B, mientras que
los tallos y raices de las plantas de ambas ploidias alcanzaron
concentraciones similares de B (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Concentracion de boro (ug-g™PS), medida en plantas diploides (2x) y
tetraploides (4x) de citrange Carrizo cultivadas in vitro (Experimento 1) durante
45 dias, en el medio nutritivo suplementado con 50 uM (Ct) o 400 pM (+B)
H3;BO; Los valores son la media de seis plantas (n=6) y su error estandar. Los
efectos de la ploidia (P) y el tratamiento (T), determinados mediante ANOVA de
doble via se indican: * P < 0.05; *** P < 0.001; ns, no significativo; nc. no
incluido en el modelo. Las letras diferentes indican diferencias significativas
para P <0.05 al aplicar el test de rango multiple de Duncan.
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3.1.3. Tasas de absorcion y transporte de B

Las tasas estimadas de absorcion y transporte neto de B a la
parte aérea en las plantas 2xCt y 4xCt fueron similares (Fig. 4.2).
En condiciones de exceso de B, ambas tasas aumentaron. Sin
embargo, en plantas 2x+B la tasa de absorcion aument6 4.4 veces
respecto al Ct y la de transporte 5.3 veces, mientras que en plantas
4x+B el aumento solo fue de 2.0 veces respecto al 4xCt en ambos
parametros (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 Tasa de absorcion de boro (umol-g™ PS raiz-dia) y tasa de transporte
de boro (umol-g* PS raiz-dia) medida en plantas diploides (2x) y tetraploides
(4x) de citrange Carrizo cultivadas in vitro (Experimento 1) durante 45 dias en el
medio nutritivo suplementado con 50 pM (Ct) o 400 uM (+S) HzBO; Los
valores son la media de seis plantas (n=6) y su error estandar. Los efectos de la
ploidia (P) y el tratamiento (T), determinados mediante ANOVA de doble via se
indican: ***P < 0.001. Las letras diferentes indican diferencias significativas
para P <0.05 al aplicar el test de rango multiple de Duncan.
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3.1.4. Analisis de la expresion génica

La Fig. 4.3 muestra la expresion de genes involucrados en la
homeostasis de B entre raices de plantas 2x y 4x cultivadas durante
45 dias en el medio control (Ct) o con exceso de B (+B). En
condiciones Ct, las plantas 4x mostraron una cantidad relativa de
transcrito del gen NIP5 mayor que las 2x y la expresion se redujo en
ambas ploidias bajo el tratamiento +B. Sin embargo el mayor
descenso en la expresion en condiciones +B respecto a condiciones
Ct se registrd en las plantas 4x (63.3%), aunque la abundancia
relativa de transcrito en raices 4x+B fue similar a la de 2x+B (Fig
4.3A). La expresion de BOR1 en las raices cultivadas con el
tratamiento Ct fue ligeramente mas alta en raices 4x que en las 2x.
Sin embargo, su expresion no varié entre el tratamiento Ct y el +B
(Fig. 4.3B).
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Figura 4.3 Expresion relativa de los genes A) NIP5 y B) BOR1 estimada
mediante qRT-PCR en raices de plantas diploides (2x) y tetraploides (4x) de
citrange Carrizo cultivadas in vitro durante 45 dias, en el medio suplementado
con 50 uM (Ct) 0 400 pM (+B) H3BO;. Los valores son la media de 9 réplicas
bioldgicas (n=9) y su error estandar. Los efectos de la ploidia (P) y el tratamiento
(T), determinados mediante ANOVA de doble via se indican ** P < 0.01; *** P
< 0.001; ns, no significativo; nc, no incluido en el modelo. Las letras diferentes
indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango
maltiple de Duncan.
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3.1.5. Fracciones de B soluble e insoluble

En condiciones Ct, las hojas y raices de plantas 2x y 4x
presentaron concentraciones similares de B en la fraccion soluble
(Tabla 4.4). El tratamiento +B indujo el aumento pronunciado de la
concentracion de B en la fraccion soluble de las hojas, que fue de 6.6
veces en plantas 2x y solo de 3.5 veces en plantas 4x. En las raices
también se observd un aumento de la concentracién de boro, pero
menos acusada; el incremento entre el tratamiento Ct y el +B fue de
2.1 veces en raices 2x y de 2.8 en 4x. En la fraccion insoluble de
hojas, la concentracion de B aumento6 ligeramente con el tratamiento
+B, de manera similar en ambas ploidias, mientras que en raices no
vario en funcidn de la ploidia ni del tratamiento (Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Concentracion de boro (ug-g'PS) en las fracciones soluble e
fibrosa de hojas y raices, medida en plantas diploides (2x) y tetraploides
(4x) de citrange Carrizo cultivadas in vitro (Experimento 1) durante 45
dias, en el medio nutritivo suplementado con 50 pM (Ct) o 400 uM (+S)
H,BO;.

2X 4x ANOVA
Ct +B Ct +B P T PxT
Hoja
Soluble 723 ¢ 4756 a 778 ¢ 273.0 b *okxk %
Fibrosa 364 b 421 a 357 b 438 a ns * ni
Raiz
Soluble 174 b 367 a 134 b 378 a ns *** nj
Fibrosa 13.9 18.3 17.2 19.1 ns ns ni

Los valores son la media de seis plantas (n=6) y su error estandar. Los
efectos de la ploidia (P) y el tratamiento (T), determinados mediante
ANOVA de doble via se indican: *P < 0.05; ***P < 0.001; ns, no
significativo; ni, no incluido en el modelo. Las letras diferentes en cada fila
indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango
multiple de Duncan.

3.1.6. Histologia de las raices
El patron de desarrollo de la raiz en CC es similar al descrito
en otras especies lefiosas, en las que suelen distinguirse tres zonas.
El 4pice, de color blanco, contiene la zona meristeméatica y de
elongacion, donde el tejido aun permanece indiferenciado y las
paredes celulares carecen de depoésitos hidrofobicos de suberina o
lignina.
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A continuacion se observa la zona de maduracion, en la que las
paredes celulares completan su desarrollo y aparecen los depdsitos
de suberina o lignina. El tercer segmento es la zona de crecimiento
secundario, que se distingue porque el cilindro vascular ya ha
alcanzado un desarrollo completo.

Las raices de CC desarrolladas in vitro en el experimento 1,
mostraron claramente éstas tres zonas, pero se identificaron
diferencias entre las raices 2x y las 4x. Los apices de las raices 4x
son visiblemente mas gruesos y de menor longitud que los de raices
2x. La transicion de la zona apical blanca al segmento maduro
lignificado tiene lugar en una distancia mas corta y cercana al apice
en las raices 4x que en las 2x, observandose diferencias estructurales
y en el desarrollo del tejido. Para evaluar con méas detalle éstas
diferencias, se examind la anatomia mediante microscopia,
comparando segmentos de raiz, tomados a sucesivas distancias del
apice. Las secciones tomadas a distancias mas cercanas al apice (< 3
mm), ya fueran de raices 2x o 4x, no mostraron fluorescencia,
indicando que en ambas ploidias el tejido meristematico, carente de
depésitos hidrofobicos en las paredes celulares, abarca un segmento
de, al menos, ésta longitud.

Las primeras estructuras identificables fueron la epidermis y
los primeros vasos protoxileméaticos, que aparecieron en secciones de
ambos genotipos tomadas a una distancia del apice de entre 3y 6
mm. En los segmentos de 6 a 9 mm, la epidermis, exodermis y
protoxilema aparecen ya en raices de ambas ploidias, pero el estadio
de desarrollo observado fue méas avanzado en las secciones 4x que en
las 2x. Entre 9 y 12 mm de distancia al &pice, la banda de Caspary,
localizada en la capa de células de la endodermis, era claramente
identificable en las raices 4x, tomando forma de puntos en torno al
cilindro vascular (Fig. 4.4B), mientras que en las raices 2x apenas se
detectaba (Fig. 4.4A).

En las secciones tomadas entre 12 y 15 mm, el contorno
delimitado por la banda de Caspary en la endodermis y el cilindro
vascular ya aparecen diferenciados en ambos genotipos y entre 15y
18 mm se observé en ellos un estado de desarrollo avanzado. Estas
observaciones indican que la diferenciacion de tejidos completa su
proceso a una distancia mas corta del apice en raices 4x que en las
2X. Se observ6 ademas, que la exodermis de las raices 4x es més
gruesa que la de las raices 2x y contiene una deposicion de suberina
mas gruesa.
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Figura 4.4. Cortes de raiz tomados a 9-12 mm del apice, realizados a mano
en tejido fresco de raices de plantas A) diploides (2x) y B) tetraploides (4x)
de citrange Carrizo cultivadas in vitro, transparentadas en hidrato de cloral,
tefiidas con hemisulfato de berberina y azul de anilina y visualizadas
mediante microscopia de fluorescencia con luz UV. PXy: Protoxylema,
CS, Banda de Caspary, Ex, Exodermis.

Experimento 2: ensayo en invernadero

3.1.7. Morfologia de las plantas

Las plantas de CC 2x y 4x, de 6 meses de edad, cultivadas en
invernadero con suministro de B normal (Ct), tuvieron un PS similar
al inicio del experimento (Tabla 4.5). La arquitectura de la parte
aérea tampoco fue distinta entre plantas 2x y 4x, que alcanzaron una
altura y numero de hojas similar (datos no presentados). Sin
embargo, se encontraron diferencias en la morfologia de las raices
debido a la ploidia. Las raices 4x presentaron un grosor mayor, pero
su longitud fue menor y presentaron ramificaciones menos
abundantes que las 2x (Fig. 4.5A y 4.5B). En consecuencia, el
nimero total de apices radiculares en las raices 2x fue 2.9 veces
mayor que en las 4x (Fig. 4.5C).

3.1.8. Acumulacion de B en las hojas

La Fig 4.6 muestra la concentracion de Bt medida en las hojas
de plantas de CC 2x y 4x, de 6 meses de edad, cultivadas durante 5
semanas con diferente suministro de B afiadido a la solucion
nutritiva de riego. Como era previsible, la concentracion de B en las
hojas aument6 con el incremento de la concentracion de H;BO;
suministrado (Fig. 4.6A), pero se observo que las plantas 2x
acumularon en sus hojas mé&s B que las 4x al suministrarse
concentraciones de H3BO; entre 200 uM y 800 uM.
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Tabla 4.5 Peso seco (g) de los érganos y de las plantas completas de
citrange Carrizo diploides (2x) y tetraploides (4x), cultivadas en
invernadero (Experimento 2) durante 10 semanas, irrigadas con solucién
nutritiva suplementada con 50 uM (Ct) u 800 uM (+B) de H3BO;

2X 4x ANOVA
Ct +B Ct +B P T PxT
Peso seco
Hoja 99 a "85 a 118 b 120 b * ns ni
Tallo 282 a 190 b 359 a 343 a * * ns
Raiz 17.1 15.2 20.2 15.0 ns ns ni
PSPF (1) 55.2 a 427 b 679 a 613 a * * ns
PSPI (2) 20.3 20.3 18.1 18.1 ns ns ni
@ -(©2 349 b 224 ¢ 497 a 432 a * * ns

*El peso seco de las hojas caidas se incluyé en cada grupo de plantas.
PSPF: peso seco de las plantas completas al final del tratamiento; PSPI:
peso seco de las plantas completas al inicio del tratamiento; (1)-(2):
diferencia entre PSPF y PSPI. Los valores son la media de seis plantas
(n=6). Los efectos de la ploidia (P) y el tratamiento (T), determinados
mediante ANOVA de doble via se indican: * P < 0.05; ns, no significativo;
ni, no incluido en el modelo. Las letras diferentes en cada fila indican
diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango maltiple
de Duncan.
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Figura 4.5 Arquitectura de la raiz de A) citrange Carrizo 2x y B) citrange
Carrizo 4x. C) Ndmero de puntas de raiz en plantas de 6 meses cultivadas
en invernadero. Los valores son la media de 3 plantas y su error estandar.
Las letras indican diferencias significativas en el ANOVA para P < 0.05.
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Transcurridas cinco semanas, la concentracion de B en las
hojas de plantas 2x regadas con 800 uM H3;BO; (+B) fue 10.3 veces
mas alta que en las 2x regadas con 50 uM Hs;BO; (Ct), mientras que
las plantas 4x incrementaron su concentracion 6.6 veces entre €stos
tratamientos (Fig. 4.6B). Entre plantas de ploidia distinta sometidas
al tratamiento +B, la concentracion de B en hojas fue un 46.8% mas
baja en plantas 4x+B que en las 2x+B.

3.1.9. Efecto en el crecimiento, dafio foliar y abscisidn

Las plantas tratadas con 800 uM y 50 uM H3;BO; (+B y Ct,
respectivamente), se mantuvieron hasta 10 semanas para poder
observar el desarrollo de los sintomas ocasionados por la toxicidad
del tratamiento +B. La biomasa de las plantas 4x no result6 afectada,
ya que el PS no vari6 entre plantas 4xCt y 4x+B, mientras que las
plantas 2x+B si que sufrieron una disminucioén de su PS respecto a
las 2xCt (Tabla 4.5).

El crecimiento de las plantas, estimado como el incremento en
PS durante el periodo experimental, fue similar entre plantas 4x+B y
4xCt, mientras que el incremento en plantas 2x+B fue un 36% menor
que en las 2xCt. Por tanto, el tratamiento con exceso de B, afecto al
crecimiento de las plantas 2x en mayor medida que al de las 4x. Las
plantas 2x+B mostraron sintomas en las hojas, como consecuencia de
la toxicidad por B, mucho mas intensos que las plantas 4x+B (Fig.
4.7).

Estas diferencias en los sintomas fueron apreciables a simple
vista (Fig. 4.7), especialmente por presentar las plantas 2x+B un area
foliar dafiada que se extendia 3.1 veces mas que en las plantas 4x+B
(Fig. 4.8A). Ademas, el exceso de B provocé la abscision prematura
de hojas en ambos genotipos, aunque la intensidad fue también
mayor en plantas 2x, que alcanzaron porcentajes de abscision 2.2
veces mayores que las plantas 4x (Fig. 4.8B).
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Figura 4.6 A) Concentracién de boro (ug-g*PS) en hojas desarrolladas de
plantas de seis meses de edad de citrange Carrizo diploide (2x) y tetraploide
(4x), cultivadas en invernadero (Experimento 2) durante 5 semanas, irrigadas con
solucién nutritiva suplementada con 50, 200, 400 u 800 uM de H;BO; B)
concentracion de boro (ug-g™PS) en hojas desarrolladas de plantas de seis meses
de edad de citrange Carrizo 2x y 4x, cultivadas en invernadero (Experimento 2)
durante 5 semanas irrigadas con solucién nutritiva suplementada con 50 uM (Ct)
u 800 uM (+B) H3BO;3 Los valores son la media de seis plantas (n=6) y su error
estandar. Los efectos de la ploidia (P) y el tratamiento (T), determinados
mediante ANOVA de doble via se indican: *** P < 0.001. Las letras diferentes
indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango
maltiple de Duncan.
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Figura 4.7 Sintomas visibles de toxicidad por exceso de boro en hojas de
plantas diploides (2x) y tetraploides (4x) de citrange Carrizo de seis meses de
edad, cultivadas en invernadero (Experimento 2) durante 10 semanas, irrigadas
con solucion nutritiva suplementada con 50 uM (Ct) u 800 uM (+B) H3BOs,

1.1 Experimento 3: ensayo en campo

En los arboles de naranjo ‘Valencia’ late (VL) cultivados en
condiciones de campo la concentracion de B, medida en hojas
desarrolladas en primavera nueve meses después de la brotacién,
varié en funcion de la ploidia del portainjerto (Fig. 4.9). En el afio
2012, las hojas de VL injertado sobre CC2x (VL/2xCC) tuvieron
concentraciones de B 1.5 veces méas altas que las hojas de VL
injertado sobre CC4x (VL/4xCCQC).
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Esta concentracion mas alta se mantuvo en los afios siguientes,
siendo 1.3 veces mas alta en CC/2xVL en 2013 y 1.2 veces en 2014,
respecto a CC/4xVL, aun cuando la concentracion absoluta de B en
los arboles fue en aumento con el transcurso de los afios. Sin
embargo no se observaron sintomas de toxicidad por B en ninguno
de los 2 tipos de arbol. En el 6° afio (2015) tras el establecimiento de
la parcela, la altura de los arboles VL/4xCC fue un 10.8% menor que
la de los arboles VL/2xCC y el volumen de copa un 42.2% mas
pequefio. La produccion total por arbol en VL/4xXCC fue un 53.3%
inferior que en VL/2xCC, sin embargo la eficiencia productiva
(Kg-m™®) no fue significativamente distinta entre arboles con ploidia
del portainjerto diferente (Tabla 4.6).
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Figura 4.8 A) Dafio foliar (%) y B) abscisién foliar (%) en plantas diploides (2x)
y tetraploides (4x) de citrange Carrizo de seis meses de edad, cultivadas en
invernadero (Experimento 2) durante 10 semanas, irrigadas con solucion
nutritiva suplementada con 50 pM (Ct) u 800 pM (+B) H3BOg Los valores son
la media de seis plantas (n=6) y su error estandar. Los efectos de la ploidia (P) y
el tratamiento (T), determinados mediante ANOVA de doble via se indican: *P <
0.05; ***P < 0.001. Las letras diferentes indican diferencias significativas para P
< 0.05 al aplicar el test de rango multiple de Duncan.
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Figura 4.9 Concentracion de boro (pug-g'PS) en hojas de la brotacion de
primavera de nueve meses de edad, tomadas durante los afios 3°, 4° y 5°
tras el establecimiento de la parcela de arboles de naranjo ‘Valencia’ late,
injertados sobre citrange Carrizo diploide (2x) y tetraploide (4x) cultivados
en condiciones de campo (Experimento 3). Los valores son la media de 12
plantas (n=12) y su error estandar. Los efectos de la ploidia (P) y el afio
(A), determinados mediante ANOVA de doble via se indican: *** P <
0.001. Las letras diferentes indican diferencias significativas para P < 0.05

al aplicar el test de rango multiple de Duncan.

Tabla 4.6 Caracteristicas de los arboles de seis afios de edad de naranjo
‘Valencia’ injertados sobre citrange Carrizo 2x y 4x y cultivados en

condiciones de campo (Experimento 3).

2X 4x ANOVA
Altura (m) 1.8 a 1.6 b *
Volumen de copa (m®) 31 a 1.8 b *k
Produccion (kg) 154 a 7.2 b *xx
Eficiencia (kg-m™) 50 4.1 ns

Los valores son la media de 12 plantas (n=12). El efecto de la ploidia
determinado mediante ANOVA de doble via se indica: *P < 0.05; ** P <
0.001; *** P < 0.001; ns, no significativo. Las letras diferentes en cada

fila indican diferencias significativas.
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4. Discusion

En el primer experimento, las plantas 2x y 4x cultivadas in
vitro mostraron un incremento en las concentraciones de B en todos
sus organos al suministrarseles un exceso de B en el medio de
cultivo. Sin embargo, el B se acumulé preferentemente en las hojas,
mientras que las concentraciones encontradas en raices y tallos
fueron relativamente bajas (Fig. 4.1). Estos datos coinciden con los
aportados previamente por Papadakis et al. (2004), indicando que
una gran parte del B absorbido por las raices es transportado a las
hojas por el flujo transpiratorio. Sin embargo, la retranslocacion de
éste elemento desde las hojas a otros 6rganos via floema es muy
limitada, por lo que su redistribucion en la planta es escasa (Brown y
Shelp, 1997). La inmovilizacion de B en las hojas se considera un
mecanismo de tolerancia de las plantas frente a la toxicidad por
exceso, ya que el crecimiento en las partes jovenes de la planta no se
altera, mientras que el B se acumula preferentemente en las hojas
viejas (Nable et al., 1997). Dado que el floema no es una via de
transporte de B en condiciones de exceso, éste elemento queda
retenido en los margenes de las hojas maduras, produciendo
guemaduras al acumularse. A pesar de ello, las hojas mantienen un
area sana suficiente para realizar la funcién fotosintética (Nable et
al., 1997). Curiosamente, la concentracion de B en las hojas de
plantas cultivadas en condiciones de exceso fue mas alta en las
plantas 2x que en las 4x, pero no hubo diferencias entre ploidias en
la concentracion de B en tallos y raices (Fig. 4.1). El crecimiento no
se vio afectado por el exceso de B (Tabla 4.2), coincidiendo con las
observaciones previas realizadas por Papadakis et al. (2004). En
consecuencia, se vio que las plantas 2x sometidas a un exceso de B
tuvieron tasas de absorcion y transporte a la parte aérea mas activas
que las 4x (Fig. 4.2). Hay tres posibles explicaciones para éstos
resultados:

La existencia de diferencias entre ploidias en la regulacién del
transporte mediado por proteinas de membrana que facilitan la
absorcidn y translocacion de B a la parte aérea. La adquisiciéon de B
por las células de la raiz se asocia con la actividad de algunas
acuaporinas, especialmente CiNIP5, que ha sido caracterizada en CC
(An et al., 2012). El gen CiNIP5 codifica para un canal de &acido
boérico que facilita la absorcion de B, aumentando su expresion en
condiciones deficientes y reprimiéndose en condiciones de exceso.
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Estas observaciones coinciden con el comportamiento descrito
en C. macrophylla por Martinez-Cuenca et al. (2015), que sugieren
que en condiciones de exceso de B disminuye la eficiencia de las
raices para absorberlo (Fig. 4.3A). De igual manera, se analiz6 la
expresion del gen BOR1, que modula el transporte de B en plantas a
nivel de la entrada al xilema, regulando la translocacidn de las raices
a la parte aérea (Takano et al., 2002). En citricos, se ha realizado
recientemente la caracterizacion funcional del gen CmBOR1 en C.
macrophylla (Cafion et al., 2013). La cantidad de transcrito de éste
gen en las raices no varia al aplicarse una concentracion alta de B en
el medio y la actividad del transportador permite acumular
eficientemente el B en las hojas, aun cuando la cantidad en el medio
externo sea excesiva (Cafion et al., 2013; Martinez-Cuenca et al.,
2015).

Algunos estudios sugieren que existen genes homdlogos a los
mencionados que si que se encuentran involucrados en la tolerancia a
la toxicidad por B en otras especies. Schnurbusch et al. (2010)
proponen que existe una relacién entre la expresion de HvNIP2:1 y
la tolerancia a la toxicidad por B en cebada. Tanaka et al. (2011)
sugieren que la degradacion de AtNIP5:1 desempefia un papel
importante para la aclimatacién de plantas de A. thaliana a
condiciones de B elevado. Sutton et al. (2007) identifican Botl como
un ortdlogo de BOR1 responsable de la tolerancia a la toxicidad por
B en el cultivar de cebada Sahara, al detectar que el aumento de su
expresion facilita el eflujo de B de las raices al medio externo para
limitar la acumulacidén en la parte aérea. Reid (2007) documenta que
los cultivares de cebada y trigo que manifiestan tolerancia al exceso
de B, son capaces de restringir la acumulacién de B, tanto en la raiz
como en la parte aérea, mediante la expulsion activa mediada por el
aumento en la expresion de HYBOR2 y TaBOR2, respectivamente.

Nuestros datos indican que ante un exceso de B en el medio
externo, la expresion de los genes CiNIP5 y BOR1 fue similar entre
las raices de plantas 2x y 4x, y por consiguiente, la ploidia no
determina diferencias en el sistema de transporte activo de B desde
las raices a la parte aérea. Es, por tanto, improbable que la
concentracién de B mas reducida que mostraron las plantas 4x+B sea
debida a diferencias en los sistemas de absorcion y transporte
descritos.

Alternativamente, podria considerarse que existieran
diferencias en la distribucidon celular del B que justificaran la
tolerancia observada en plantas 4x.
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Dadas las diferencias anatémicas entre algunos érganos de
citricos 2x y 4x (Allario et al., 2011), se contemplé la posibilidad de
que la tolerancia al exceso de B estuviera relacionada con una mayor
proporcién de B unido a las paredes celulares, que disminuyera la
porcion de B moavil disponible en los tejidos foliares. Estas dos
formas de acumulacidn corresponden a las fracciones insoluble y
soluble respectivamente. La mayor parte de la fraccién soluble esta
constituida por B extraible en agua, que se localiza en el apoplasto,
mientras que el remanente soluble, que se extrae mediante
disolventes orgéanicos, corresponde al B localizado en el interior del
protoplasto y que se encuentra unido a moléculas organicas (Liu et
al., 2013). EI B soluble es la fraccion méas abundante en plantas +B
de ambas ploidias y es proporcional al B total absorbido por la
planta. La fraccién insoluble de B, unida a las pectinas de la pared
celular (Liu et al., 2013), fue similar tanto en hojas como en raices
de ambas ploidias con independencia del tratamiento. Esto sugiere
que existe una concentracion critica de B insoluble, a partir de la
cual los sitios de unién quedan saturados. El remanente no unido
quedaria en la fraccién soluble y seria translocado a la parte aérea,
formando parte del acimulo de B causante de los dafios por
toxicidad. La capacidad de las paredes celulares para retener B
permite a las plantas bloquear gran parte del elemento en forma
insoluble, evitando su acceso al citoplasma y por tanto protegiendo
las células del efecto toxico.

Aunque recientemente se ha descrito que la insolubilizacion de
B en el apoplasto es un mecanismo de tolerancia al exceso de B en
citricos (Martinez-Cuenca et al., 2015), la cantidad de B unido, en
éste caso, a las paredes celulares en relacién a su peso fue similar
entre plantas 2x y 4x, tanto en las raices como en las hojas (Tabla
4.4). Por tanto, la insolubilizacién no parece ser el mecanismo
determinante de las diferencias encontradas entre los genotipos en el
contenido soluble de B en las hojas.

Por ultimo, en cuanto a la morfologia y anatomia de las raices,
se estudio si las diferencias en éstos caracteres entre raices 2x y 4x
podrian afectar la absorcion de B y su transporte. Las raices 4x, que
tienen menor SRL y mayor didmetro, mostraron una exodermis mas
gruesa que las 2x (Fig. 4.4). La maduracion de la exodermis se
completa con la deposicion de capas de suberina, que aparece mas
acentuada en las raices 4x que en las 2x. Este dato coincide con un
trabajo previo, que indica que aquellos portainjertos de citricos con
raices de diametro fino y alta SRL tienden a tener menos engrosada
la exodermis (Eissenstat y Achor, 1999).
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El desarrollo secundario de la pared celular exodérmica
aumenta la resistencia al flujo de agua e iones, al bloquear los
plasmodesmos y por tanto la via simpléstica que conecta entre si las
membranas plasmaticas de las células de ésta capa (Walker et al.,
1984). En éstas condiciones, los accesos principales para el paso de
agua e iones hacia el simplasto son las células pasaje de la
exodermis, cuyas paredes no han sufrido desarrollo secundario
(Walker et al., 1984). También se ha descrito que la conductancia
hidraulica radial es inversamente proporcional al grosor del cortex
de la raiz (Huang y Eissenstat, 2000).

Dadas las caracteristicas de la exodermis y el cortex de las
raices 4x, éstas pueden imponer mayor resistencia al movimiento
radial de agua y solutos que las 2x, lo que en parte explica las
diferencias observadas entre plantas 2x y 4x en la absorcion de acido
bérico. Sin embargo, la mayor parte del agua y solutos se absorben a
través del apice de la raiz en crecimiento, ya que el resto de la
superficie de la raiz en especies lefiosas se encuentra lignificada y/o
suberificada. Por tanto, las diferencias morfol6gicas y anatémicas en
los é&pices radiculares entre los genotipos estudiados podrian
determinar cambios en la absorcion y transporte de &cido boérico.
Habitualmente se considera que la mayoria del acido bérico
absorbido viaja por via apoplastica a través del cortex hasta alcanzar
la banda de Caspary y ésta estructura es rebasada a través del
citoplasma de las células endodérmicas. Sin embargo, la capacidad
de transporte, tanto de influjo como de eflujo, de acido bérico a
través del plasmalema de estas células, probablemente no es
suficiente para realizar la carga al xilema de acido borico que las
plantas necesitan.

La banda de Caspary formada en la estructura de las paredes
celulares radiales y transversales de las células endodérmicas al
depositarse suberina y lignina, se encuentra presente a lo largo de la
raiz, exceptuando los primeros mm de la zona apical en crecimiento.
En la porcion inmediatamente distal, se desarrolla la banda
coincidiendo con la maduracion del protoxilema (Peterson y
Lefcourt, 1990). Por tanto, a una distancia variable del &pice, las
raices desarrollan una capa de suberina en la cara interna de la
endodermis, que crea una estructura lamelar que aisla los
protoplastos del apoplasto. Se cree que la presencia de suberina
lamelar evita la entrada de solutos apoplasticos en la endodermis. En
consecuencia, una alta proporcion de flujo apoplastico de agua y
solutos debe entrar por el apice de la raiz, que carece de banda de
Caspary (Enstone y Peterson, 1992).
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Este acceso de solutos al xilema se ha descrito para el Ca?*y
es el modo por el cual las raices pueden satisfacer la demanda de la
planta sin alterar la concentracion de Ca®* intracelular (White, 2001).

Es muy probable que el &cido bérico tenga el mismo acceso
gue éste idn, ya que en otros aspectos el comportamiento en la planta
del Ca®* y del acido boricoson muy parecidos. En las raices 4x, la
formacion de la banda de Caspary endodérmica parece comenzar
mas tempranamente que en las 2x (Fig. 4) y por tanto la deposicion
de lignina y suberina en raices 4x aparece a menor distancia del
apice que en las 2x. Esta caracteristica, junto con la reducida
conductancia hidraulica de agua y solutos que ha sido atribuida a las
raices 4x, podria determinar su baja capacidad de absorcion y
transporte de agua de las raices a las hojas.

El experimento 2 confirma la mayor tolerancia de las plantas
4x respecto de las 2x, ya que estas acumularon 1.9 veces més B en
las hojas que las 4x. En las condiciones de éste experimento, el PS
de las plantas 2x se redujo con el tratamiento de 800 puM de acido
bérico, mientras que esto no sucedié en las plantas 4x sometidas al
mismo tratamiento (Tabla 4.5). Por tanto, las plantas 2x sometidas al
experimento en invernadero mostraron un comportamiento diferente,
en lo referente al crecimiento, que las plantas 2x sometidas al
experimento in vitro (Experimento 1), en el cual, el PS de las plantas
no se vio afectado por el tratamiento. Esta aparente contradiccion
tiene explicacion al considerar la diferencia entre los dos
experimentos en el tiempo de exposicion de las plantas al
tratamiento, que fue de 10 semanas en el experimento 2 y de 45 dias
en el 1. Ademas, la concentracion de &cido borico utilizada en la
solucion nutritiva del tratamiento +B en invernadero fue més alta
(800 uM) que la utilizada en el tratamiento in vitro (400 uM).

La susceptibilidad al exceso de B también se manifest6 en el
dafio foliar y la abscision, que fueron mucho mas intensos en las
plantas 2x que en las 4x sometidas al tratamiento +B (Fig. 4.8). Las
diferencias descritas en las concentracion foliar de B, el dafio foliar y
la abscision que se encontraron entre los genotipos 2x y 4x en
respuesta al exceso de B, pueden deberse, en parte, a las diferencias
encontradas en el sistema radicular. Las plantas 2x tienen 2.9 veces
mas apices que las plantas 4x y tienen por tanto mayor nimero de
puntos de entrada libre para la absorcién de acido borico (Fig. 4.5).
Se ha propuesto también que algunos iones alcanzan el xilema por
via apoplastica cuando las raices laterales emergen, ya que durante
su formacién, la endodermis ha de dividirse y las nuevas paredes
celulares también carecen de banda de Caspary (Peterson y Lefcourt,
1990; White, 2001).
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Sin embargo ésta via es solamente temporal, hasta que se
depositan las bandas de Caspary en las raices incipientes que guedan
rapidamente recubiertas de igual manera que las raices delas que
proceden (White, 2001). En consecuencia, tal y como sucede con los
iones Ca®*, el transporte de &cido bérico mediado por el flujo
apoplastico en éstos puntos podria ser significativamente mayor
mientras las raices secundarias se encuentran penetrando la
endodermis para emerger.

Por ultimo, se llevo a cabo un experimento en condiciones de
campo, en el que arboles de naranjo ‘Valencia’ late (VL) injertados
sobre portainjertos 2x 0 4x de citrange Carrizo (CC) se regaron con
aguas que contenian un exceso de B (Experimento 3). Se realiz6 un
seguimiento de la concentracion de B en las hojas durante 3 afios
para confirmar en campo, la capacidad de las raices 4x de excluir el
B de las hojas. Como era de esperar, los resultados muestran que los
arboles VL/4xCC tuvieron concentraciones de B mas bajas en las
hojas que los VL/2xCC durante todos los afios del muestreo (Fig.
4.9). Los arboles VL/4xCC tuvieron un tamafio de copa inferior y
producciones mas bajas, aunque similar eficiencia productiva que los
VL/2xCC (Tabla 4.6). Estas caracteristicas no se relacionan con la
concentracion foliar de B, sino que son también consecuencia de las
diferencias entre las raices 2x y 4x de CC, ya que la conductancia
hidraulica afecta en éste sentido el crecimiento y rendimiento
productivo de los arboles (Syvertsen y Graham, 1985). En otro
trabajo, realizado con lima Rangpur (C. limonia Osh.) 2x y 4x
injertada con naranjo 2x, se propuso que la tetraploidia del
portainjerto conferia mayor tolerancia a la sequia, mediada por la
expresion génica diferencial. La sobreexpresion de gen CsNCED1
proporciona un mayor aporte de ABA desde las raices a la parte
aérea (Allario et al., 2013). Por tanto, no debe descartarse que la
mayor biosintesis de ABA en las raices 4x pueda ser también la
causa de una regulacién mas activa del intercambio de gases en los
arboles con portainjerto 4x.

En conclusion, las plantas 4x presentan una capacidad reducida
de absorcién y transporte de B respecto a las 2x, que da lugar a una
concentracion de B en las hojas mas baja. Este efecto parece ser
consecuencia de las diferencias morfoldgicas e histolégicas
identificadas en las raices.



CAPITULO V

La tolerancia a la clorosis ferrica no se
modifica en portainjertos de citricos
autotetraploides

1. Introduccién

El hierro es un micronutriente esencial para las plantas e
interviene en algunas funciones vitales como la respiracion y la
fotosintesis, participando en el transporte de electrones mediante
reacciones redox Fe®*/Fe*". Pese a ser un elemento relativamente
abundante en muchos suelos de cultivo, su absorcion por parte de la
planta se ve frecuentemente dificultada por algunas propiedades del
suelo. Para vencer las condiciones adversas, las plantas han
desarrollado mecanismos adaptativos que aumentan su absorcion con
objetivo de evitar la deficiencia. Las especies dicotileddneas y las
monocotiledéneas no herbaceas activan la estrategia | para la
movilizacion y absorcién de hierro (Marschner y Rémheld, 1995;
Schmidt, 1999; Kim y Guerinot, 2007), que consiste en las siguientes
etapas: (1) excrecion de protones (H*) a la rizosfera mediante la
activacion de H*-ATPasas, localizadas en la membrana de las células
epidérmicas de la raiz (Rabotti y Zocchi, 1994; Rabotti et al., 1995;
Dell’Orto et al., 2000) para reducir el pH de la solucién del suelo e
incrementar la solubilizacion de Fe®* (Rabotti et al., 1995); (2)
incremento de la actividad de la reductasa de quelato férrico (FC-R)
localizada en la membrana plasmatica que reduce Fe* a Fe* en la
superficie de la raiz (Guerinot y Yi, 1994; Susin et al., 1996; Cohen
et al., 1997; Robinson et al., 1999); (3) estimulacién del transporte
de Fe®" en la raiz a través de las membranas celulares mediante la
activacion de los transportadores regulados por hierro (IRT) (Eide et
al., 1996).

El desarrollo de herramientas gendémicas ha contribuido
también a la comprensién de los procesos metab6licos y moleculares
que intervienen en la absorcion de hierro en las plantas.
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En relacion a la liberacién de protones, se han caracterizado
algunos genes que codifican para H*-ATPasas reguladas por hierro
(Santi and Schmidt, 2009). Las enzimas FC-R, se encuentran
codificadas en genes de la familia FRO (Jeong y Connolly, 2009),
gue ya han sido identificados en Arabidopsis (Robinson et al., 1999),
guisante (Waters et al., 2002), tomate (Li et al., 2004), pepino
(Waters et al., 2007) y Medicago truncatula (Andaluz et al., 2009).
El gen FRO2 se considera el principal responsable de la actividad
FC-R inducida por deficiencia de hierro (Robinson et al., 1999) y su
sobreexpresion confiere tolerancia a ésta condicion (Connolly et al.,
2003). Los genes IRT codifican proteinas pertenecientes a la familia
ZIP de transportadores de zinc en Arabidopsis (Eide et al., 1996).
Entre ellos, el IRT1 codifica para una proteina de la membrana
plasmatica de las células epidérmicas de la raiz, cuya expresion,
inducible por la deficiencia de hierro, promueve la actividad del
principal transportador para la absorcion de hierro del suelo
(Connolly et al., 2002; Vert et al., 2002). El gen IRT2, que codifica
para una proteina cuya localizacién e induccién son similares al
anterior, parece desempefiar un papel diferente (Vert et al., 2001;
Vert et al., 2009). Se han encontrado ortélogos a éstos genes en
muchas otras especies como tomate (Eckhardt et al., 2001), guisante
(Cohen et al., 2004), pepino (Waters et al., 2007), arroz (Bughio et
al., 2002), cacahuete (Ding et al., 2010) y tabaco (Enomoto et al.,
2007).

Otro aspecto a considerar es la localizacion del hierro absorbido en
las plantas. Se ha propuesto que el apoplasto de la raiz podria actuar
como almacén (Bienfait et al., 1985) y que la capacidad de
retranslocacion del hierro almacenado podria ser un factor
determinante de las diferencias en la tolerancia a la deficiencia de
hierro en algunas especies como la soja (Longnecker y Welch,
1990).

La deficiencia en hierro afecta a la mayoria de los citricos
cultivados en la cuenca mediterranea, que frecuentemente
desarrollan clorosis férrica, cuyos sintomas principales son el
amarilleamiento intervenal de las hojas, el decaimiento del
crecimiento vegetativo y del rendimiento productivo y la baja
calidad de la fruta. El contenido alto en carbonatos, caracteristico de
los suelos mediterraneos, genera condiciones alcalinas que reducen
la disponibilidad de hierro (Hell y Stephan, 2003). El sistema mas
empleado para prevenir la clorosis férrica en frutales es la utilizacion
de portainjertos tolerantes (Molassiotis et al., 2006; Ksouri et al.,
2006; Ksouri et al., 2007; Jiménez et al., 2008; Jiménez et al., 2011).
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Los citricos injertados en muchos de sus portainjertos
comerciales no se comportan adecuadamente para su cultivo en
suelos con contenidos altos en carbonatos (Castle et al., 2009). En
las areas citricolas propensas a inducir clorosis férrica, la eleccién de
un portainjerto tolerante a suelos calizos es fundamental para lograr
un aprovechamiento 6ptimo, pero en la citricultura espafiola, las
opciones son muy limitadas (véase apartado 1-2.3.1). Por ello,
numerosos estudios se han centrado en evaluar la tolerancia de los
portainjertos de citricos a ésta deficiencia (Chouliaras et al., 2004;
Pestana et al., 2005; Castle et al., 2009; Pestana et al., 2011;
Martinez-Cuenca et al., 2013d; Martinez-Cuenca et al., 2013b). El
portainjerto méas utilizado en Espafia, el citrange Carrizo (Citrus
sinensis L. Osb. x P. trifoliata L. Raf.), es sensible a ésta condicion,
mientras que los portainjertos tolerantes C. macrophylla W.,
limonero Volkameriana (C. volkameriana Pasg.) y mandarino
Cleopatra (C. reshni Hort ex. Tan) presentan limitaciones en otros
aspectos (véase apartados 1-2.3.1.2, 1-2.3.1.4 e [-2.3.1.5,
respectivamente). La blsqueda de portainjertos tolerantes al cultivo
en suelo calcéareo, que ademas renan las cualidades requeridas es,
actualmente, un objetivo de mejora prioritario en portainjertos de
citricos (Dambier et al., 2011).

La contribucion de cada uno de los mecanismos que componen
la estrategia | de absorcion de hierro parece diferir
considerablemente entre especies y genotipos. En citricos, se han
realizado algunos estudios para tratar de identificar los mecanismos
predominantes en cada especie (Treeby y Uren, 1993; Manthey et al.,
1994; Chouliaras et al., 2004). En trabajos recientes, se evalu6 la
actividad de las enzimas y transportadores clave involucrados en el
proceso y de los genes que los codifican en portainjertos de citricos
(Martinez-Cuenca et al., 2013d; Martinez-Cuenca et al., 2013a;
Martinez-Cuenca et al., 2013c). La deficiencia en hierro aumenté la
expresion del gen HALl pero no se observaron diferencias entre
mandarino Cleopatra (MC) y citrange Carrizo (CC). La expresion de
FRO2 fue mas alta en MC que en CC en condiciones deficientes,
mientras que IRT1 se expresdé mas activamente en CC que en MC y
el IRT2 no se modific6 en condiciones de deficiencia. En
consecuencia, la actividad H'-ATPasa fue mas alta en plantas
deficientes, pero no se encontraron diferencias entre genotipos. La
actividad FC-R en condiciones deficientes fue més alta en MC que
en CC y su acumulacion en el apoplasto también fue mayor. Por
tanto, la tolerancia a la clorosis férrica en estos portainjertos se debe
principalmente al nivel de actividad de la FC-R, que es promovido
por la expresion de FRO2 (Martinez-Cuenca et al., 2013a).
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Los citricos autotetraploides (4x) difieren de sus ancestros 2x
Gnicamente en contener un namero duplicado de cromosomas
somaticos, aunque pueden considerarse clones por ser su
composicion génica idéntica. En citricos, los genotipos 2x
apomicticos suelen generar de manera espontanea plantas
autotetraploides procedentes de la duplicacion cromosémica de
células maternas nucelares, que a continuacion dan lugar a
embriones soméaticos (Barrett y Hutchison, 1978; Aleza et al., 2011).

De entre las diferencias fenotipicas que se han identificado
entre las plantas 2x y sus correspondientes autotetraploides (véase
apartado 1-3.2.2.2), destaca que las 4x tienen las hojas méas gruesas y
con un verdor mas intenso, mientras que las raices son mas cortas y
engrosadas y los arboles tienen una arquitectura mas compacta
(Barrett y Hutchison, 1978). Se ha propuesto que las diferencias en
las raices 4x respecto a sus correspondientes 2x podrian afectar a la
absorcién y transporte de elementos minerales. Estas diferencias
hacen pensar en la evaluacion de genotipos 4x para determinar su
utilidad como portainjertos, ya que la fisiologia de los arboles se
encuentra profundamente influenciada por las caracteristicas de la
raiz. Concretamente, determinados genotipos 4x de algunas especies
de portainjertos han mostrado, en estudios previos, que por sus
caracteristicas anatémicas y fisiologicas, podrian conferir a los
arboles una mayor tolerancia a condiciones estresantes tales como la
salinidad y la sequia (Saleh et al., 2008; Allario et al., 2011; Allario
et al., 2013; Podda et al., 2013). Por ello, se ha propuesto que
algunos clones autotetraploides de citricos podrian utilizarse como
portainjertos que aportaran nuevas caracteristicas de interés, sin
modificar aquellas propias de su version 2x (Lee, 1988; Lee, 1990).

El objetivo de ésta investigacion fue determinar si existen
diferencias entre los portainjertos de citricos 2x y sus versiones 4x
gue favorezcan una mejor tolerancia de las Gltimas a la deficiencia
de hierro. Los portainjertos evaluados en éste trabajo fueron los més
utilizados en la citricultura espafola, citrange Carrizo y C.
macrophylla.

2. Material y métodos

2.1. Material vegetal

Las semillas se obtuvieron de frutos maduros, tomados del
Banco de Germoplasma de citricos del IVIA (Navarro et al., 2002;
Navarro, 2015).
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Se utilizaron los portainjertos citrange Carrizo diploide y
tetraploide (CC2x, CC4x) y Citrus macrophylla 2x y 4x (CM2x,
CM4x), que se corresponden con las entradas 1IVIA-387, IVIA-503,
IVIA-288 e IVIA-518, respectivamente.

2.2. Cultivo en invernadero

Tras la extraccion, las semillas se esterilizaron durante 15 min
en una solucion compuesta de NaClO al 0.12% y Tween-20 (Sigma-
Aldrich Corp., EE.UU) al 0.01% (v/v), se enjuagaron en agua
desionizada y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 20 h.
Se trataron con Captan 50 (Bayer Cropscience, Alemania), se
envasaron en bolsas de plastico y se conservaron a 4 °C. En el mes
de diciembre se llevé a cabo la siembra, retirando previamente la
testa de las semillas para facilitar la germinacion. Se germinaron en
el invernadero, utilizando un substrato previamente esterilizado con
vapor a 100° C durante 1 hora, compuesto de turba, fibra de coco,
arena y perlita (50:25:20:5) y con 1.38 g kg™ de superfosfato de cal.

Las plantulas se regaron dos veces por semana con una
solucidn nutritiva compuesta de 5 mM Ca(NOs3),, 1.4 mM KNO3;, 2
mM MgSO,, 0.6 mM H;PO,, 20 uM Fe-EDDHA, 7.6 uM
ZnS0O,-7H,0, 0.50 uM CuS0O,4-5H,0, 50 uM H3BO;, 0.50 uM MoO;
y 54 uM MnSQ,-H,0, ajustada a pH 6.0 con 1 M KOH. La solucion
de riego se aplico diluida 1:1 con agua desionizada durante las
primeras 8 semanas. Las plantas se cultivaron en un invernadero
equipado con luz suplementaria PAR de PPDF 250 pmol m? s*
suministrada para alargar el fotoperiodo hasta 16 h de luz. El
intervalo de temperaturas se mantuvo entre 16° y 18° C durante la
noche y entre 26° y 28° C durante el dia y la humedad relativa se
mantuvo aproximadamente al 80%.

2.3. Comprobacion del nivel de ploidia

Las plantas de CC utilizadas en los experimentos se obtuvieron
de semillas de los &rboles 2x y 4x del banco de germoplasma. Se
comprobd la ploidia de las plantas mediante citometria de flujo,
utilizando una muestra de tejido foliar de 0.5 mm? aproximadamente
junto con una muestra similar de plantas control 2x o 4x (Aleza et
al., 2009). En una placa Petri, se deposité la muestra y una gota de la
solucion de aislamiento de ndcleos (High Resolution DNA Kit Type
P, solution A; Partec). Con ayuda de una cuchilla, se troceé la
muestra finamente y se filtré para separar los nucleos a través de una
malla de nylon de 30 um. El tampon de aislamiento filtrado se
recogié en un tubo nuevo y se afiadié la solucion de DAPI (4°,6-
diamine-2-phenylindol) (High-Resolution DNA Kit Type P, solution
B; Partec) para tefiir los nucleos.
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Tras 5 min de incubacion a temperatura ambiente, las muestras
se introdujeron en el citébmetro de flujo Ploidy Analyzer (PA;
Partec), equipado con una bombilla de mercurio de alta presion HBO
100-W vy los filtros KG1 y BG38. Los histogramas se analizaron con
el software dpac, v2.0 (Partec), que a partir de los picos obtenidos y
su coeficiente de variacion, determina el nivel de ploidia de las
muestras.

2.4. Condiciones experimentales del ensayo en invernadero

Se seleccionaron plantas uniformes, diploides y tetraploides de
CC y CM, que se trasplantaron a macetas de 0.5 L, distribuyéndolas
en 2 grupos con diferente sustrato. El sustrato normal consistié en
una mezcla de turba y arena de silice (2:3) con Ca(H,PO,), al 0.4%
(p/v) y el sustrato con carbonatos contenia ademéas CaCO; al 10%
(v/v). Las plantas se aclimataron durante 4 semanas, manteniendo las
condiciones de climatizacién y riego descritas en el apartado 2.2. A
partir de entonces, el apice de la planta se marcé para diferenciar el
brote nuevo y se iniciaron los tratamientos de riego. Las plantas con
sustrato normal se regaron con la solucién nutritiva sin modificar
(Fe-EDDHA 20 pM) y fueron el tratamiento control (Ct). El
tratamiento clorosante (Clo) consistio en el cultivo de las plantas en
sustrato calcareo y su riego con una solucion deficiente en hierro
(Fe-EDDHA 2 pM) y con bicarbonato (NaHCO;3; 10 mM). Los
tratamientos se aplicaron durante 10 semanas a las plantas 2x y 4x de
CCyCM.

En total, 12 plantas de cada ploidia y tratamiento se
distribuyeron al azar en el area destinada al experimento y se
rodearon por una fila de plantas similares que no fueron incluidas en
el mismo. De cada grupo, seis plantas se destinaron a la medida del
crecimiento, el verdor y para llevar a cabo el analisis mineral. Con
otro grupo de seis plantas de cada genotipo y ploidia se midi6 la
actividad reductasa de las raices. Estas plantas fueron cultivadas en
sustrato normal y regadas durante 2 semanas con solucién nutritiva
normal, conteniendo Fe-EDDHA 20 uM o con solucién nutritiva sin
hierro (Fe-EDDHA 0 pM) para inducir la actividad FC-R.

2.5. Medida del crecimiento de las plantas

Al finalizar el experimento se tomaron los nuevos brotes de las
plantas, sefialados al inicio del experimento con una anilla, se
enjuagaron con agua destilada y se separaron las hojas del tallo. Los
organos se pesaron en fresco y fueron secados en un horno a 70 °C
durante 48 h. Las muestras secas se pesaron para obtener la relacion
entre el peso fresco y el seco. El peso seco del brote completo (tallo
y hojas) se utilizé como medida del crecimiento.
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Las hojas secas de éstas muestras se destinaron al analisis del
contenido en hierro descrito en el apartado 2.2.5.

2.6. Medida del verdor foliar

Los cambios en el verdor foliar se determinaron utilizando un
aparato SPAD-502 (Konica, Minolta). Se midi6 el verdor al inicio (i)
y al final (f) del tratamiento en las dos hojas mas jovenes pero
completamente desarrolladas de la nueva brotacion, realizando cinco
lecturas consecutivas en diferentes zonas de la hoja, evitando el
nervio central. El valor medio de las lecturas obtenidas en las dos
hojas se consider6 representativo de cada planta. Los datos se
expresaron en forma de cociente entre las medidas final e inicial
(f/i), de modo que los valores inferiores a 1 indican un descenso del
verdor foliar durante el periodo experimental. Los valores de verdor
registrados con éste método son proporcionales a la concentracion
foliar de clorofilas totales (Castle et al., 2009).

2.7. Actividad reductasa de quelato férrico en las raices

La actividad FC-R se determind midiendo la formacion del
complejo Fe(I)-BPDS a partir de Fe(ll)-EDTA (Chaney et al.,
1972). Se utilizaron seis plantas de cada genotipo cultivadas en las
condiciones indicadas. De ellas se tomaron segmentos apicales de
raiz (de unos 5-8 mm de longitud) con un peso fresco total de 20 mg,
que se lavaron con una solucién 0.2 mM de CaSO,4-2H,0 durante 5
min y después se incubaron en 10 mL de la solucién nutritiva control
suplementada con 0.3 mM de BPDS (Acros Organics, New Jersey,
USA) y 100 uM de Fe(lI)-EDTA (Sigma). El pH de esta solucién
fue previamente ajustado a pH 5.5 con 5mM de MES-NaOH
(Panreac, Barcelona, Espafia). El recipiente utilizado se cubri6é con
papel de aluminio para no dejar penetrar la luz. Durante un periodo
de incubacion entre 1y 6 h a 23 °C se tomaron alicuotas cada hora y
se midié la absorbancia a 535 nm con un espectrofotometro
(Mikrowin 2000, Asys, Eugendorf, Austria). EI BPDS forma un
complejo rojo soluble en agua con el Fe?* y solo un débil complejo
con el Fe**. La cantidad de hierro reducido se calcul6 a partir de la
concentracion del complejo Fe** (BPDS) utilizando un coeficiente de

extincion de 22.14 mM-cm™ y se expresé en nmol Fe?*-g™* PF raiz-h’
1

2.8. Muestreo foliar en campo

La parcela experimental se localizada en Elche (Alicante)
(38°14'53.57"N; 0°41'46.9"W), region de clima semi-arido en la
vega baja del rio Segura (véase capitulo I).
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En ella, se plantaron en el afio 2009, arboles de naranjo
‘Valencia’ late (VL) (C. sinensis (L.) Osb.), injertados sobre CC y
CM 2x y 4x. El suelo de la parcela, en sus primeros 50 cm de
profundidad, posee una textura franco arcillosa (USDA) y un pH
extremadamente béasico (> 8.0) debido al alto porcentaje de caliza
activa (6.4%) procedente de materiales carbonatados de origen
sedimentario, que constituyen un 32.7% de la composicion mineral
del suelo. EI marco de plantacion establecido fue de 5 x 5 m y los
arboles se distribuyeron en tres bloques al azar, conteniendo cada
bloque dos unidades experimentales con 4 arboles representantes de
cada ploidia situados en los vértices de un cuadrilatero. Cada blogue
experimental se encontraba separado de los adyacentes por una fila
de arboles que no formaron parte del experimento.

Las plantas se cultivaron siguiendo los estandares locales de
fertirrigacion y control de plagas. Se tomaron muestras de hojas de
primavera de ramas sin fructificacion en el mes de noviembre de los
afios 2012 y 2013. Cada muestra consistid en un pool de seis hojas
tomadas al azar de alrededor de la copa de cada uno de los 4 arboles
de naranjo ‘Valencia’ late (VL) injertado sobre CC o CM en sus
variantes 2x y 4x (VL/2xCC, VL/4xCC, VL/CM2x y VL/CM4x
respectivamente). Las muestras se sometieron a andlisis elemental
para determinar la concentracion de hierro total.

2.9. Determinacion del contenido en hierro total

Las muestras foliares procedentes del ensayo en invernadero y
de la parcela experimental (véase apartados 2.5 y 2.8
respectivamente) se sometieron a un analisis de la concentracién de
hierro total. Para ello se lavaron en una solucién de agua destilada y
detergente no i6nico TWEEN 20 (Sigma-Aldrich Co.) al 10% (p/v),
se desecaron en un horno de aire caliente (Memmert co., Germany) a
65 °C durante 48 h y se molieron. A continuacion las muestras se
calcinaron en un horno mufla a 550 °C durante 12 h. El hierro se
extrajo con acido nitrico al 2% (Hiperpur Panreac, Fe < 1 ppb) en un
bafio ultrasénico (Fungilab, Espafia) durante 30 min de incubacién a
40 °C. Las concentraciones totales de hierro se midieron mediante
espectrometria de absorcion atémica en un ASS Analyst200 (Perkin
Elmer, USA).

2.10. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a andlisis de la varianza
(ANOVA) vy las medias se clasificaron utilizando el test de rango
multiple de Duncan para P < 0.05, con el software Statgraphics Plus,
version 5.1 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs).
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3. Resultados

3.1. Crecimiento, verdor foliar y concentracion de hierro

En condiciones de suficiencia de hierro (Ct), el crecimiento del
brote desarrollado durante el experimento, fue en torno a un 20%
mayor en CM respecto a CC. En condiciones clorosantes (Clo), el
crecimiento del brote se redujo en todos los genotipos en
proporciones semejantes (en torno a un 70% respecto al tratamiento
Ct). No se encontraron diferencias en el crecimiento del brote entre
plantas del mismo genotipo pero distinta ploidia, con independencia
del tratamiento considerado (Tabla 5.1).

Tabla 5.1 Crecimiento (PS, g) en plantas de citrange Carrizo (CC) y C.
macrophylla (CM) diploides (2x) y tetraploides (4x) cultivadas en
condiciones de invernadero durante 7 semanas en condiciones de hierro
suficiente (Ct: Fe-EDDHA 20 uM) y en condiciones clorosantes (Clo:
solucién Fe-EDDHA 2 uM y NaHCO; 10 mM; sustrato 10% CaCO3).

CC2x CC4x CM2x CM4x
Ct 1.36 a 1.37 a 1.76 b 1.88 b
Clo 0.42 a 0.39a 0.56 b 0.61b

Valores medios (n=6). Las letras diferentes en cada fila indican diferencias
significativas para P < 0.05 obtenidas en el test de rango multiple de
Duncan.

El verdor foliar relativo al inicio (SPAD f:i) fue, en
condiciones control, més alto en CM que en CC, con independencia
de la ploidia (Tabla 5.2). El descenso del verdor en las plantas Clo
fue mayor en CC2x que en CC4x, mientras que fue menos acusado
en CM2x que en CC y no hubo descenso del verdor en CM4x. La
concentracion de hierro foliar en los brotes desarrollados durante el
experimento, fue similar entre CC y CM en condiciones de hierro
suficientes (Ct) (Tabla 5.3.). En las plantas sometidas a condiciones
deficientes (Clo), la concentracion de hierro foliar descendio
drasticamente en todos los genotipos, poniéndose de manifiesto el
poder clorosante del tratamiento aplicado.

Los plantas de CM (2x y 4x) sometidas al tratamiento Clo,
mantuvieron niveles de hierro foliar en el brote mas altos que las de
CC, lo que indica una mayor tolerancia a la clorosis férrica. No hubo
diferencias significativas en el hierro foliar entre las plantas 2x y 4x
de ambas especies.
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Tabla 5.2 Verdor foliar (SPAD f:i) en plantas de citrange Carrizo (CC) y
C. macrophylla (CM) diploides (2x) y tetraploides (4x) cultivadas en
condiciones de invernadero durante 7 semanas en condiciones de hierro
suficiente (Ct: Fe-EDDHA 20 uM) y en condiciones clorosantes (Clo:
solucién Fe-EDDHA 2 uM y NaHCO; 10 mM; sustrato 10% CaCOs).

CC2x CC4x CM2x CM4x
Ct 0.84a 0.92a 1.11b 1.21b
Clo 0.30 a 0.46 Db 0.70 c 1.10d

Valores medios (n=6), las letras diferentes en cada fila indican diferencias
significativas para P < 0.05 obtenidas en el test de rango multiple de
Duncan.

Tabla 5.3 Concentracién de hierro foliar (ppm PS) en plantas de citrange
Carrizo (CC) y C. macrophylla (CM) diploides (2x) y tetraploides (4x)
cultivadas en condiciones de invernadero durante 7 semanas en condiciones
de hierro suficiente (Ct: Fe-EDDHA 20 uM) y en condiciones clorosantes
(Clo: solucién Fe-EDDHA 2 uM y NaHCO; 10 mM; sustrato 10% CaCOs).

CC2x CC4x CM2x CM4x
+Fe 48.6 a 53.8a 46.7 a 49.6 a
Clo 15.2 a 20.6a 33.1b 395D

Valores medios (n=6), las letras diferentes indican en cada fila indican
diferencias significativas en para P < 0.05 obtenidas en el test de rango
multiple de Duncan.

3.2. Actividad reductasa de quelato férrico (FC-R)

Transcurridos 30 dias tras el inicio del experimento en
invernadero, se analiz6 la actividad FC-R de la raiz. Las plantas
cultivadas en condiciones de hierro suficientes (Ct) tuvieron una
actividad reductasa menor que las plantas sometidas al tratamiento
sin hierro (-Fe) en todos los casos (Tabla 5.4), indicando que las
condiciones experimentales aplicadas fueron inductoras de la
actividad. El CC2x presentd un nivel constitutivo (Ct) de actividad
FC-R mas bajo que los deméas genotipos. La eliminacion de hierro
del medio incrementé alrededor de unas 2.5 veces la FC-R en CC2x
y unas 1.9 veces en CC4x. Los niveles constitutivos de FCR en CM
fueron semejantes entre plantas 2x y 4x y sus incrementos en el
tratamiento —Fe también fueron semejantes, oscilando en torno al
40%. En condiciones deficientes, se observd una actividad FC-R un
37% mayor en el CC4x respecto al CC2x, mientras que no hubo
diferencias entre CM2x y CM4x.
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Tabla 5.4 Actividad del enzima reductasa de quelato férrico (FC-R, nmol
Fe?*.g'PS-h™) en puntas de raiz fibrosa de plantas de citrange Carrizo
(CC) y C. macrophylla (CM) diploides (2x) y tetraploides (4x) cultivadas
en condiciones de invernadero durante 2 semanas en condiciones de hierro
suficiente (Ct, Fe-EDDHA 20 pM) o ausente (-Fe, Fe-EDDHA 0 pM).

CC2x CC4x CM2x CM4x
Ct 384.2 a 675.4 b 627.8 b 5216 b
-Fe 950.0 a 1299.0 b 932.4 b 956.0 b

Valores medios (n=6), las letras diferentes en cada fila indican diferencias
significativas para P < 0.05 obtenidas en el test de rango multiple de
Duncan.

3.3. Concentracién de hierro en naranjos ‘Valencia’ late

En la parcela experimental de naranjos ‘Valencia’ late (VL)
injertados sobre CC 0 CM 2x y 4x, se observo una oscilacion de la
concentracion foliar de hierro entre los afios de muestreo (Tabla
5.5). Los éarboles injertados sobre CM tuvieron concentraciones
foliares de Fe méas elevadas que los injertados sobre CC. No se
observo una tendencia clara en cuanto a la concentracion foliar de
hierro en funcion de la ploidia, ya que las diferencias identificadas
afectaron solamente a CC en uno de los afios de estudio.

Tabla 5.5 Concentracién de hierro (ppm PS) en hojas de la brotacién de
primavera de nueve meses de edad, tomadas de arboles de naranjo
‘Valencia’ late (VL) de injertados sobre citrange Carrizo (CC) y C.
macrophylla (CM) diploides (2x) y tetraploides (4x) en los afios 3° (2012)
y 4° (2013) tras el establecimiento de la parcela.

VL/CC2x VL/CC4x VL/CM2x VL/CM4x

2012 455 a 541D 72.6¢C 746 ¢C
2013 445 a 48.9 a 579D 55.8 b

Valores medios (n=12), las letras diferentes en cada fila indican
diferencias significativas para P < 0.05 obtenidas en el test de rango
multiple de Duncan.
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4. Discusion

En este experimento se ha estudiado el comportamiento ante
un medio con fuerte poder clorosante de los portainjertos CC2x y
CM2x y de sus variantes 4x. El estudio, que incluyé ensayos en
invernadero y en condiciones de campo, evalu6 el crecimiento de los
brotes, la clorosis en las hojas, la concentracion foliar de hierro y la
actividad enzimatica de la reductasa de quelato férrico (FC-R) de las
raices. Este tipo de estudio que combina varios ensayos se ha
propuesto en trabajos recientes como el método méas adecuado para
determinar el nivel de tolerancia al déficit de hierro en portainjertos
de citricos (Castle et al., 2009; Pestana et al., 2011; Martinez-Cuenca
et al., 2013c).

El portainjerto CM se considera muy tolerante a la clorosis
férrica (Castle et al., 2009). En cuanto a la diferencia entre ploidias,
las plantas CM4x tuvieron menor clorosis que las CM2x vy
mantuvieron su crecimiento mas activo en condiciones clorosantes
en el ensayo de invernadero. Sin embargo, no se observaron
diferencias entre ellas en la concentracion de hierro foliar en éstas
condiciones ni en el ensayo de campo y la actividad FC-R tampoco
fue distinta. El color mas verde de los genotipos 4x de citricos ha
sido documentado en trabajos previos (Barrett y Hutchison, 1978) y
se atribuye al mayor espesor del tejido foliar que determina un peso
seco mayor por unidad de superficie (Syvertsen et al., 2000).
Concretamente, el mesofilo foliar mas grueso que caracteriza a los
genotipos 4x de citricos (Romero-Aranda et al., 1997), la mayor
abundancia de cloroplastos por célula y la concentracion de clorofila
mas elevada (Jellings y Leech, 1984; Warner et al., 1987; Romero-
Aranda et al., 1997; Mathura et al., 2006), explicaria que las plantas
4x sean mas verdes.

El portainjerto CC tiene una capacidad de tolerar la clorosis
férrica intermedia comparado con otros portainjertos de citricos e
inferior a la de CM (Castle et al., 2009). Nuestros resultados
muestran que CM mantuvo el verdor foliar méas elevado que CC en el
medio clorosante. Las plantas de CC2x y CC4x sometidas al
tratamiento sufrieron un descenso del verdor mayor que CM. La
concentracion foliar de hierro en los brotes fue menor en CC2x y
CC4x que en CM2x y CM4x, indicando que CM, con independencia
del nivel de ploidia, es mas tolerante a la clorosis férrica que CC.
Entre CC2x y CC4x Unicamente se encontraron diferencias en el
verdor foliar, que se mantiene mas intenso en CC4x, mientras que el
crecimiento y la concentracién foliar de hierro en condiciones
deficientes no fueron diferentes entre ploidias.

185



186

La actividad FC-R de CC4x fue més alta tanto en condiciones
de suficiencia de hierro como en deficiencia. Sin embargo, la mayor
actividad enzimaética no se correlaciona con los niveles de hierro en
el medio clorosante y ha sido también documentada en tetraploides
de otras especies (Tan et al., 2015). En nuestro experimento serian
indicadores de tolerancia a la clorosis férrica tanto el verdor foliar
mas intenso de las plantas 4x como la actividad FC-R maés alta
registrada en plantas CC4x. Sin embargo, al no contar con el
respaldo del indicador principal, que es la concentracion foliar de
hierro, no podemos afirmar que la tetraploidia tenga un efecto en la
tolerancia a la clorosis férrica.

En la parcela experimental de naranjos VL injertados sobre CC
0 CM 2x y 4x, la concentracion foliar de hierro fue variable con los
afios, fendmeno atribuible al desarrollo de los arboles y a su entrada
en produccion. En general, la concentracion de hierro fue mas alta en
VL/CM que en VL/CC, debido a la mayor tolerancia de CM respecto
a CC a la clorosis férrica inducida por la presencia de carbonatos,
con independencia de la ploidia. Los arboles con portainjerto CM no
fueron distintos en funcion de la ploidia, mientras que en CC hubo
diferencias ligeras entre ploidias en algunos afios.

A pesar de los esfuerzos realizados en las Gltimas décadas, la
distribucién y el papel que desempefia el hierro en cada 6rgano
vegetal no se conoce en profundidad, especialmente en especies
lefiosas. El indicador méas comulnmente utilizado de manera
concluyente para determinar el grado de tolerancia a la deficiencia
en hierro es el analisis de la concentracion foliar total en las hojas
(Marschner y Romheld, 1995). Sin embargo, en muchos casos existe
una concentracién foliar de hierro adecuada que no se correlaciona
con concentraciones de clorofila 6ptimas, fenémeno acufiado como
‘paradoja del hierro’ (Morales et al., 1998; Rdmheld, 2000) que
sugiere que parte del hierro adquirido por las plantas deficientes,
posiblemente sea inmovilizado y acumulado en formas no activas.

En conjunto, los resultados reflejan la mayor tolerancia al
déficit de hierro de CM frente a CC, tal y como describe la
bibliografia. Sin embargo, la tetraploidia no parece modificar la
capacidad de las plantas de mantener elevada la concentracién de
hierro foliar en condiciones deficientes, aunque si que modifica el
verdor foliar y el crecimiento en CM y la actividad FC-R en CC.

Con estos datos, no podemos descartar que exista un efecto de
la tetraploidia en la tolerancia. De manera que en los proximos afios
se continuard la evaluacion de los &rboles de la parcela para
determinar a mas largo plazo posibles diferencias.



CAPITULO VI

Evaluacion morfoldgica, fisiologica y genética
de los portainjertos alotetraploides SMC-58 y
SMC-73 obtenidos mediante la hibridacion
somatica de citrange Carrizo (Citrus sinensis
L. Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) y C.
macrophylla Wester.”

1. Introduccién

La cuenca mediterranea es una de las principales areas
productoras de citricos para consumo en fresco y Espafia es el primer
pais exportador (FAO, 2013). Sin embargo, esta regidén relne
algunas de las condiciones abidticas y bidticas mas adversas para el
cultivo de los citricos. Entre los factores abiéticos, destacan la
salinidad de los suelos (véase apartado 1-4.2) y la alcalinidad, debido
a la naturaleza calcarea de la mayor parte de las zonas costeras
(véase apartado I-4.1). Entre los factores limitantes de tipo bidtico,
la enfermedad transmisible por injerto de mayor importancia, tanto
por los dafios econdmicos como por los cambios que ha obligado a
introducir en los sistemas de cultivo de las zonas afectadas, es la
enfermedad de la tristeza (Cambra et al., 2000; Moreno et al., 2008),
causada por el virus de la tristeza de los citricos (Citrus Tristeza
Virus, CTV) (véase apartado 1-2.2).

*El contenido de éste capitulo esta4 en preparacion para optar a su
publicacion en Plant Cell Reports:

Ruiz, M., Pensabene-Bellavia, G., Quifiones, A., Morillon, R.,
Primo-Millo, E., Navarro, L., Aleza, P. Characterization of new
allotetraploid Carrizo citrange + Citrus macrophylla somatic
hybrids.
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Uno de los principales recursos que ha permitido establecer la
citricultura superando éstas y otras limitaciones es la utilizacién de
portainjertos tolerantes (véase apartados I-2 e |-5). Para afrontar la
alcalinidad de los suelos, tradicionalmente se utilizaba el naranjo
amargo (NA) (Citrus aurantium L.), tolerante a ésta condicion, pero
fue sustituido por otros portainjertos por su sensibilidad a la tristeza.

El mandarino Cleopatra (C. reshni Hort ex Tan.) y el C.
macrophylla W. (CM) son tolerantes a los suelos calizos, mientras
que el portainjerto més utilizado actualmente, el citrange Carrizo (C.
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) (CC) es propenso a
desarrollar clorosis férrica en éstos suelos (Castle et al., 2009). Su
sensibilidad obliga a utilizar quelatos de hierro, que constituyen el
50% del gasto anual en fertilizantes en Espafia, tanto en citricos
como en otros cultivos frutales y horticolas (Sanz et al., 1992).

La salinidad del suelo puede remediarse realizando drenajes
abundantes, pero ésta solucion es inviable en zonas aridas donde la
disponibilidad hidrica es limitada. Los citricos son el cultivo perenne
mas sensible a esta condicion (Maas, 1993), manifestando una
reduccién drastica del crecimiento, quemaduras y abscisién foliar
como consecuencia de la acumulacion de Cl™ en las hojas (Levy y
Syvertsen, 2004). La tolerancia de los arboles a la salinidad del suelo
depende principalmente del portainjerto (Maas, 1993), cuya
capacidad de restringir el transporte de iones a la parte aérea es
heredable (Walker, 1986). EI mandarino Cleopatra y CM estan
adaptados al suelo salino y manifiestan un transporte restringido de
sales a la parte aérea, mientras que el CC es sensible a ésta condicién
y acumula niveles téxicos mas rapidamente que los anteriores
(Gbémez-Cadenas et al., 2003), de modo que el desarrollo de
portainjertos capaces de tolerar la salinidad en el entorno de las
raices y de realizar un transporte reducido de las sales a la parte
aérea es fundamental para la citricultura.

Los dafios ocasionados por la tristeza dependen en parte de la
variedad cultivada, del portainjerto sobre el que esté injertada, del
aislado de CTV y de las condiciones ambientales (Ballester-Olmos et
al., 1993). El CC es tolerante a la tristeza, mientras que CM tiene
cierta sensibilidad a las razas de CTV presentes en Espafia (Cambra
et al., 2000).

Disponer de portainjertos que retnan las caracteristicas
requeridas es fundamental para promover una citricultura prospera y
sostenible. Sin embargo, actualmente en Espafia las opciones son
muy limitadas y ninguno de los portainjertos disponibles en el
mercado re(ne todas las condiciones idealmente necesarias (véase
apartado 1-2.3).
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Los mas utilizados son CC y CM. EI primero es muy valorado
por favorecer la productividad de las variedades injertadas y la
produccion de frutos de tamafio y calidad organoléptica Optima.
Ademas, confiere tolerancia a un espectro amplio de estreses
abioticos y enfermedades incidentes en la citricultura espafiola, entre
los que destaca la tolerancia al CTV. El portainjerto CM induce a la
variedad injertada caracteristicas que contribuyen a rentabilizar las
plantaciones como son el crecimiento vigoroso de los arboles, la
entrada temprana en produccion, la alta productividad y la excelente
adaptacion a suelos con alto contenido en caliza y salinidad. No
obstante, es sensible al frio, moderadamente sensible a CTV vy
disminuye la calidad organoléptica del fruto. Estos portainjertos
tienen, por tanto, caracteristicas de interés complementarias.

Los programas de mejora tratan de reunir en un solo genotipo
las resistencias a enfermedades y estreses abidticos necesarias. ES
imprescindible procurar un buen comportamiento agronémico,
adaptado a los requerimientos del area de cultivo, alto rendimiento
productivo y buena calidad del fruto, requisito imprescindible para la
produccion destinada al consumo en fresco. EI método empleado
tradicionalmente para la mejora de portainjertos es la hibridacion
sexual, cuyas limitaciones inherentes a la biologia reproductiva de
los citricos hacen muy complicado y largo el proceso (véase apartado
1-3.2.2.4.2).

Alternativamente, la hibridacion soméatica mediante fusion de
protoplastos es una técnica biotecnoldégica que permite superar
algunos de los inconvenientes de la hibridacion sexual, como por
ejemplo la obtencion de hibridos somaticos (HS) de especies
sexualmente incompatibles o de agquellos genotipos apomicticos cuya
elevada poliembrionia dificulta el desarrollo y seleccién del embrion
sexual (Louzada et al., 1993; Grosser et al., 1996b; Guo y Deng,
1999). Esta técnica se basa en el aislamiento y posterior unién de dos
células no sexuales (somaéticas) privadas de pared celular
(protoplastos) para formar una Unica célula hibrida, denominada
heterocarion, a partir de la cual se puede regenerar una planta
completa debido a la totipotencia de las células embriogénicas
utilizadas y al empleo de técnicas de cultivo in vitro. En citricos se
pueden regenerar plantas completas a partir de células procedentes
de callos nucelares embriogénicos obtenidos a partir del cultivo de
ovulos in vitro (Vardi et al., 1982; Kobayashi et al., 1983). En
citricos la obtencion de callo embriogénico es posible Gnicamente a
partir de genotipos apomicticos (Pérez et al., 1998).
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Por tanto, en las hibridaciones somaticas mediante fusion de
protoplastos se utilizan dos tipos de protoplastos: los que provienen
de mesofilo foliar (para los cuales no se dispone de protocolos de
regeneracion de plantas mediante técnicas de cultivo in vitro)
(Grosser et al., 2000) y los que se obtienen a partir de callo
embriogénico, mantenido en forma de suspension celular o en
cultivo sobre medio solido en placas de Petri. La totipotencia,
aportada por éstos ultimos a las células hibridas obtenidas tras la
fusion, permite regenerar plantas enteras a partir de ellas. Por lo
tanto, para establecer un programa de mejora mediante hibridacién
somatica, es un requisito inicial disponer de un protocolo eficaz para
la obtencion de callos embriogénicos (Pérez et al., 1998). La
induccién de callos embriogénicos es relativamente facil en
mandarino y en naranjo dulce (C. sinensis (L.) Osb.), mientras que es
dificil de obtener en otros genotipos como el naranjo amargo, P.
trifoliata y sus hibridos interespecificos citrange y citrumelo (C.
paradisi Macf. ‘Duncan’ x P. trifoliata). La obtencion de callo
embriogénico de estos hibridos interespecificos, como se ha
detallado anteriormente para el CC, es de gran interés para la mejora
de portainjertos mediante hibridacién somatica (Dambier et al.,
2011).

La hibridacion somatica mediante fusion de protoplastos
permite obtener hibridos alotetraploides (HS), aunque es frecuente
también la obtencion de cibridos (Grosser et al., 1996a). Los
hibridos alotetraploides rednen los genomas de los parentales
utilizados, permitiendo la adicién de caracteres dominantes
complementarios con independencia de la heterozigosidad de los
parentales (Ollitrault et al., 2000). Estos HS pueden resultar Gtiles
directamente como portainjertos o como parentales para la obtencién
de hibridos tetraploides (4x) mediante hibridacién sexual en
programas de mejora de portainjertos de citricos a nivel 4x (Grosser
et al., 2000; Ollitrault et al., 2000; Dambier et al., 2011; Grosser y
Gmitter, 2011).

En los trabajos de hibridacién somética de citricos no se
utilizan agentes de seleccion que permitan identificar o regenerar
Unicamente las plantas que combinan los genomas parentales, por lo
que es necesario analizar el origen genético de las plantas
regeneradas a nivel nuclear y citoplasmatico con marcadores
moleculares. Generalmente, el andlisis genético de las plantas
regeneradas se realiza con un nimero reducido de marcadores
nucleares (Guo et al., 2007; Dambier et al., 2011; Grosser y Gmitter,
2011;), sin procurar su distribucion homogénea entre los diferentes
grupos de ligamiento (GL) y por tanto éste analisis no permiten
estudiar la estabilidad cromosdmica de los HS.
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Durante los ultimos afios, ha aumentado considerablemente el
nimero de marcadores SSR (Simple Sequence Repeat), también
Illamados microsatélites (Ahmad et al., 2003; Chen et al., 2006;
Barkley et al., 2006; Luro et al., 2008; Chen et al., 2008a; Ollitrault
et al., 2010; Gulsen et al., 2010; Ollitrault et al., 2012a; Ollitrault et
al., 2012b; Liu et al., 2013; Garcia-Lor et al., 2013b; Biswas et al.,
2014; Curk et al., 2015) y también el de los basados en
polimorfismos de nucle6tido sencillo (SNP) (Jiang et al., 2010;
Distefano et al., 2012; Ollitrault et al., 2012b; Bernardi et al., 2013;
Cuenca et al., 2013a; Garcia-Lor et al., 2013a; Curk et al., 2015; Guo
et al., 2015). Estos marcadores ofrecen un conjunto de caracteristicas
(alto  polimorfismo, distribucién aleatoria en el genoma,
codominancia, reproducibilidad y especificidad) que los hacen
adecuados para la caracterizacion de HS. Los marcadores SSR y SNP
han demostrado su utilidad en numerosos estudios en citricos para
desarrollar el mapa genético de referencia (Ollitrault et al., 2012a),
evaluar la diversidad genética (Garcia-Lor et al., 2015), establecer
las relaciones filogenéticas del germoplasma (Curk et al., 2016),
determinar el mecanismo implicado en la formacion de gametos no
reducidos (Aleza et al., 2015; Cuenca et al., 2015) o para estudiar la
estructura genética de poblaciones de hibridos triploides y optimizar
los programas de mejora a nivel poliploide (Aleza et al., 2016). Los
SNP, cuyo desarrollo se ha potenciado con la secuenciacion masiva
de genomas, pueden ser analizados con mayor agilidad que los SSR,
mediante la tecnologia KASPar (Kompetitive Allele Specific
Polimerase chain reaction; LGC Genomics) (Cuenca et al., 2013a;
Semagn et al., 2014). La reciente publicacion del mapa genético de
referencia de clementino (Ollitrault et al., 2012a), que contiene una
alta densidad de marcadores SSR y SNP distribuidos
homogéneamente en los nueve GL, posibilita la caracterizacion
precisa y detallada de los HS.

Ademas del analisis molecular, es imprescindible Ila
realizacion de evaluaciones fisioldgicas y agronémicas exhaustivas
que verifiquen las caracteristicas de los HS, tanto para determinar su
utilidad como parentales en programas de mejora como para evaluar
su aptitud como nuevo portainjerto (Dambier et al., 2011). Para ésta
evaluacidn, se requiere un elevado nimero de plantas. Sin embargo,
los HS presentan inicialmente caracteres juveniles y la floracion,
fructificacion y produccion de semillas se alcanzan tras un periodo
de ‘envejecimiento’, cuya duracién minima es de entre 5 y 8 afios.
Este largo periodo juvenil es el principal limitante temporal que
retarda los programas de mejora de citricos (Krajewski y Rabe,
1995) y que afecta especialmente a la evaluacion de los HS como
posibles portainjertos.
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Para solventar este problema se utilizd un método de
micropropagacién vegetativa de HS de citricos, descrito
recientemente, que permite obtener eficientemente plantulas para su
evaluacion (Bordas et al., 2015).

En éste capitulo se analiz6, mediante marcadores SSR y SNP,
la constitucion genética de dos HS obtenidos mediante fusion de
protoplastos de CM y CC (Pensabene-Bellavia, 2009), se realiz6 un
estudio morfoldgico de los hibridos, se evalué su comportamiento
fisioldgico frente al estrés salino y la deficiencia de hierro y se
determind la respuesta de los HS a la inoculacion con la raza
agresiva de CTV T388. El objetivo fue realizar una caracterizacion
precoz de estos HS para determinar su posible utilidad como
portainjertos.

2. Material y métodos

2.1 Material vegetal y cultivo de las plantas en
invernadero

Se utilizaron plantas 2x de CC y CM, obtenidas a partir de
semilla procedente de arboles del Banco de Germoplasma (BG) de
plantas libres de patégenos del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) (Navarro et al., 2002; Navarro,
2015) y plantas micropropagadas de los HS alotetraploides SMC-58
y SMC-73, obtenidos en el IVIA mediante fusion de protoplastos de
callo embriogénico de CM y mesofilo de hoja de CC (Pensabene-
Bellavia et al., 2015). Los HS se micropropagaron por Agromillora
Research S.L. siguiendo la metodologia descrita por Bordas et al.
(2015).

Las semillas de CC y CM se germinaron en el invernadero,
utilizando un substrato previamente esterilizado, compuesto de turba,
fibra de coco, arena y perlita (50:25:20:5) y con 1.38 g kg de
superfosfato de cal. Los semilleros se regaron dos veces por semana
con una solucién nutritiva compuesta de 5 mM Ca(NOs),, 1.4 mM
KNO3, 2 mM MgSO,, 0.6 mM H3PO,, 20 uM Fe-EDDHA, 7.6 uM
ZnS0O,4-7H,0, 0.50 uM CuS0,4-5H,0, 50 uM H3BO3, 0.50 uMMo0O;
y 54 uM MnS0O,4-H,0 y ajustada a pH 6.0 con 1 M KOH. La solucion
de riego se aplicé diluida 1:1 con agua destilada durante las primeras
8 semanas. Tras este periodo, plantas uniformes procedentes de
micropropagacion y obtenidas de semillas, se trasplantaron a
macetas de plastico de 0.5 L con sustrato compuesto por turba, fibra
de coco, arena y perlita (40:25:25:10).
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Las plantas se distribuyeron al azar en el area destinada a cada
experimento y se rodearon por una fila de plantas similares, las
cuales quedaron excluidas del experimento. Las plantas se cultivaron
en un invernadero equipado con luz suplementaria para alargar el
fotoperiodo a 16 h de luz, cuya densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPDF) fue de 250 pmol m™ s*. El rango de
temperaturas oscilo entre 16° y 18° C durante la noche y entre 26° y
28° C durante el dia y la humedad relativa se mantuvo
aproximadamente al 80%.

2.2 Caracterizacion genética

El andlisis del genoma nuclear de los dos HS, sus parentales
CM y CC y del callo embriogénico de CM utilizado en el proceso de
fusion de protoplastos se realiz6 con 24 marcadores SSR y 60
marcadores SNP distribuidos en los nueve GL del mapa genético de
clementino (Ollitrault et al., 2012a) (Tablas 6.1a, 6.1b, 6.1c y 6.1d).
El genoma citoplasmatico de los hibridos regenerados se caracterizo
con tres marcadores mitocondriales InDel: 5/rrn18-1 (Duminil et al.,
2002), nad2/4-3 y nad7/1-2 (Froelicher et al., 2011) y con cinco
marcadores SSR cloroplasticos: NTCP7, NTCP9 CCMP2, CCMP5
(Cheng et al., 2005) y CCMP6 (Bryan et al., 1999; Weising y
Gardner, 1999) (Tabla 6.1d). La extraccién del ADN se realiz6
segun el protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983) con pequefas
modificaciones.

2.2.1 Marcadores SSR

Las amplificaciones mediante PCR se llevaron a cabo en
termocicladores Thermocycler ep gradient S (Eppendorf®, Germany)
en un volumen final de 10 pL, con 0.8 U de Tag ADN polimerasa
(Fermentas®, USA), 10 ng de ADN molde, cebadores reversos
wellRED (Sigma®, Germany) a una concentracién de 0.2 mM,
cebadores directos a la misma concentracion y sin marcar, dNTPs a
una concentracion final de 0.2 mM cada uno y tampon de reaccion
cuyo stock 10x se compone de 750 mM Tris-HCI, pH 9.0, 50 mM
KCI, 200 mM (NH4);SO4, 1.5 mM MgCl, y 0.0001% BSA. El
programa de PCR consistid en una desnaturalizacion inicial de 5 min
a 94 °C, seguida de 40 ciclos de 30s a 94 °C, 1 min a la temperatura
de anillamiento 6ptima para cada pareja de cebadores, 45sa 72 °Cy
una elongacion final de 4 min a 72 °C.

La resolucion de los productos de PCR se realizO mediante
electroforesis capilar en un secuenciador automatico CEQ™ 8000
Genetic Analysis System (Beckman Coulter Inc., USA). Los
productos de PCR se desnaturalizaron inicialmente durante 2 min a
90 °C vy posteriormente se inyectaron durante 30 s a 2 kV.
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Finalmente, se llevo a cabo la separacion de los fragmentos
durante 35 min a 6 kV junto con un marcador de tamafio de 400 pb.
Los electroferogramas se analizaron con el software GenomeLab™
GeXP v.10.0. Las dosis alélicas se -calcularon siguiendo Ila
metodologia MAC-PR (microsatellite DNA allele counting peak
ratio) descrita por Esselink et al. (2004) y validada en citricos por
Cuenca et al. (2011).

2.2.2 Marcadores SNP

El andlisis genético de los marcadores SNP se llevd a cabo
utilizando la tecnologia KASPar adaptada al genotipado de SNP
(LGCgenomics). Los cebadores utilizados fueron disefiados por
LGCgenomics y son complementarios a las secuencias flanqueantes
de cada locus SNP. EIl sistema KASPar esta basado en la técnica
FRET (Forster Resonance Energy Transfer), ya que utiliza dos
cassettes que combinan un cebador especifico de alelo marcado con
un fluoréforo distintivo y un desactivador de la fluorescencia
(quencher) que actla mediante transferencia de energia de
resonancia. En los cassettes, el fluor6foro y el quencher quedan
separados al hibridar el cebador el con el ADN del alelo a amplificar
(Cuppen, 2007), emitiéndose una sefial especifica que es indicativa
del alelo presente en la muestra. La sefial normalizada de cada
muestra se analiz6 en KBioscience y sus representaciones se
visualizaron mediante SNPViewer software (KBioscience Ltd., UK).
La dosis alélica de los HS heterocigéticos de determind a partir de
las sefiales relativas de los alelos siguiendo la metodologia descrita
por Cuenca et al. (2013a).

2.2.3 Genotipado de los hibridos somaticos

La identificacion de las configuraciones alélicas de los HS
SMC-58 y SMC-73 se realizd a partir de los datos de genotipado
obtenidos con los marcadores SSR y SNP utilizados. Para un
marcador con configuraciones alélicas completamente diferentes
(AtA; + AA, AlA; + A3A3), el genotipo del HS se anotd
directamente a partir de los alelos observados. Cuando los parentales
de los HS para un determinado marcador comparten uno de los alelos
(A1A; + AA; 0 ALA; + A,Az), la configuracion alélica de los HS se
infirid a partir de las dosis alélicas estimadas para cada HS.

2.3 Caracterizacion morfolégica

Se evaluaron 12 plantas de CC y CM, de 9 meses de edad
cultivadas en invernadero en las condiciones citadas y 12 plantas de
edad similar de los HS SMC-58 y SMC-73 cultivadas en las mismas
condiciones.
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Se midi6 la altura de las plantas, la longitud de los entrenudos
y el nimero de hojas. En 3 hojas maduras de cada planta se midi6 el
verdor foliar con un aparato SPAD (Minolta, Japan), tomando el
valor medio de 5 disparos en cada hoja. De éstas mismas hojas se
midieron sus dimensiones longitud (I) y anchura (a) del limbo del
foliolo principal. Se calcul6 el indice foliar con la relacion I/a, que es
indicador de la forma de la hoja. Por ultimo se realiz6 una
descripcién basada en los criterios del IPGRI (International Plant
Genetic Resources Institute).

2.4 Evaluacion de la tolerancia a la clorosis férrica

Se seleccionaron 12 plantas uniformes de cada genotipo,
evitando aquellas con ramificaciones laterales y se trasplantaron a
macetas de 0.5 L, distribuyéndolas en 2 grupos con diferente
sustrato. El sustrato normal consistio en una mezcla de turba y arena
de silice (2:3) con Ca(H,PQO,), al 0.4% (p/v) mientras que el sustrato
clorosante contenia adicionalmente CaCO; al 10% (v/v). Antes de
comenzar el experimento, las plantas se aclimataron durante 4
semanas en el invernadero en el que se realizdé el experimento,
manteniendo las condiciones de climatizacion y riego descritas en el
apartado 2.1. Las plantas se revisaron cada 3 dias, retirando las
brotaciones laterales para mantener su crecimiento estructurado en
un anico brote. A partir de entonces, el &pice de las planta se marco
con una anilla para diferenciar la biomasa desarrollada durante el
experimento y se iniciaron los tratamientos de riego, que fueron
aplicados cada 3 dias. Las plantas con sustrato normal se regaron con
la solucion nutritiva control descrita en el apartado 2.1, que contiene
20 uM Fe-EDDHA, constituyendo éstas condiciones el tratamiento
control (Ct). Las plantas con sustrato clorosante se regaron con una
solucién similar a la anterior pero deficiente en hierro, conteniendo 2
UM Fe-EDDHA y 10 mM NaHCO; constituyendo éstas condiciones
el tratamiento clorosante (Clo). Estos tratamientos se aplicaron
durante 10 semanas. Las plantas de cada genotipo y tratamiento se
distribuyeron al azar en el area destinada al experimento y se
rodearon por una fila de plantas similares que no fueron incluidas en
el mismo.

Al finalizar el experimento se tomaron los brotes de las plantas
desarrollados durante los tratamientos, se lavaron con agua destilada
y se separaron las hojas del tallo. Los 6rganos se pesaron en fresco y
se secaron en un horno a 70 °C durante 48 h. Las muestras secas se
pesaron para obtener la relacion entre el peso fresco y seco. El peso
seco del brote completo (tallo y hojas) se utiliz6 como medida del
crecimiento. Las hojas secas de éstas muestras se destinaron al
analisis del contenido en hierro.
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Los cambios en el verdor foliar se determinaron utilizando un
aparato SPAD-502 (Konica, Minolta, Japan). Se midi6 el verdor al
inicio (i) y al final (f) del tratamiento en las dos hojas mas jovenes
completamente desarrolladas de la nueva brotacion, realizando cinco
lecturas consecutivas en diferentes zonas de la hoja, evitando el
nervio central. El valor medio de las lecturas obtenidas en las dos
hojas se consideré representativo de cada planta. Los datos se
expresaron en forma de cociente entre las medidas f/i, de modo que
los valores inferiores a 1 indican un descenso del verdor foliar
durante el periodo experimental. Los valores de verdor registrados
con éste método son proporcionales a la concentracion foliar de
clorofilas totales (Castle et al., 2009). Las muestras foliares se
sometieron a un analisis elemental. Para ello se lavaron en una
solucion de agua destilada y detergente no iénico TWEEN 20
(Sigma-Aldrich Co., Germany) al 10% (p/v), se desecaron en un
horno de aire caliente (Memmertco., Germany) a 65 °C durante 48 h
y se molieron. A continuacién, las muestras se calcinaron en un
horno mufla a 550 °C durante 12 h. El hierro se extrajo con 4cido
nitrico al 2% (Hiperpur Panreac, Fe < 1 ppb) en un bafio ultrasénico
(Fungilab S.A., Espafia) durante 30 min a 40 °C. Las concentraciones
totales de hierro se midieron mediante espectrometria de absorcién
atdmica en un ASS Analyst200 (Perkin Elmer, USA).

2.5 Evaluacion de la tolerancia a la salinidad

Se seleccionaron 40 plantas homogéneas y sin ramificaciones
secundarias de cada genotipo. La mitad de las plantas de cada tipo se
trat6 como control (Ct), sin modificar la solucién nutritiva descrita
en el apartado 2.1 y a la otra mitad se le aplicd estrés salino,
incorporando a ésta solucion 40 mM de NaCl (+S). A partir de
entonces, el &pice de la planta se marc6 con una anilla para
diferenciar el brote nuevo y se iniciaron los tratamientos de riego,
que fueron aplicados cada 3 dias. Se controlé, en ambos
tratamientos, que el volumen de solucién aplicado fuera homogéneo
y permitiera el drenaje; aproximadamente 400 mL fueron suficientes,
evitando asi la acumulacion de sales en el sustrato.

Se registr6 semanalmente el intercambio de gases de la
superficie foliar utilizando un analizador de gases por infrarrojos
LCpro+ (ADC Bioscientific Ltd., UK) para monitorizar las tasas de
transpiracion (E) y asimilacion neta de CO; (Aco2). Las medidas se
realizaron entre las 10 y las 14 a.m. en las condiciones controladas
de humedad y temperatura descritas y presion ambiental de CO,,
fijando una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 1000
pumol-m2.s*,
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De cada planta se realizaron 3 registros en 2 hojas de la
porcidn media del tallo de 9 plantas de cada grupo. Transcurridos 20
dias de tratamiento salino, se registrd el % de abscision foliar, el %
de area foliar quemada en las plantas y el peso seco de las hojas
desarrolladas durante el tratamiento. Se tomaron muestras
homogéneas de 5 hojas de la porcién media de cada planta, de la raiz
y del tallo. Las hojas se lavaron en una solucién de agua destilada y
detergente no i6nico Tween 20 (Sigma-Aldrich Co., Germany) al
10% (p/v), se desecaron en estufa (Memmertco., Germany) a 65 °C
durante 48 h y se molieron.

Se tomaron alicuotas para el analisis de sodio (Na*) y potasio
(K™), que fueron calcinadas en un horno mufla a 500 °C durante 12 h.
Las cenizas se disolvieron en HNO; al 2% y Triton-X 100 (Sigma-
Aldrich Co.) al 0.1% (p/v). Se determind el contenido de los
macronutrientes mediante espectroscopia de emisién con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-AES) utilizando un equipo iCAP 6000
(Thermoscientific, USA). Para el analisis de cloruros totales (Cl°) se
tomaron alicuotas de las muestras secadas en estufa, se incubaron en
una solucion compuesta de HNO; 0.1N y CH3;CO,H al 10% y se
filtraron en papel Whatman n°® 1. Se determind la concentracion de
CI"” mediante valoracion con iones plata utilizando un cloridémetro
Corning 926 (Sherwood Scientific Ltd. UK).

2.6 Evaluacion de la toleranciaa CTV

Se inocularon mediante injerto en T invertida seis plantas de
CC, CM, SMC-58 y SMC-73 con laraza de CTV T388 (+CTV), que
es muy agresiva para CM (Moreno et al., 1990 Ballester-Olmos et
al., 1993). El indculo se obtuvo de la coleccidn de aislados de CTV
del IVIA. Transcurridos 25 dias, se podaron las plantas a 5 cm del
inéculo para promover una nueva brotacion. Como control (Ct) se
utilizaron tres plantas de cada genotipo sin inocular. Las plantas se
cultivaron segun las condiciones de invernadero descritas en el
apartado 2.1 durante 12 meses. Transcurrido éste periodo, se
evaluaron los sintomas en las hojas y madera del tallo y se midi6 la
altura y biomasa de la parte aérea y de las raices.

2.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a andlisis de la varianza
(ANOVA) y las medias se clasificaron utilizando el test de rango
multiple de Duncan para P < 0.05, con el software Statgraphics Plus,
version 5.1 (Statistical Graphics, Englewood Cliffs).

197



198

3. Resultados

3.1 Caracterizacién genética

El andlisis genético del callo de CM, utilizado en los procesos
de fusion de protoplastos, no mostrd ninguna diferencia respecto al
arbol original del BG del IVIA para todos los marcadores SSR y
SNP analizados.

Los HS SMC-58 y SMC-73, junto con los parentales, se
analizaron con un total de 92 marcadores, de los cuales 84 estan
localizados en el genoma nuclear y 8 en el genoma citoplasmatico.
En el genoma nuclear, se analizaron 60 marcadores SNP y 24 SSR,
distribuidos en los 9 GL del mapa genético de referencia (Ollitrault
et al., 2012a), utilizando entre 5y 16 marcadores por GL. De los 60
marcadores SNP analizados, 40 fueron polimdérficos; mientras que de
los 24 SSR analizados, se encontrd polimorfismo en 21 marcadores
(Tablas 6.1a-6.1d).

El GL 1 se analizé con un total de 7 marcadores polimoérficos,
5 SNP y 2 SSR (Tabla 6.2a). Los HS SMC-58 y SMC-73
presentaron las configuraciones alélicas correspondientes a la
adicion de los alelos de los marcadores analizados. EI GL 2 se
analiz6 con 5 marcadores SNP y 2 SSR que presentaron
polimorfismo entre los parentales. En todos los marcadores
analizados se observé en los HS la adicion de los alelos
correspondientes a cada marcador, excepto en el marcador JK-
TAA41, en el que se observé la pérdida del alelo de 142 nt
procedente de CC en los dos HS. EI GL 3 se analizé con 6
marcadores SNP y un marcador SSR polimorficos entre los
parentales. Los HS reunieron los alelos procedentes de cada parental,
excepto en el caso del marcador Ci08A10, en el que se detectd la
pérdida del alelo de 154 nt, procedente de CM, en ambos HS. EI GL
4 se analizd con 3 marcadores SNP y 2 marcadores SSR (Tabla
6.2b.) y los HS reunieron en ambos casos los alelos de los
parentales. En la Fig. 6.1 se muestran como ejemplo los resultados
obtenidos con el marcador SSR Ci07D06.



Tabla 6.1a Marcadores analizados localizados en los grupos de ligamiento
(GL) 1y 2. Se indica el nombre del locus, referencia bibliografica, entrada

en GeneBank y posicion genética.
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Posicidn Referencias
Locus

Tipo GL cM Bibliografia GeneBank
SNp  *CiC4827-01 1 205 oOllitraultetal., 2012b  ET072918
SNP CiC2110-01 1 28.8 oOllitraultetal., 2012b  ET099643
SSR CiBE5720 1 585 Ollitraultetal., 2010  ET082224
SNPp  *CiC4581-01 1 63.7 Ollitraultetal., 2012b  ET109034
SNP *ACO-P353 1 80.4 Ollitraultetal., 2012a  JX630066
SNP ACO-C601 1  83.4 Ollitraultetal., 2012a  JX630065
SNP CiC0599-01 1 1024 oOlitraultetal., 2012b  ET093125
SNP TSC-C80 1 111.6 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630084
SSR JK-taal5 1 119.7 Kijas et al., 1997 none

SNP *F3H-M309 2 19.6  Garcia-Lor et al., 2013a JX630066
SNP *F3H-C341 2 20.0 Garcia-Loretal, 2013a JX630067
SNP *F3H-P30 2 20.0 Garcia-Loretal, 2013a JX630066
SNP *PEPC-M316 2 32,6 Garcia-Loret al., 2013a JX630067
SNP PEPC-C328 2 32.6 Garcia-Loretal, 2013a JX630067
SSR  mCrCIR0O7D05 2 75,6 Cuencaetal., 2011 FR677574
SNP SOS1-M50 2 785  Garcia-Loretal, 2013a JX630068
SNp  *CiC3712-01 2 93.9  oOllitraultetal., 2012b  ET079481
SNP CCC1-P727 2 110.9 Garcia-Lor et al., 20132 JX630069
SNP *CCC1-M85 2 110.9 Garcia-Lor et al., 2013a JX630069
SSR JK-TAA41 2 131.8 Kijasetal., 1997 none

SNP *PKF-C64 2 131.2 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630076
SNP TRPA-M593 2 132.3 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630070
SNP PKF-M186 2 133.5 Garcia-Lor et al., 2013a JX630076

*Marcadores no polimérficos
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Tabla 6.1b Marcadores analizados localizados en los grupos de ligamiento
(GL) 3, 4 y 5. Se indica el nombre del locus, referencia bibliografica,
entrada en GeneBank y posicién genética.

Posicion Referencias

Locus
Tipo GL cM Bibliografia GeneBank

SNP INVA-M437 30.2  Garcia-Lor etal., 2013a JX630071
SNP MDH-M519 34.8  Garcia-Lor et al., 2013a JX630072
SNP *MDH-MP69 34.8  Garcia-Lor et al., 2013a JX630072
SNp  *CiC4681-02 92.8  Ollitrault et al., 2012b  ET109640
SNP  NCED3-M535 101.3 Garcia-Lor et al., 2013a JX630086
SNp  CiC5796-12 109.9 Ollitrault et al., 2012b  ET0822752
SNP  ATMR-M728 141.9 Garcia-Lor et al., 2013a JX630073
SNP  ATMR-C372 141.9 Garcia-Lor et al., 2013a JX630073
SSR Ci08A10 144.9 Froelicher etal., 2011  AJ567414
SNP CHS-M183 167.3 Garcia-Lor et al., 2013a JX630074
SNP *CHS-P57 167.3 Garcia-Lor et al., 2013a JX630074

SNP CHI-M598 11.0  Garcia-Lor et al., 2013a JX630075
SSR  mCrCIR07D06 16.3  Cuencaetal., 2011 FR677581
SNP CiC2840-01 17.0  Ollitrault et al., 2012b  ET103429
SNp  CiC3740-02 43.9  Ollitrault et al., 2012b  ET079647
SSR  mCrCIR03G05 75.1  Cuencaetal., 2011 FR677578.1
sNp  *CiC6213-07 85.5 Ollitrault et al., 2012b  ET085253

SNP CiC1380-05 17.2  Ollitrault et al., 2012b  ET072553
SNP CiC5788-16 41.5  Ollitrault et al., 2012b  ET082679
SNP  *CiC5842-02 77.3  Ollitraultetal., 2012b ET083106
SNP *NADK2-M285 86.0  Garcia-Lor etal., 2013  JX630077
SSR  mMCrCIR06A12 98.7  Froelicheretal., 2011  AM489742
SNP DFR-M240 5  105.7 Garcia-Lor et al., 2013a JX630074

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

SNp  *CiC4240-04 4 7.1 oOllitraultetal., 2012b ET106812
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5

*Marcadores no polimérficos
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Tabla 6.1c Marcadores analizados localizados en los grupos de ligamiento
(GL) 6 y 7. Se indica el nombre del locus, referencia bibliogréafica, entrada
en GeneBank y posicidn genética.

Posicion Referencias

) Locus — -
Tipo GL cM Bibliografia GeneBank

SSR  *mCrCIR04H09 0.0 Ollitrault et al., 2012a FR692370
SNP CiC4356-06 6.2  Ollitrault et al., 2012b  ET107540
SSR MEST132 26.9 Alezaetal., 2011 DY276930
SSR CiBE4818 28.3 Ollitrault et al., 2010  ET110604
SSR CiBE0733 42.2 Ollitrault et al., 2010  ET094202
SNP *CiC2128-01 61.2 Ollitrault et al., 2012b  ET111354
SSR  mCrCIR02B11 69.2 Ollitrault et al., 2012a FR692358
SNP PSY-M30 69.7 Garcia-Lor et al., 2013 JX630080
SNP PSY-C461 69.7 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630080
SNP CiC3056-02 70.5 Ollitrault et al., 2012b  ET075329

SNP *AocM290 85.9 Ollitrault et al., 2012b  JX630079
SNP AocC593 85.9 Ollitrault et al., 2012b  DY293375
SSR mCrCIR01C06 88.9 Cuencaetal., 2011 AJ567393

SSR MEST123
SSR CiBE5866

93.0 Alezaetal., 2011 DY276100
99.8 Ollitrault et al., 2010 ET083232

SSR mCrCIR07EOQ5
SNP *CiC1444-03
SNP DXS-M618
SNP DXS-C545

13.1 Froelicher et al., 2011  AMA489749
13.6 Ollitrault et al., 2012b ET073216
40.7 Garcia-Lor et al., 2013 JX630082
40.7 Garcia-Lor et al., 2013a JX630082
SNP FLS-P129 46.0 Garcia-Lor et al., 2013a JX630083
SSR  *mCrCIR03E06 75.1 Ollitraultetal., 2012a  FR692363
SSR Ci07Co7 7 98.0 Froelicheretal., 2011  AJ567409

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

SSR *CiBE6256 6  84.6 Ollitraultetal., 2010  ET085615
6
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7

*Marcadores no polimérficos
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Tabla 6.1d Marcadores nucleares analizados localizados en los grupos de
ligamiento (GL) 8 y 9 y marcadores citoplasmaticos. Se indica el nombre
del locus, referencia bibliografica, entrada en GeneBank y posicion

genética.
Posicion Referencias
Locus

Tipo GL cM Bibliografia GeneBank
SSR  mCrCIR07B05 8 31.7 Froelicher et al., 2011  AM489747
SSR CiBE0214 8 40.4 Ollitrault et al., 2010 ET088913
SNP  CiC5164-02 8 45.6 Ollitrault et al., 2012b  ET111943
SNP LCY2-M379 8 58.1 Garcia-Lor et al., 2013a  JX566716
SNP  CiC1749-05 8 103 Ollitrault et al., 2012b  ET097636
SNP  *CiC4876-07 9 2.7 Ollitrault et al., 2012b  ET080580
SNP  *CiC5087-01 9 15.9 Ollitrault et al., 2012b ET111514
SSR mCrCIR07F11 9 49.6 Kamiri et al., 2011 FR677567
SNP  CiC2518-02 9 53.5 Ollitrault et al., 2012b  ET101955
SSR Ci08C05 9 55.1 Froelicher et al., 2011  AJ567415
SNP  LCYB-P736 9 78.9 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630084
SNP LCYB-M480 9 78.9 Garcia-Lor et al., 2013a  JX630084
SNP HYB-M62 9 102.3  Garcia-Lor et al., 2013a  AF315289
SNP HYB-C433 9 102.3  Garcia-Lor et al., 2013a  JX630087
Indel nad2/4-3 Mitocondrial  Froelicher et al., 2011
Indel *nad7/1-2  Mitocondrial Froelicher et al., 2011
Indel *5/rrn18-1  Mitocondrial Duminil et al., 2002

cpSSR CCMP2 Cloroplastico Cheng et al., 2003

CcpSSR CCMP5 Cloroplastico Cheng et al., 2003

CcpSSR CCMP6 Cloroplastico Cheng et al., 2003

CpSSR NTCP7 Cloroplastico Cheng et al., 2003

CpSSR * NTCP9 Cloroplastico Cheng et al., 2003

*Marcadores no polimérficos
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Tabla 6.2a Analisis genético con marcadores nucleares SNP y SSR
ubicados en los GL 1, 2 y 3 (GL) de los hibridos somaticos SMC-58 y
SMC-73 obtenidos de la fusion de protoplastos de C. macrophylla (CM) y
citrange Carrizo (CC).

Locus GL CC CM SMC-58 SMC-73
CiC2110-01 ' A|A A|C A A A|lC A A A
CiBE5720 308 329 | 308 320|308 329 308 320|308 329 308 320
ACO-C601 G G|A G|G G A G|G G A G

CiC0599-01 1 G A|G G|G A G G|G A G G

TSC-C80 G G|G T|G G G T|G G G T
JK-taal5 143|165 168| 143 165 168| 143 165 168
PEPC-C328 A A|lA G|A A A G|A A A G
mCrCIR07D05 189 195 189 195 189 195
SOS1-M50 A G|A A|A G A A|A G A A
CCC1-P727 c T|C Cc|C T CcC c|lCcC T C C
JK-TAA4L 2 142 154|132 154-154 132 154-154 132 154
TRPA-M593 cC G|C c|lc GG Cc c|c G Cc ¢
PKF-M186 T T|C T|T T C T|T T C T
INVA-M437 c T|C c|CcC T C c|lCc T C C
MDH-M519 c T|C c|lc T C Cc|C T C ¢C
NCED3-M535 G T|T T|G T T T|G T T T
CiC5796-12 A A|C C|A A C C|A A Cc c
ATMR-M728 3 T T|G6G G|T T G G|T T G G
ATMR-C372 A A|A G|A A A G|A A A G

Ci08A10 156 154 156 156|154 5
CHS-M183 cC C|G G|C C G G|C C G G
YAlelos correspondientes a los marcadores SNP: A, adenina; C, citosina; T,
timina; G, guanina. “Alelos correspondientes a los marcadores SSR. Cada

numero corresponde con el tamafio en nucle6tidos del alelo amplificado. Se
indican en gris los alelos perdidos.
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Tabla 6.2b Anaélisis genético con marcadores nucleares SSR y SNP
ubicados en los grupos de ligamiento (GL) 4, 5 y 6 de los hibridos
somaticos SMC-58 y SMC-73 obtenidos de la fusidn de protoplastos de C.
macrophylla (CM) y citrange Carrizo (CC).

Locus GL CC CM SMC-58 SMC-73
CHI-M598 ‘c ¢c|G6G Cc|C C G Cc|C C G C
mCrCIR07D06 1162 188|167 170|162 188 167 170|162 188 167 170
CiC2840-01 4 T T|C Cc|T T C C|T T C C
CiC3740-02 G C|G G|G C G G|G C G G
mCrCIR03G05 213 219| 199 |213 219 199 [213 219 199
CiC1380-05 T T|C C|T T C C|T T C C
CiC5788-16 G A|A A|G A A A|G A A A
mCrCIR06A12 > 92 103 86 92 103 86 92 103 86
DFR-M240 c G|C c|C G CcC c|c G C ¢C
CiC4356-06 c c|c T|]C C c ¢ T
MEST132 231 244| 244 | 231 244 244 244
CiBE4818 151 162 | 154 |151 162 162-
CiBE0733 240 245| 235 - 245 235
mCrCIR02B11 232|232 248| 232

PSY-M30 C G|G G|C G

PSY-C461 ® A A|A T|A A

CiC3056-02 G A|A A|G A

AocC593 c c|Cc T|C C
mCrCIR01C06 147 159 | 147 133|147 159

MEST123 239 246 | 250 |239 246

CiBE5866 214 222 214

YAlelos correspondientes a los marcadores SNP: A, adenina; C, citosina; T,
timina; G, guanina. “Alelos correspondientes a los marcadores SSR. Cada
numero corresponde con el tamafio en nucleotidos del alelo amplificado. Se
indican en gris los alelos perdidos y SNP modificados.
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Figura 6.1. Electroferogramas del marcador SSR Ci07D06 analizado en C.
macrophylla (CM), citrange Carrizo (CC) y los hibridos soméaticos SMC-73 y
SMC-58. Se indica el tamafio en nucle6tidos del alelo amplificado.
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El GL 5 se analizé con 3 marcadores SNP y 1 marcador SSR y
no se identificaron pérdidas alélicas en ningln caso. EI GL 6 se
analiz6 con 5 marcadores SNP y 7 marcadores SSR. Se identificaron
pérdidas alélicas en los HS en 6 de los 7 marcadores SSR analizados
(CiBE4818, CiBE0733, mCrCIR02B11, mCrCIR01C06, MEST123 y
CiBE5866), una procedente de CC (CiBEQ733) y el resto de CM.
Cuatro de las pérdidas fueron comunes entre ambos hibridos,
mientras que 2 de ellas afectaron Gnicamente al hibrido SMC-73.
Ademés en 3 de los 5 marcadores SNP analizados (CiC4356-06,
PSY-C461, AocC593) no se observd en el HS SMC-58 un alelo
respecto a los parentales, mientras que el hibrido SMC-73 no mostré
tales diferencias respecto a sus parentales (Tabla 6.2b). En la Fig.
6.2 se muestra a titulo de ejemplo el andlisis de los marcadores SNP
PSY-C461 y AocC593 de los dos HS junto a los parentales. En el
GL 7 se analizaron 3 marcadores SNP y 2 marcadores SSR. Se
identificd la pérdida del alelo 239 nt procedente de CM en un
marcador SSR (Ci07C07) en ambos HS. En el GL 8 se analizaron 3
marcadores SNP y 2 marcadores SSR, identificandose variacién en el
marcador LCY2-M379 en los dos HS respecto a los parentales. En el
GL 9 se analizaron 5 marcadores SNP y 2 marcadores SSR y no se
identific6 ninguna pérdida en los HS respecto a los parentales
(Tabla 6.2c).

En resumen, en 48 de los 61 marcadores nucleares analizados,
se observd que los HS SMC-58 y SMC-73 retnen los alelos
procedentes de CC y de CM; sin embargo, en 13 de estos loci se
observaron pérdidas alélicas. Estas pérdidas fueron de alelos
procedentes de CM en 8 loci y procedentes de CC en 5 loci. La
mayoria de las pérdidas, se localizaron en el GL 6 (Tabla 6.2b),
donde se detectaron 9 alelos perdidos, de los cuales 2 proceden de
CC vy 7 de CM. Las demas pérdidas fueron aisladas y se localizaron
en los GL 2, 3 (Tabla 6.2a), 7 y 8 (Tabla 6.2c), siendo las del GL 2
y 8 de alelos procedentes de CC y las de los GL 3y 7 de CM.
También se identificaron diferencias en los alelos perdidos entre los
dos HS y todos ellos localizados en el GL 6. Concretamente, en
SMC-58 se observo la no presencia de 3 alelos SNP, procedentes de
CM (Fig. 6.2) que si se observaron en SMC-73, presentando una
configuracion alélica correspondiente a la adicion de los alelos de
los parentales para estos loci, mientras que en éste Ultimo se
identificaron 2 alelos SSR perdidos procedentes de CC y CM, que si
que se encontraron presentes en SMC-58.
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Tabla 6.2c Anaélisis genético con marcadores nucleares SNP y SSR
ubicados en los grupos de ligamiento (GL) 7, 8 y 9 y marcadores
mitocondrial (mt) y cloroplasticos (cp) de los hibridos somaticos SMC-58 y
SMC-73 obtenidos de la fusion de protoplastos de C. macrophylla (CM) y
citrange Carrizo (CC).

Locus GL CC CM SMC-58 SMC-73
mCrCIR07E05 119 128 116 119 128 116 119 128 116
DXS-M618 ‘6 G|A A|G G A A|lG G A A
DXS-C545 7 G G|C 6|6 G €C G|G G C G
FLS-P129 c T 1T T|)C T T T|(C T T T

Cio7co7 212 239 212 212
mCrCIR07B05 196 203 210 196 203 210 196 203 210
CiBE0214 312 309 312 309 312 309
CiC5164-02 8 c ¢, T T|]C C T T|C C T T
LCY2-M379 A G G|A - G G| A - G G
CiC1749-05 G 1°T|T T|G T T T |G T T T
mCrCIR07F11 160 162 164 160 162 164 160 162 164
CiC2518-02 T AT T|T A T T|T A T T

Ci08C05 153 153 156 153 153 156 153 153 156
LCYB-M480 ° T ¢, T T|T C T T|T C T T
HYB-M62 A A|C C|A A C C A C C
HYB-C433 G G|A GG G A G|G G A G

nad2/4-3 mt 261 251 251 251

CCMP2 cp 197 203 197 203 197

CCMP5 cp 93 95 93 95 93

CCMP6 cp 133 135 133 135 133

NTCP7 cp 182 188 182 188 182

YAlelos correspondientes a los marcadores SNP: A, adenina; C, citosina; T,
timina; G, guanina. “Alelos correspondientes a los marcadores SSR. Cada
numero corresponde con el tamafio en nucle6tidos del alelo amplificado. Se
indican en gris los alelos perdidos y SNP modificados.
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Figura 6.2 Andlisis grafico de los marcadores SNP PSY-C461 A) y AOC-C593
B) analizados en C. macrophylla, citrange Carrizo y los hibridos somaticos
SMC-73 y SMC-58. Se indica la configuracion alélica en nucleétidos: A,
adenina; C, citosina; T, timina; G, guanina de cada genotipo.

El genoma citoplasmatico se analiz6 con un marcador
mitocondrial (nad2/4-3) y 4 marcadores cloroplasticos (CCMP2,
CCMP5, CCMP6, NTCP7) (Tabla 6.1d), que presentaron
polimorfismo entre CC y CM. En los HS se identificé el alelo de 251
nt del marcador mitocondrial nad2/4-3, que procede del parental
embriogénico CM. Sin embargo en el analisis del genoma
cloroplastico se identificaron en SMC-73 los alelos procedentes de
CC para los 4 marcadores analizados, mientras que en el hibrido
SMC-58 se detectaron tanto los alelos de CC como los de CM en los
4 marcadores analizados (Tabla 6.2c). En la Fig. 6.3 se muestra a
modo de ejemplo el andlisis con el SSR cloroplastico NTCP7 del HS
SMC-58 junto a los parentales.
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Figura 6.3 Electroferogramas del marcador cloroplastico SSR NTCP7 analizado
en el hibrido SMC-58 A) y sus parentales citrange Carrizo B) y C. macrophylla
C). Se indica el tamafio en nucle6tidos del alelo amplificado.

3.2 Caracterizacién morfoldgica

Se realiz6 una caracterizacion morfol6gica de plantas de 9
meses de edad de los parentales CC (Fig. 6.4A) y CM (Fig. 6.4B) de
los hibridos soméaticos SMC-58 (Fig. 6.4C) y SMC-73 (Fig. 6.4D).
Se observo6 que los HS tuvieron un crecimiento mas lento que ambos
parentales y tienen tendencia a la aparicion de ramificaciones
laterales (Fig. 6.3D). La altura de los HS fue menor que la de CC o
CM (Tabla 6.3). Entre ellos, SMC-58 tuvo un crecimiento en torno
a un 20% menor que SMC-73. La longitud promedio de los
entrenudos es mayor en CC que en CM. EI SMC-58 tiene entrenudos
similares a CM, mientras que los de SMC-73 tienen una longitud
intermedia entre CC y CM.
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El indice morfologico foliar, indicativo de la relacion
altura/anchura del limbo del foliolo principal, es inferior en los HS al
de ambos parentales y similar entre los ellos, indicando que sus hojas
tienen una forma mas redondeada, caracteristica de los citricos 4x
(Barrett y Hutchison, 1978).

Figura 6.4 Plantas de A) citrange Carrizo (CC), B) C. macrophylla (CM) y los
hibridos somaticos C) SMC-58 y D) SMC-73, cultivadas durante 5 meses en
condiciones de invernadero.

Tabla 6.3 Caracterizacion morfolégica, realizada en plantas de 9 meses de
edad, de los hibridos somaticos SMC-58 y SMC-73 obtenidos mediante
fusion de protoplastos de citrange Carrizo (CC) y C. macrophylla (CM).

Longitud

N° de Verdor indice

. Altura . de los . o
Genotipo (cm) hojas entrenudos foliar ~ morfologico

(cm) (SPAD) foliar (I/a)

CcC 1436 a 419a 3.43a 73.82 a 251 a

CM 1119b 36.8b 3.05b 60.93 b 2.14b

SMC-58 59.1d 19.2d 3.08 bc 72.78 a 174 c

SMC-73 8l5¢c 26.6 ¢ 3.14 ¢ 75.99 a 1.79 ¢

Los valores son la media de 12 plantas (n=12). Las letras diferentes en
cada seccién en columnas indican diferencias significativas para P < 0.05
al aplicar el test de rango multiple de Duncan.



CAPITULO VI

El verdor foliar de las hojas adultas de los HS es similar entre
ellos y comparable al de CC, mientras que CM tiene un indice de
verdor foliar en torno a un 12% menor que los anteriores. Las plantas
de los HS SMC-58 y SMC-73 presentan hojas dispuestas en espiral
alrededor del tallo con espinas rectas axilares de longitud media (16-
40 mm), similares a las de ambos parentales. Las hojas, de insercion
brevipeciolada, son compuestas e imparipinnadas y el namero de
foliolos alterna entre uno, como en CM vy tres, como en CC, en la
misma planta (Fig. 6.1C y 6.1D). En el HS SMC-58, se ha observado
que el namero de foliolos mas frecuente es uno o dos, aunque
también presenta hojas con tres foliolos. El hibrido SMC-73 presenta
con mayor frecuencia hojas con tres foliolos, aunque los otros tipos
también aparecen. El tamafio foliar de ambos es pequefio (10-20 cm?)
y heterogéneo. El peciolo es méas corto que el limbo en ambos HS y
contiene alas obdeltadas y angostas, cuya unién a la lamina es
articulada. La forma del foliolo principal en los HS mantiene una
relacion longitud/anchura de entre 1.5 y 1.8, su forma oscila entre
eliptica, como el foliolo principal de CC y oboval, como la hoja de
CM. Los margenes foliares son crenados y el apice obtuso en ambos
HS. Al no disponer de arboles adultos de los HS, no puede
describirse su tamafio final y porte, ni se han podido caracterizar ain
flores o frutos.

3.3 Evaluacion de la tolerancia a la clorosis férrica

En condiciones clorosantes (Clo) se redujo el verdor foliar en
todos los genotipos. Citrange Carrizo sufrié un descenso mayor que
CM vy los HS mostraron un descenso del verdor intermedio entre
ambos parentales (Tabla 6.4). El crecimiento de la biomasa foliar
del brote de los HS desarrollado durante el tratamiento Clo fue
similar al de CM y mayor que el de CC, aunque en condiciones
control (Ct) los hibridos crecieron de manera semejante a CC (SMC-
73) 0 menos que ambos parentales (SMC-58). La concentracion de
hierro foliar en las hojas desarrolladas en el tratamiento clorosante
fue més alta en CM que en CC y los hibridos tuvieron
concentraciones iguales entre ellos e intermedias entre los parentales
(Tabla 6.4).
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Tabla 6.4 Verdor foliar (f/i), crecimiento en biomasa del brote (g PS) y
concentracidn foliar de hierro en el brote (ppm PS) de plantas de citrange
Carrizo (CC), C. macrophylla (CM) y los hibridos somaticos SMC-58 y
SMC-73, cultivadas durante 10 semanas en invernadero en condiciones
control (20 uM Fe-EDDHA) y en condiciones clorosantes (CaCO3 al 10%
(v/v), 10 mM NaHCOg3;, 2 pM Fe-EDDHA).

Tratamiento Genotipo Verdor (f/i)* Cre(célrglse)nto Hierro (ppm)
Control CcC 0.84 a 136D 48.3 a
CM 1.11b 176 c 46.7 a
SMC-58 1.02b 0.89a 38.7a
SMC-73 0.89 ab 1.21b 43.5a
Clorosante cC 0.30 a 0.42 a 16.5a
CM 0.70 c 0.56 b 33.1b
SMC-58 0.56 b 0.52b 23.9 ab
SMC-73 0.52b 0.61b 21.7 ab

*SPAD final/inicial, valores inferiores a 1 indican pérdida de verdor. Los
valores son la media de seis plantas (n=6). Las letras diferentes en cada
seccion en columnas indican diferencias significativas para P < 0.05 al
aplicar el test de rango multiple de Duncan.

3.4 Evaluacion de la tolerancia a la salinidad

Las diferencias en la respuesta al cultivo en un medio salino
(+S) durante 20 dias entre los HS y sus parentales se identificaron
mediante la medida de las tasas de reduccién del crecimiento, los
sintomas foliares, los iones acumulados y el intercambio de gases. El
tratamiento +S redujo el crecimiento de las plantas de CC, parental
sensible a la salinidad, que alcanzaron un PS al final del experimento
en torno a un 25% menor que las plantas Ct (Fig. 6.5A). Sin
embargo, las plantas de CM, tolerantes a la salinidad, tuvieron un
crecimiento similar en ambos tratamientos. El hibrido SMC-73 tuvo
un comportamiento similar a CM en cuanto al desarrollo de biomasa,
ya que el tratamiento +S no afect6 a su crecimiento, mientras que el
SMC-58 tuvo un PS en condiciones +S un 16% menor que el
alcanzado por las plantas Ct, presentando una reduccion del
crecimiento menos acusada que CC.

Los sintomas foliares derivados de la toxicidad fueron
acusados en las plantas de CC, cuya éarea foliar afectada por
guemaduras fue en torno al 20% (Fig. 6.5B), mientras que las plantas
de CM no mostraron quemaduras foliares.
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Los HS presentaron un porcentaje de area foliar dafiada muy
inferior a CC, que en ambos casos fue de en torno al 2%. El
tratamiento +S también afecté a las plantas induciendo su
defoliacion (Fig. 6.5C).
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Figura 6.5. A) Crecimiento (g PS), B) dafios por quemaduras foliares (%)
y C) abscision en plantas de citrange Carrizo (CC), C. macrophylla (CM) y
los hibridos somaticos SMC-58 y SMC-73, cultivadas durante 20 dias en
invernadero en condiciones salinas (NaCl 40 mM). Los valores son la
media de seis plantas y su error estandar. Las letras diferentes indican
diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test de rango multiple
de Duncan.
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Este sintoma se observo en el 7% de las hojas de CC y en el
6% de SMC-73, sin encontrarse diferencias significativas entre éstos
genotipos. La abscision fue mas reducida en SMC-58 que en los
genotipos anteriores, afectando a un 3% de sus hojas, mientras que
no se observo abscision foliar en CM.

En medio salino (+S), las concentraciones de ClI" y Na’,
expresadas en términos molares y en referencia al agua del tejido,
aumentaron en las hojas de todos los genotipos respecto al
tratamiento Ct (Tabla 6.5). El parental CM, tolerante a la salinidad,
fue el que tuvo concentraciones de ClI" y Na* mas reducidas en el
tratamiento +S, que fueron 2.2 y 1.4 veces respectivamente, mas
altas que en las plantas Ct. Por su parte, CC aumentd la
concentracion de ClI" y Na* en el tratamiento +S 4.1 y 2.6 veces
respectivamente, respecto al tratamiento Ct. EI HS SMC-58, en
condiciones +S tuvo concentraciones de ClI” mas reducidas que el
parental sensible CC y concentraciones de Na* similares a CC, que
fueron, respectivamente, 4.2 y 1.8 veces mas elevadas que en las
plantas Ct. EI HS SMC-73, tuvo concentraciones de CI" en las
plantas sometidas al tratamiento +S similares a las de CC, mientras
que la concentracion de Na* fue superior a la alcanzada por CC.
Respecto a las plantas Ct, el aumento de la concentracion de Cl" y
Na® en las plantas de SMT-73 sometidas al tratamiento +S fue de 3.9
y 2.3 veces, respectivamente.

Tabla 6.5 Concentracion foliar de CI, Na* y K" (mM en el agua del
tejido) en plantas de citrange Carrizo (CC), C. macrophylla (CM) y los
hibridos soméaticos SMC-58 y SMC-73, cultivadas durante 20 dias en
invernadero en condiciones control o en condiciones salinas (NaCl 40
mM).

Tratamiento 16n CcC CM SMC-58 SMC-73

Control cr 56.3 a 36.5a 435a 53.4a
Na* 1400 b 85.7 a 2179¢c 202.0c
K* 571.1a 607.0b 556.2 a 609.0 b

Salino CI 233.2¢C 80.9 a 183.0b  205.4c
Na* 367.8b 1175a 393.7b  466.0c
K* 462.0a 621.2b 446.0a 468.4a

Los valores son la media de tres plantas (n=3). Las letras diferentes en
cada fila indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test
de rango multiple de Duncan.

Estos datos indican que ambos HS manifestaron una capacidad
para la exclusién de CI" menor que la del parental tolerante CM, sin
embargo el HS SMC-58 tuvo mayor capacidad de exclusion de CI°
que el parental sensible CC, mientras que SMC-73 manifestd ser
similar a CC en éste caracter.
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En cuanto al Na“, la capacidad de exclusion observada en los
HS fue similar a CC en el caso de SMC-58 y superior en el caso de
SMC-73. La concentracion de K* en las plantas sometidas al
tratamiento +S no se modificé en CM, mientras que las plantas de
CC, SMC-58 y SMC-73 sufrieron un descenso del 21%, 20% y 33%,
respectivamente.

Tabla 6.6 Tasas de transpiracién (E, mmol H20-m™?.s™) y asimilacion
neta (Acoz, Mmol CO,-m?2.s?) en plantas de citrange Carrizo (CC), C.
macrophylla (CM) y los hibridos soméaticos SMC-58 y SMC-73, cultivadas
durante 20 dias en invernadero en condiciones control o en condiciones
salinas (NaCl 40 mM).

Tratamiento Parametro CcC CM SMC-58 SMC-73

Control E 0.76 ¢c 137a 1.32a 1.16b
Acoz 6.23b 999a 9.21a 8.74 a
Salino E 062c 1.32a 0.89b 0.66 ¢

Acoz 3.82¢c 10.1a 6.23b 414 c
Los valores son la media de seis plantas (n=6). Las letras diferentes en
cada fila indican diferencias significativas para P < 0.05 al aplicar el test
de rango maultiple de Duncan.

Las plantas de CM sometidas al tratamiento +S no modificaron
sus tasas de Aco; Y E respecto a las plantas Ct (Tabla 6.6). Sin
embargo, el parental sensible CC redujo su Aco. en un 39% y su E en
un 18% respecto a las plantas Ct. En los HS SMC-58 y SMC-73
sometidos al tratamiento +S, el descenso en la E respecto al
tratamiento Ct fue de un 33% y un 43% respectivamente, mientras
gue la Aco, se redujo en un 32% y un 53% respectivamente. Estos
datos indican que el SMC-73 fue el genotipo cuyo intercambio
gaseoso se encontré6 méas afectado por el tratamiento +S, con tasas
similares a CC, mientras que el SMC-58, redujo su intercambio en
menor medida que los anteriores, pero a tasas inferiores a CM. Los
resultados obtenidos indican que, a grandes rasgos, los HS presentan
un comportamiento en medio salino intermedio respecto a los
parentales tolerante (CM) y sensible (CC). No obstante, existen
diferencias entre SMC-58 y SMC-73 que apuntan a una mejor
adaptacion al medio salino de SMC-58 frente a SMC-73, ya que su
respuesta fue, globalmente, mas aproximada a la del parental
tolerante CM.
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3.5 Evaluacion de la toleranciaa CTV

Se evalud el crecimiento y la aparicion de sintomas en las
plantas inoculadas con la raza agresiva T388 de CTV. En CM, se
observo una reduccion del crecimiento, tanto en altura (Fig. 6.6A),
como en biomasa de la parte aérea (Fig. 6.6B) y de la raiz (Fig.
6.6C), que afectaron la biomasa de la planta completa reduciéndola
en torno a un 35% (Fig. 6.7D). En éstas plantas, se observo ademas
amarilleamiento de las hojas, acorchamiento de la nervadura (vein
corking) (Fig. 6.7A) y la aparicion de acanaladuras en la madera del
tallo (stem pitting) (Fig. 6.7B). En CC, asi como en los hibridos
SMC-58 y SMC-73, no se observo disminucion en el crecimiento
(Fig. 6.6D) ni la aparicion de ninguno de los sintomas de la
enfermedad (Fig. 6.7C a 6.7H).
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Figura 6. 6. A) Crecimiento en altura (cm), B) biomasa (g PS) de la parte aérea,
C) biomasa de la raiz y D) biomasa de la planta completa, de plantas de citrange
Carrizo (CC), C. macrophylla (CM) y los hibridos soméaticos SMC-58 y SMC-73
inoculadas con la raza T388 del virus de la tristeza de los citricos (+CTV) y de
las plantas control (Ct) no inoculadas, cultivadas durante 12 meses en
condiciones de invernadero. Los valores son la media de entre tres y seis plantas
y su error estandar. **diferencias significativas para P < 0.01 al aplicar el test de
rango multiple de Duncan.
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Figura 6.7 Sintomas en las plantas inoculadas con la raza T388 de CTV: A)
Amarilleamiento foliar y acorchamiento de nervaduras en la hoja de C.
macrophylla (CM); B) acanaladuras en la madera del tallo de CM; C) y D) hoja
y tallo de citrange Carrizo (CC) no afectados; E) y F) hojas y tallo de SMC-58
no afectados; G) y H) hojas y tallo de SMC-73 no afectados.



CAPITULO VI
4. Discusion

Los portainjertos mas utilizados en la citricultura espafiola, CC
y CM, relinen un conjunto de caracteristicas de interés, algunas de
las cuales son complementarias. EI CC destaca por ser tolerante a un
espectro amplio de estreses y enfermedades, entre los que cabe
resaltar la tolerancia a CTV. De CM destaca su alta tolerancia al
cultivo en suelos alcalinos y salinos. Sin embargo es moderadamente
sensible a CTV.

Actualmente, CM es el portainjerto méas utilizado en las

regiones citricolas aridas del sureste espafol, cuyos suelos son de
naturaleza calcéarea y frecuentemente se encuentran afectados por la
acumulacion de sales. Sin embargo, en las regiones que no presentan
caliza ni salinidad en el suelo, el portainjerto mas utilizado es CC,
que reune las cualidades idoneas para el cultivo de variedades de
naranjo y mandarino con produccion de frutos de mayor calidad.
El desarrollo de nuevos portainjertos de citricos, se centra en reunir
el mayor nimero de caracteristicas de interés en un solo cultivar. Los
inconvenientes que plantea la mejora tradicional de portainjertos
mediante hibridacion sexual se atribuyen principalmente a la
compleja biologia reproductiva de los citricos y a su alta
heterozigosidad que hace muy complicado y largo el proceso de
obtencion y seleccion de individuos que reunan los caracteres
deseados de ambos parentales (Herrero et al., 1996; Ollitrault et al.,
2003; Barkley et al., 2006; Ollitrault y Navarro, 2012).

Los programas de mejora de portainjertos mediante
hibridacién somatica permiten reunir en los hibridos alotetraploides
los genomas completos de los parentales y por tanto la adicion de sus
caracteres dominantes complementarios (Ollitrault et al., 2000). Por
otro lado, la propagacion in vitro permite la evaluacion precoz de los
HS, adelantando la disponibilidad de plantas a la pérdida de
caracteres juveniles e inicio de la produccion de semilla, lo que
supone un considerable avance para los programas de mejora
(Bordas et al., 2015).

4.1 Caracterizacion genética de los hibridos somaticos
obtenidos mediante fusion de protoplastos

En trabajos previos del grupo se obtuvieron dos HS
alotetraploides de los portainjertos mas utilizados en la citricultura
espafiola, CC y CM (Pensabene-Bellavia, 2009). Estos HS se han
analizado con 61 marcadores moleculares nucleares y 5 marcadores
citoplasmaticos que presentaron polimorfismo entre los parentales
para determinar su origen y su estructura genética.
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Este andlisis genético ha permitido confirmar que los HS se
han originado a partir de la adicion de los genomas de los parentales
asi como identificar alelos parentales que no estan presentes en los
HS. Estos alelos perdidos se han identificado en 13 marcadores
ubicados en diferentes GL (2, 3, 6, 7 y 8), aunque la mayoria de los
alelos no observados corresponden a los marcadores localizados en
el GL 6 (9 alelos de 13 totales detectados). También se han
identificado diferencias entre los dos HS en 5 marcadores. Los alelos
no observados en los HS pertenecen fundamentalmente al parental
embriogénico CM (9 del total alelos perdidos), aunque también se ha
observado la pérdida de 4 alelos correspondientes al parental de hoja
CC. En el genoma citoplasméatico también se han observado
diferencias entre los hibridos SMC-58 y SMC-73. Ambos han
incorporado el genoma mitocondrial de CM; sin embargo, el SMC-
73 presenta el genoma cloroplastico de CC, mientras que en el SMC-
58 se ha observado la recombinacion de los genomas cloroplasticos
de ambos parentales.

Los HS de citricos incorporan predominantemente el genoma
mitocondrial procedente del parental embriogénico (Kobayashi et al.,
1991; Saito et al., 1993; Yamamoto y Kobayashi, 1995; Moriguchi et
al., 1997; Moreira et al., 2000; Cabasson et al., 2001; Ollitrault et al.,
2001; Guo et al., 2002; Xiao et al., 2014), aunque en algunos
estudios se ha observado recombinacién a nivel mitocondrial (Vardi
et al., 1987; Moriguchi et al., 1997; Cheng et al., 2003; Dambier et
al., 2011). Sin embargo, el genoma cloroplastico habitualmente se
hereda indistintamente de cualquiera de los dos parentales o presenta
recombinacion entre ellos. (Grosser et al., 2000; Dambier et al.,
2011; Aleza et al., 2016). En este sentido, se ha comprobado en
cibridos que los genomas mitocondriales y cloroplasticos estan
relacionados con cambios en el aroma y propiedades organolépticas
de los frutos (Fanciullino et al., 2005; Satpute et al., 2015),
resistencia a enfermedades (Tusa et al., 2000), alteraciones en el
desarrollo de la biologia floral y androesterilidad (Guo et al., 2004;
Zheng et al., 2012). No obstante, en la actualidad no se dispone de
informacion sobre cémo estas nuevas combinaciones vy
reorganizaciones de los genomas cloroplasticos y mitoncondriales
afectan al comportamiento agronémico de los portainjertos de
citricos.

El andlisis genético del callo de CM, utilizado en los procesos
de fusion, no mostré ninguna diferencia alélica con respecto al
genotipo del arbol original.
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Por ello, la hipotesis mas logica que permite explicar las
diferencias observadas en las estructuras genéticas de los HS
analizados es que se produzca una exclusion y/o reorganizacion del
material genético durante el proceso de fusion y regeneracion de los
HS. Las diferencias observadas entre los hibridos parecen quedar
limitadas a nivel sub-cromosémico, ya que el analisis por citometria
de flujo no ha mostrado diferencias en el nimero de cromosomas
(2n=4x=36) entre los dos HS ni respecto al control tetraploide. Sin
embargo, la hipotesis de que preexistan variaciones en el contenido
alélico de la poblacion celular del callo embriogénico no se puede
excluir totalmente. Si este fuera el caso, dichas variaciones no
podrian detectarse mediante el analisis con marcadores SSR, ya que
podrian encontrarse afectando solamente a una pequefia parte de la
poblacion de células que constituyen el callo embriogénico. Sin
embargo si que podrian ser detectadas con marcadores SNP. Por otro
lado, el andlisis genético se ha realizado con diferentes extracciones
de ADN y se han observado las mismas diferencias entre los dos HS
y entre los parentales, pero no se han observado diferencias en los
resultados obtenidos entre las diferentes extracciones.

Los marcadores moleculares utilizados en este trabajo estan
distribuidos en los diferentes GL del mapa genético de clementino,
lo que nos ha permitido observar configuraciones alélicas diferentes
entre los dos HS. La mayoria de los alelos ausentes que se han
detectado estan localizados en el mismo GL y las pérdidas se
reducen a fragmentos pequefios. El origen de estas variaciones puede
estar relacionado tanto con fendmenos de deleccidon (ausencia de
alelos de marcadores SSR), como con variaciones puntuales de un
ndmero reducido de nucle6tidos (alelos SNP no observados).

En citricos se han detectado variaciones a nivel sub-
cromosémico en diferentes HS (Olivares-Fuster, 1998; Froelicher,
1999; Guo et al., 2007; Xu et al., 2014), aunque los estudios que las
describen son muy escasos. Generalmente los analisis genéticos de
HS se han realizado con un namero muy reducido de marcadores
moleculares, suficientes para constatar que los HS adicionan los
genomas de los dos parentales, pero que resultan insuficientes para
identificar este tipo de cambios (Oberwalder et al., 1998; Guo y
Deng, 1999). Estas alteraciones sub-cromosémicas observadas en los
HS de citricos también se han descrito recientemente en HS de patata
(Solanum spp) mediante marcadores DArT (Diversity Array
Technology) (Smyda-Dajmund et al., 2016). Se identificaron mas de
5000 marcadores distribuidos a lo largo del genoma de los HS de
patata, de los cuales 2000 resultaron polimoérficos entre los
parentales y permitieron detectar la pérdida de entre un 13.9% y un
29.6% de los alelos parentales en los HS.
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La deteccion de alteraciones en el genoma de HS justifica la
necesidad de realizar un analisis genético detallado en las plantas
obtenidas mediante hibridacion somatica, que permita obtener
informacion lo mas detallada posible de su estructura genética. Esta
informacion es clave para interpretar y optimizar las evaluaciones
posteriores del comportamiento fisioldgico de los HS para su
utilizacion como portainjertos.

4.2 Morfologia y respuesta fisiolégica de los hibridos
somaticos al estrés biotico y abiotico

Morfolégicamente, los HS SMC-58 y SMC-73 relnen
caracteristicas intermedias entre los parentales y son muy similares
entre si, aunque se ha observado que el nimero de foliolos es
variable entre 1 y 3 e inestable en las plantas, apareciendo hojas
unifoliadas que se asemejan a CM, trifoliadas como las de CC y
también bifoliadas. Ademas se aprecié claramente el efecto de la
tetraploidia en la forma més redondeada del limbo foliar principal.
Estas caracteristicas foliares también se han observado en HS
obtenidos a partir de Citrus y géneros afines, como Citropsis,
Severinia y Microcitrus (Smith et al.,, 2013), o a partir de
hibridaciones interespecificas del género Citrus (Olivares-Fuster,
1998), que produjeron hojas con caracteristicas morfoldgicas
intermedias entre los parentales.

Algunas de las plantas de los HS cultivadas en los
invernaderos del IVIA han empezado a producir frutos, aunque
escasos y de forma esporadica. Se observd que éstos contenian un
namero elevado de semillas apomicticas por fruto, caracteristica muy
importante para portainjertos de citricos, por facilitar su
multiplicacién vegetativa y cultivo en vivero.

También se observo en este estudio el menor crecimiento de
los HS respecto a los parentales, que mostraron reduccion de un 59%
(SMC-58) y un 43% (SMC-73) respecto a CC y de un 47% (SMC-
58) y un 19% (SMC-73) respecto a CM. Ademas, el SMC-73 tuvo un
crecimiento notablemente superior al SMC-58. En éste aspecto, los
HS no presentan caracteristicas intermedias entre los parentales. La
reduccién del crecimiento se ha descrito en otros HS alotetraploides
de citricos (Grosser et al., 1998; Grosser et al., 2012a) y se ha
asociado con el aumento del nivel de ploidia (Lee, 1988; Lee, 1990;
Lee, 1994).
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En los portainjertos, esta caracteristica tiene la utilidad de
permitir el establecimiento de plantaciones de alta densidad que
permitan un manejo mas eficiente y resulten mas rentables, ya que la
reduccion del tamafio no afecta al rendimiento productivo (Grosser
et al., 1995; Grosser y Chandler, 2003; Grosser et al., 2015).

En cuanto a la resistencia a patdgenos como CTV o
Phytophthora, se ha postulado que debe heredarse mayoritariamente
de manera dominante (Grosser et al., 2000). EI CTV produce dos
enfermedades claramente diferenciadas, las acanaladuras en la
madera de las especies sensibles, independientemente de su uso
como variedad o como portainjerto y el decaimiento de arboles
injertados sobre NA. En nuestro trabajo se ha evaluado, por primera
vez, la herencia de la tolerancia a las acanaladuras en la madera
causadas por CTV y se ha determinado que los HS obtenidos entre
la especie sensible CM y la tolerante CC mantienen la tolerancia
aportada por CC. En otros trabajos se ha evaluado la herencia de la
tolerancia al decaimiento en HS entre la especie sensible NA y
diversas especies tolerantes (Grosser et al., 1996c¢). Los resultados
no fueron globalmente concluyentes, ya que mientras que los HS
entre NA y lima Rangpur (C. limonia Osb.) o limonero Rugoso (C.
jambhiri Lush) se mostraron tolerantes, otros entre NA y P.
trifoliata, o mandarino Cleopatra (C. reshni Hort ex. Tan.) y naranjo
dulce se mostraron susceptibles. Estos resultados también evidencian
que en las hibridaciones somaticas no siempre se obtiene la adicidn
de los fenotipos parentales como seria esperable (Gmitter et al.,
2012).

No existen trabajos previos sobre evaluacién precoz de la
adaptacion de HS a condiciones adversas del suelo. En nuestro
trabajo se ha demostrado que los dos HS evaluados tienen a grandes
rasgos un comportamiento intermedio entre ambos parentales. En lo
referente a la adaptacién a las condiciones clorosantes, los hibridos
mostraron una tolerancia mayor que la observada en el parental
sensible CC y similar a la del parental tolerante CM. Estos resultados
indican que los hibridos probablemente manifiesten una buena
adaptacion al cultivo en suelo alcalino. En la tolerancia a la
salinidad, el SMC-58 manifestd ser méas tolerante que CC, debido a
su menor acumulacion de CI” en las hojas, aunque su acumulacion
fue mayor que la del parental tolerante CM. EI HS SMC-73 mostro
una acumulacion de CI” similar a CC y mayor que los anteriores, por
lo que es previsible que su capacidad de tolerar la salinidad sea mas
restringida.
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Actualmente se estan llevando a cabo, a nivel mundial, varios
programas de obtencion de HS alotetraploides para su utilizacion
como portainjertos de citricos. En Florida se ha obtenido un nimero
elevado de HS que destacan por su buena adaptacién al suelo local,
por inducir buena calidad de fruto y favorecer el rendimiento
productivo y por tener aparentemente en ensayos preliminares una
tasa reducida de afeccion por la enfermedad Huang long bing
(Grosser et al.,, 2015). También se estdn evaluando HS para la
citricultura mediterrdnea, (Dambier et al., 2011), china (Guo et al.,
2002; Guo et al., 2007), brasilefia (Mendes-da-Gloria et al., 2000;
Mourao et al., 2008) y mexicana (Medina-Urrutia et al., 2004). Estos
datos evidencian que la mejora de portainjertos a nivel tetraploide
mediante hibridacion somatica es una aproximacidon que permite
eficientemente obtener nuevo germoplasma de gran utilidad
potencial para su utilizacion como portainjerto en la citricultura.

4.3 Importancia de la caracterizacion molecular y
fisiologica de los hibridos sométicos

La estrategia de mejora basada en la hibridacion somaética
mediante fusién de protoplastos pretende reunir en un hibrido la
herencia aditiva de los parentales. No obstante, los estudios que
analizan el proceso de generacion de variabilidad mediante
hibridacion somatica realizados en las ultimas décadas, gran parte de
los cuales han sido llevados a cabo en citricos, revelan que la
expresion de los caracteres de los hibridos puede no ser aditiva. En
éstos casos, el fenotipo del hibrido no es necesariamente la suma del
efecto de los alelos parentales reunidos, ya que se ha observado que
la alopoliploidizacion genera modificaciones en la expresién génica,
cambios epigenéticos y fenotipicos (Bassene et al., 2009; Bassene et
al., 2010; Dambier et al., 2011; Xu et al., 2014;) y se ha discutido en
gué medida se deben a la interespecificidad de los genomas
parentales reunidos, cuya interaccion de novo afecta profundamente
a la expresién génica (Hegarty et al., 2009), o a la ganancia de
ploidia (Dambier et al., 2011).

Cuando se genera un alopoliploide, sea mediante hibridacion
sexual o somatica, la coexistencia en un tnico nucleo de los genomas
de ambos parentales y los cambios en los genomas citoplasmaticos,
se asocian habitualmente con una amplia variedad de
reorganizaciones y modificaciones que afectan a la estructura y
regulacion del genoma del nuevo HS (Comai et al., 2000; Ozkan et
al., 2001; Wang et al., 2006b; Soltis et al., 2009; Flagel y Wendel,
2010).
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Este fendmeno, que ha sido englobado bajo el término de
shock gendmico (Song et al., 1995), es de naturaleza dindmica y
estocéstica y se compone de procesos variados como son la
eliminacién de fragmentos del genoma a nivel sub-cromosémico o
cromosémico y su intercambio, modificaciones en la metilacion,
regulaciones en la represidn/expresion de genes o activacion de
elementos transponibles, entre otros (Chen, 2007; Xu et al., 2014).
Estos cambios afectan a la expresién génica, bien mediante la
alteracion de la secuencia o bien debido a cambios en la regulacion
epigenética (Comai, 2005), proporcionando al genoma plasticidad y
mejorando asi la capacidad de los hibridos para su adaptacion al
ambiente (Chen, 2007).

Esta neoregulacion de los genomas parentales en las plantas

alopoliploides explicaria en gran medida la obtencién de genotipos y
fenotipos no observados en el pool diploide (Osborn et al., 2003) y
los fendmenos de herencia no aditiva (He et al., 2003; Albertin et al.,
2006; Hegarty et al., 2006; Wang et al., 2006a;Wang et al., 2006b;
Chen, 2007; Flagel et al., 2008; Flagel y Wendel, 2010; Chen, 2010).
El estudio de la expresion génica en neopoliploides ha ganado
importancia en los Gltimos afios, ya que ha sido propuesto como una
aproximaciéon de gran utilidad para entender cémo funcionan y
evolucionan los genomas (Gmitter et al., 2012; Gianinetti, 2013).
En los HS SMC-58 y SMC-73, las pérdidas sub-cromosémicas
puntuales detectadas, algunas de las cuales son distintas entre éstos
HS, indican que éste tipo de alteraciones ocurren y afectan de
manera individual a cada HS, con independencia de que los
parentales sean los mismos. [Estas variaciones genéticas
identificadas, junto con los posibles fenémenos de neoregulacion, asi
como las nuevas combinaciones citoplasmaticas encontradas y la
ganancia de ploidia, podrian ser los determinantes de las diferencias
fenotipicas encontradas entre los hibridos y de las desviaciones
respecto a la adicidn de los fenotipos parentales.

La obtencion mediante fusién de protoplastos de dos HS
procedentes de los mismos parentales, pero cuya composicion
genética, morfologia y comportamiento fisiol6gico son diferentes
pone de manifiesto la necesidad de realizar caracterizaciones
moleculares exhaustivas de los HS obtenidos para poder verificar su
composicion genética, asi como la necesidad y el interés de estudiar
sus caracteristicas y comportamiento agrondmico para valorar
correctamente su utilidad en los programas de mejora.

225



226

Este tipo de estudios, ademas de aportar un gran valor a los
programas de mejora genética de citricos, pueden revelar
informacion clave para el conocimiento y comprensién de los
principios gque operan en la regulacién para el funcionamiento y la
evolucion de los genomas

4.4 Posible utilizacion de los hibridos soméaticos SMC-78 y
SMC-73 como portainjertos de citricos

Los HS SMC-58 y SMC-73, que reunen los genomas de los
dos portainjertos mas utilizados en la citricultura espafiola, presentan
sin duda alguna un gran interés para su posible utilizacion directa
como portainjertos de citricos mejor adaptados a las caracteristicas
de la citricultura mediterrdnea. Ambos se han mostrado tolerantes a
razas severas del virus de la tristeza (CTV), mientras que CM es muy
sensible a las mismas. Las razas predominantes de CTV en Espafa
son relativamente suaves y causan pocos dafios en CM, sin embargo,
esta especie es muy sensible a razas severas del virus que provoca
fuertes acanaladuras en el tronco del portainjerto y deterioro de los
arboles infectados. En Espafia, también se han detectado razas
severas, aungue la incidencia es baja (Moreno et al., 2008). Las razas
severas se transmiten de forma poco eficiente por las especies de
pulgones presentes en las zonas citricolas comerciales espafiolas,
pero muy eficientemente por la especie de pulgdn Toxoptera
citricida (Kirkaldy), que ya estd presente en el norte de Portugal,
Galicia y parte de la cornisa Cantébrica. La probable introduccion de
esta especie a las zonas citricolas, previsiblemente provocaria una
dispersion de razas severas de CTV que causaria dafios en CM. Por
ello es muy importante disponer de alternativas a este portainjerto
que se puedan utilizar en suelos alcalinos, donde no es posible
utilizar el CC.

Los dos hibridos somaticos estudiados presentan ademas un
comportamiento frente a la clorosis férrica provocada por los suelos
calizos, que son mayoria en la citricultura espafiola, cercano al de
CM y muy superior al de CC. Ademas, tienen una tolerancia a la
salinidad algo mejor que CC. Por todo ello, los datos obtenidos en
esta tesis confirman el interés tedrico potencial por el que se abordo
la obtencién de los HS.

Antes de su posible utilizacién es necesario realizar largos y
costosos ensayos en condiciones de campo para confirmar los datos
obtenidos en los experimentos de invernadero y averiguar datos
adicionales como su tiempo de entrada en produccion y la calidad de
la fruta inducida a la variedad injertada.
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También serd conveniente evaluar otros aspectos, como la
tolerancia a la sequia o a la toxicidad por boro, que mejoran en las
variantes 4x de algunos portainjertos de citricos (Allario et al., 2013;
Ruiz et al., 2016b), asi como la tolerancia a la salinidad (Grosser et
al., 2012a; Saleh et al., 2008; Ruiz et al., 2016a). Estos experimentos
ya se han iniciado en colaboracion con Agromillora Research S.L. y
permitirdn en el plazo de unos pocos afios determinar si alguno de
los HS estudiados se puede utilizar comercialmente, lo que seria un
gran avance para la citricultura.
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DISCUSION GENERAL

La poliploidia, caracteristica heredable de poseer mas de dos
juegos completos de cromosomas, es un fenbmeno muy comdn en
plantas superiores (Wood et al., 2009) y uno de los principales
motores evolutivos (Hollister et al.,, 2012) por favorecer la
adaptacion a las condiciones ambientales cambiantes o adversas
(Ramsey, 2011). Se han descrito numerosos cambios anatémicos y
fisiolégicos asociados a la poliploidia (Warner y Edwards, 1989;
Warner y Edwards, 1993; Li et al., 1996), que se relacionan con ésta
capacidad de adaptacion (Buggs y Pannell, 2007; Maherali et al.,
2009; Ramsey, 2011; Manzaneda et al., 2012), cuyo determinante
genético consiste en un conjunto de cambios estructurales y de la
regulacién de la expresion como consecuencia del aumento en la
ploidia (Comai, 2005). Esta alteracion del genoma puede aparecer de
manera espontanea (Frost, 1925; Frost y Soost, 1968), pero también
se puede inducir de manera artificial (Dermen, 1940; Aleza et al.,
2009). En agricultura, ha sido habitualmente aprovechada para la
mejora de cultivos (Batra, 1952; Beakbane, 1967; Chadha y
Mukherjee, 1975; Walker, 1980; Grosser y Gmitter, 2011). En el
caso de los citricos es destacable el estudio, la obtencion y la
utilizacion de variedades triploides (3x) sin semillas y de
portainjertos tetraploides (4x), ya que ha supuesto en los ultimos
afios una importante aportacion a la mejora del cultivo (Grosser y
Gmitter, 2011; Ollitrault et al., 2008; Ollitrault y Navarro, 2012;
Navarro et al., 2015).

El desarrollo de nuevos portainjertos de citricos, se centra en
reunir el mayor nimero de caracteristicas de interés en un solo
cultivar, siendo esenciales las tolerancias a estreses bidticos y
abidticos requeridas en cada zona de cultivo y la induccién de buen
rendimiento y de buena calidad al fruto de la variedad injertada
(Castle, 2010). En Espafia, la presencia del virus de la tristeza de los
citricos (CTV) y Phytophthora spp, asi como el alto contenido en
caliza de la mayoria de los suelos citricolas y el creciente problema
de la salinidad, limitan el nimero de portainjertos adecuados para el
cultivo. La mejora tradicional de portainjertos, mediante hibridacién
sexual, plantea inconvenientes debido fundamentalmente a la
compleja  biologia reproductiva de los citricos y a su alta
heterocigosidad (Herrero et al., 1996; Ollitrault et al., 2003; Barkley
et al., 2006).
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Por este motivo se han iniciado algunos programas de mejora
de portainjertos de citricos a nivel 4x, con el objetivo de agilizar y
facilitar el su desarrollo (Dambier et al., 2011; Grosser y Gmitter,
2011; Grosser et al., 2015). La alotetraploidia obtenida mediante
fusién de protoplastos ofrece ventajas en éste sentido, al permitir la
obtencion de hibridos de especies sexualmente incompatibles
(Louzada et al., 1993; Grosser et al., 1996b; Guo y Deng, 1999) o
reunir en un solo cruce los genomas de los parentales, permitiendo la
adicion de caracteres dominantes complementarios  con
independencia de la heterocigosidad (Ollitrault et al., 2000; Ollitrault
y Navarro, 2012). La obtencion de portainjertos alotetraploides
mediante hibridacién somatica, ya ha demostrado ser de gran utilidad
para la mejora de citricos (Grosser et al., 2015).

Por su parte, la autotetraploidia o caracteristica de contener un
ndmero duplicado de cromosomas somaticos manteniendo una
composicion genética idéntica a los correspondientes genotipos 2x,
ofrece la posibilidad de evaluar y seleccionar las variantes
espontaneas autotetraploides de los portainjertos utilizados en cada
area citricola, constituyendo un método de mejora relativamente
sencillo (Lee, 1988; Lee, 1990). Las variantes autotetraploides de los
portainjertos que se utilizan actualmente podrian ser una alternativa
para obtener arboles mas pequefios y mas tolerantes a ciertos estreses
sobre patrones ya conocidos (Mukherjee y Cameron, 1958; Barrett y
Hutchison, 1978; Lee, 1990; Ollitrault y Michaux-Ferriere, 1992;
Saleh et al., 2008; Allario et al., 2013). Sin embargo, el efecto de la
tetraploidia parece variar en las diferentes especies de citricos que se
utilizan como portainjerto y los determinantes anatomicos,
fisiol6gicos y moleculares de las diferencias asociadas a la
tetraploidia apenas han sido descritos. Conocerlos y caracterizar su
efecto sobre la tolerancia a estreses o el vigor del arbol permitiria
identificar eficientemente la utilidad potencial de las versiones 4x de
cada portainjerto.

El proposito de ésta tesis ha sido evaluar las caracteristicas de
potencial interés agronémico de las variantes 4x de los portainjertos
mas utilizados en la citricultura espafiola, el citrange Carrizo (CC) y
el C. macrophylla (CM), con el fin de valorar su utilidad, asi como
describir los determinantes anatomicos, fisiolégicos y moleculares
de las diferencias encontradas. Ademés se ha pretendido la
caracterizacion molecular y fisiologica de hibridos alotetraploides
obtenidos mediante fusién de protoplastos de CM y CC (Pensabene-
Bellavia, 2009), como paso previo para su posible utilizacién como
portainjertos en la citricultura mediterrénea.
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En todos los estudios realizados se han obtenido nuevos
conocimientos sobre el efecto de la tetraploidia en los portainjertos
de citricos y su utilidad potencial.

En una parcela experimental, localizada en la regién citricola
del sureste espafiol, que presenta condiciones edafo-climéaticas
adversas, observamos que la reduccion del tamafio de copa de
arboles de naranjo ‘Valencia’ late (VL) asociada a la tetraploidia del
portainjerto, puede darse o no, en funcion del portainjerto
considerado, de acuerdo con Lee (1990). En nuestro estudio, el
volumen de copa de VL/4xXCC fue un 42% inferior al de VL/CC2x,
mientras que entre VL/CM4x y VL/CM2x no vario.

Sin embargo no se observaron diferencias en la eficiencia
productiva ni en la calidad del fruto en funcion de la ploidia del
portainjerto como sefialan otros estudios (Schwartz, 2001a; Hussain
et al., 2012a). Estos datos sugieren que podria mejorarse el
rendimiento y facilitarse el manejo de las plantaciones citricolas
utilizando CC4x en lugar de CC2x para obtener arboles mas
pequefios y reduciendo el marco de plantacién, como propone el
estudio de Grosser y Gmitter (2011) para otros portainjertos. No
obstante, puesto que el presente estudio se llevd a cabo en una
plantacion que aun se encuentra en desarrollo, habra que continuar el
ensayo durante varios afios para disponer de datos definitivos.

Por otro lado, en las regiones citricolas localizadas en clima
semiarido, el cultivo de citricos se realiza frecuentemente en suelos
alcalinos, que dificultan la absorcion de algunos nutrientes. En este
estudio se comprobé que la autotetraploidia aumenté la
concentracion foliar de potasio (K) en torno a un 27% en naranjos
‘Valencia’ late injertados sobre CC4x y CM4x, respecto a aquellos
injertados sobre las correspondientes versiones 2x. En la linea de
éstos resultados, se ha propuesto en Arabidopsis que la tetraploidia
de la raiz proporciona concentraciones foliares méas elevadas de K a
la parte aérea, condicion que se relaciona con el incremento de la
tolerancia de las plantas a la salinidad (Chao et al., 2013).

En cuanto al calcio (Ca) y el magnesio (Mg), la tetraploidia
redujo sus concentraciones foliares en naranjos ‘Valencia’ late
injertados sobre CC4x y CM4x, respecto a aquellos injertados sobre
las correspondientes versiones 2x. Estas modificaciones en la
composicion mineral foliar, observadas en la parcela experimental
establecida en suelo alcalino, proporcionaron a los &rboles con
portainjerto 4x una relacion K/Ca+Mg mas elevada, dato indicativo
de una mayor capacidad para mantener un balance favorable de
nutrientes en condiciones alcalinas (Shear et al., 1948) y promover
una adecuada nutricion al arbol.
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Por ello, nuestro estudio sugiere que la tetraploidia en CC y
CM podria proporcionar mayor capacidad de adaptacién para el
cultivo de citricos en suelos calcéareos.

En estas regiones, el cultivo de citricos también se encuentra
afectado por la salinizacién del suelo o sufre un gran riesgo de
quedar afectado por esta condicion. Los suelos salinos contienen
concentraciones altas de solutos potencialmente toxicos, como es el
caso del cloruro (CI"), el sodio (Na*) o el boro (B), cuya acumulacion
en la parte aérea ocasiona desequilibrios nutricionales, dafios y
reduccién severa del crecimiento y de la produccion. El impacto de
la salinidad es especialmente grave en los cultivos arbdreos de hoja
perenne, dada la acumulacion preferente de las sales en la parte
aérea, que suele conducir a la inutilizacion de las plantaciones. No
obstante, la absorcion de solutos en exceso por las raices y su
transporte a la parte aérea son procesos controlados por el
portainjerto (Levy y Lifshitz, 2000; Garcia-Sanchez et al., 2002a;
Garcia-Sanchez et al., 2006; Gimeno et al., 2012), que determina, en
gran medida, el grado de acumulacién en las hojas.

La tetraploidia en CC redujo la absorcién de B, presente en
exceso en el suelo, en torno a un 20% en los arboles VL/ CC4x,
efecto que se confirmé en los experimentos realizados con plantas de
CC sin injertar. Este estudio sostiene la utilidad de CC4x como
portainjerto de citricos tolerante a la toxicidad especifica por B. Sin
embargo, éste comportamiento no se observé en VL/CM4x.

La salinidad del suelo ocasiona en las plantas dos alteraciones
fundamentales: la toxicidad, debida a la acumulacién de los iones
salinos y la inhibicion del crecimiento, resultante del efecto
osmotico de las sales y de la reduccion de la asimilacion impuesta
por el dafio foliar. Entre las adaptaciones de los citricos para hacer
frente a éste estrés, destaca la exclusion de CI° (Munns y Tester,
2008), cuya absorcién y transporte restringidos se consideran el
principal mecanismo de tolerancia (Storey y Walker, 1999). Nuestro
estudio indica que la tetraploidia, tanto en CC como en CM mejora
la tolerancia a la salinidad respecto a las correspondientes versiones
2X, debido a la menor absorcion de CI™ que retrasa su acumulacion en
la parte aérea y por tanto disminuye el dafio por toxicidad.

Sin embargo se observaron diferencias entre estas especies de
portainjerto en la respuesta de las plantas salinizadas 4x respecto a
las 2x. En CM4x las concentraciones foliares de Na* fueron 1.4
veces menores que en plantas 2x en condiciones de salinidad
moderada, pero no hubo diferencias entre ploidias en la
concentracion foliar de éste i6n en plantas sometidas a salinidad
elevada.
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Mientras, en CC, las concentraciones foliares de Na® en
condiciones de salinidad moderada no fueron distintas entre plantas
2X y 4x. Estos resultados sugieren que pueda existir un efecto
asociado a la tetraploidia de la raiz que reduzca la absorciéon de Na”,
tal y como sucede con el CI'. Pero, al menos en CC, la mayor
tolerancia a la salinidad del genotipo 4x no se asocia a diferencias en
la absorcion y acumulacién de éste ion.

Otra diferencia de comportamiento observada entre CC4x y
CM4x sometidos a salinidad es el descenso en la tasa de asimilacion
neta. En CM4x el cierre estoméatico inducido por la salinidad es méas
pronunciado que en CM2x, limitando la tasa fotosintética y
afectando al crecimiento. Esto indica que, aunque las plantas CM4x
son capaces de limitar la acumulacion foliar de Na*y CI" en mayor
medida que las 2x, son mas sensibles al cierre estomatico causado
por la salinidad. Sin embargo en condiciones salinas CC4x mantiene
su tasa de asimilacion mas elevada que CC2x y por tanto, a
diferencia de éste ultimo, mantiene su tasa de crecimiento inalterada.

La respuesta comun asociada a la tetraploidia en ambos
portainjertos fue la menor absorcion y transporte de Cl™ a la parte
aérea y en ambos casos se observo éste comportamiento acompafiado
de una tasa de transpiracién mas reducida. La absorcién de Cl™ por
las raices y su acumulacién en la parte aérea parecen estar
relacionadas en citricos con la absorcion de agua y con la tasa de
transpiracion, respectivamente (Moya et al., 2003; Syvertsen et al.,
2010; Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014). La acumulacion de iones
salinos en las hojas contribuye a la induccidn del cierre estomatico,
permitiendo a las plantas limitar el transporte (Syvertsen y Garcia-
Séanchez, 2014). En el trabajo de Allario et al. (2013) se propone que
existe una regulacién del cierre estomatico méas eficiente en los
citricos 4x, gracias su produccién constitutiva de acido abscisico méas
elevada, mientras que Syvertsen et al. (2000) proponen que la
tetraploidia induce modificaciones morfoldgicas en la raiz que
imponen una transpiracion mas reducida.

En CC se determiné que la conductancia hidraulica de las
raices 4x es en torno a un 58% menor que en las 2x. La salinidad
redujo la conductancia en un 35%, pero las diferencias entre ploidias
se mantuvieron. La conductancia hidraulica reducida se ha
relacionado también en citricos con la capacidad de exclusién de CI”
(Rodriguez-Gamir et al., 2012) y con la reduccion del tamafio de la
copa (Martinez-Alcantara et al., 2013).
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Por tanto, en lineas generales, nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Saleh et al. (2008), que plantean que la
tetraploidia en citricos se asocia a una menor acumulacion de Cl" y
por Syvertsen et al. (2000), que indican que las variantes 4x pueden
tener menores tasas de transpiracion asociadas a la anatomia de la
raiz. Sin embargo, existe controversia en lo referente al
comportamiento de los citricos 4x frente a la salinidad, debido a la
reciente publicacion de varios estudios, cuyas conclusiones difieren
(Syvertsen y Garcia-Sanchez, 2014) y se ha propuesto que la
disponibilidad hidrica asociada al estrés salino pueda alterar ésta
respuesta (Mouhaya et al., 2010).

Tambien se plante6 la posibilidad de que la absorcion de
nutrientes modificada por la tetraploidia pudiera afectar al hierro y
alterar la tolerancia a la clorosis férrica. Sin embargo no se
encontraron diferencias entre ploidias, en CC ni en CM, en las
concentraciones foliares de hierro de plantas cultivadas en
condiciones deficientes y clorosantes. Estos resultados apuntan que
la capacidad de hacer frente a la clorosis férrica no difiere entre
ploidias en éstos portainjertos.

Considerando los resultados obtenidos, este trabajo propone
que la tetraploidia altera la absorcion y el transporte a la parte aérea
de agua y de algunos solutos, pudiendo contribuir a la reduccion del
dafio causado por la absorcidn en exceso de solutos potencialmente
toxicos. No obstante éste efecto es variable en funcién de la especie
considerada y podria modificarse dependiendo de las condiciones
ambientales, por lo que habria de verificarse para cada caso.

En cuanto a los determinantes de éstas diferencias, se
consider6d la hipotesis planteada por Syvertsen et al. (2000), acerca
de la influencia de la morfologia de la raiz sobre la tasa reducida de
transpiracion en portainjertos de citricos 4x. Coincidiendo con dicho
estudio, se encontré que las raices de CC4x son mas cortas y
engrosadas que las de CC2x, de manera que su longitud especifica
(SRL) es un 42% menor. Estudiando este drgano con mayor detalle,
se encontré que la estructura de la raiz de CC4x tiene un nimero de
ramificaciones un 65% menor que en CC2x. Adicionalmente, el
estudio histolégico desvel6 que las paredes celulares de la raiz 4x
son mas gruesas Yy suberificadas que las 2x y que la formacion de las
capas impermeabilizantes comienza a menor distancia del é&pice
radicular que en las plantas 2x.
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Estas caracteristicas se han asociado a una conductancia

hidraulica reducida en citricos (Eissenstat y Achor, 1999; Huang y
Eissenstat, 2000), efecto que ha sido recientemente descrito en vid
(Barrios-Masias et al., 2015) y a la limitacion de la absorcion de
agua y nutrientes, que impone una transpiracion mas reducida (Moya
et al., 2003). En CC4x, esta anatomia explicaria la mayor tolerancia
a la salinidad y al exceso de B descrita.
La ausencia de un estudio similar en CM no nos permite atribuir la
mayor capacidad del genotipo 4x para excluir CI" y Na* a las
caracteristicas de la raiz. No obstante CM4x muestra una tasa de
transpiracion menor que CM2x, del mismo modo que sucede en
CC4x y seria razonable que el mecanismo fisiolégico subyacente
tuviera caracteristicas comunes.

Probablemente las modificaciones que la tetraploidia induce en
la raiz estén relacionadas también con la menor tasa de crecimiento
que se ha descrito respecto a los 2x. En el trabajo de Romero-Aranda
et al. (1997) se determin6 que la asimilacion neta es entre un 25% y
un 35% mas alta en las hojas 2x que en las 4x, debido al mayor
grosor del tejido 4x. Sin embargo en otro trabajo (Syvertsen et al.,
2000) la asimilacion neta de CO, no fue diferente entre ploidias,
pero se asocia el tamafio mas reducido de los citricos 4x con su
menor tasa de transpiracién y menor SRL. Sin embargo, ambos
trabajos destacan que la falta de control sobre el tamafio y porte de
las plantas complica la tarea de tomar medidas puntuales del
intercambio de gases que resulten representativas y que permitan
realizar comparaciones concluyentes sobre sus implicaciones
fisiolégicas. En este sentido, nuestro trabajo aporta informacion
concluyente, ya que el crecimiento méas reducido y las diferencias en
la concentracion mineral foliar y en la absorcion de solutos en
exceso deben atribuirse, al menos en parte, a caracteristicas de la
raiz tetraploide, por haberse mantenido tales efectos en las plantas
injertadas.

Por otra parte, los hibridos SMC-58 y SMC-73, obtenidos
mediante hibridacion somatica a partir de la adicion de los genomas
nucleares de CC y CM y cuya micropropagacién in vitro ha
permitido su evaluacién precoz, presentan en su genoma nuclear
pérdidas alélicas sub-cromosémicas de los parentales y difieren entre
ellos en la composicion de su genoma citoplasmatico. Estas
diferencias genéticas identificadas han permitido determinar que los
hibridos somaticos (HS) no incorporan los genomas nucleares
completos de los parentales, como era generalmente aceptado y
ademaés presentan diferencias entre si.
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De acuerdo con otros autores que describen los efectos de la
hibridacién somaética en el genoma de los citricos (Olivares-Fuster,
1998; Froelicher, 1999; Guo et al., 2007; Xu et al., 2014) y de otras
especies (Maliga et al., 1978; Sakata y Monma, 1993 Smyda-
Dajmund et al.,, 2016), las diferencias genéticas en los hibridos
respecto a los parentales y entre si son indicativas de que se han
producido exclusiones y reorganizaciones del material genético
durante el proceso de fusion y regeneracion de las plantas, que
afectan de manera independiente a cada HS obtenido.

Morfolégicamente, los HS SMC-58 y SMC-73 relnen
caracteristicas intermedias entre los parentales, son muy similares
entre si y muestran algunos caracteres propios de la tetraploidia
(Barrett y Hutchison, 1978), como la forma redondeada del limbo
foliar o la reduccion del crecimiento (Syvertsen et al., 2000). Ambos
han heredado de CC la tolerancia a las acanaladuras en la madera
causadas por CTV, presentan tolerancia frente a la clorosis férrica
similar a la de CM vy tolerancia a la salinidad superior a la de CC.
Este estudio pone de manifiesto la necesidad de realizar
caracterizaciones moleculares exhaustivas de los HS obtenidos para
poder verificar su composicion genética, asi como la necesidad de
estudiar sus caracteristicas y comportamiento agronémico para
valorar correctamente su utilidad en los programas de mejora. En
este sentido, se han encontrado otros estudios que también
evidencian que en las hibridaciones somaticas no siempre se obtiene
la adicion de los fenotipos parentales como seria esperable (Gmitter
et al., 2012). En éstos casos, el fenotipo del hibrido no es la suma del
efecto de los alelos parentales reunidos, debido a las modificaciones
en la expresion génica, cambios epigenéticos y fenotipicos inducidos
por la alopoliploidizacion (Bassene et al., 2009; Bassene et al., 2010;
Dambier et al., 2011; Xu et al., 2014). En cuanto a estas alteraciones,
actualmente se discute cual es la contribucion de la interaccion de
novo de los genomas parentales reunidos (Hegarty et al., 2009) y de
la ganancia de ploidia (Dambier et al., 2011). Los HS evaluados
SMC-58 y SMC-73 han manifestado un conjunto de caracteristicas
gue presentan sin duda alguna un gran interés potencial para la
citricultura mediterranea. Se habra de estudiar su comportamiento en
campo y su efecto sobre las variedades injertadas antes de su posible
utilizacion comercial.
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Este trabajo constituye un ejemplo de la utilidad potencial de
la tetraploidia para la mejora de portainjertos de citricos, explorando
tanto la seleccion de variantes autotetraploides, como la obtencién de
hibridos somaéticos alotetraploides.

La evaluacion y seleccién de las variantes autotetraploides de
los portainjertos utilizados en cada area citricola puede constituir un
método de mejora sencillo. Estas variantes pueden proporcionan la
capacidad de reduccion del tamafio de copa sin afectar la eficiencia
productiva ni la calidad del fruto y una mejor adaptacion a ciertas
condiciones adversas como la alcalinidad del suelo, la salinidad o la
acumulacion excesiva de solutos potencialmente téxicos, mientras
que otras caracteristicas de interés se mantienen inalteradas. Su
evaluacion en cada caso es necesaria para verificar los efectos de la
tetraploidia, puesto éstos varian entre diferentes portainjertos y
podrian ser dependientes de ciertas condiciones ambientales.

La obtencién de hibridos somaéticos alotetraploides es una
opcién que permite reunir muy eficientemente las caracteristicas de
dos portainjertos de interés en un solo genotipo. Sin embargo es
fundamental llevar a cabo caracterizaciones moleculares y
fisiol6gicas exhaustivas de los hibridos somaticos obtenidos, ya que
la alopoliploidizacién induce alteraciones genéticas que pueden
generar desviaciones del fenotipo respecto a la adicion parental.

Este trabajo presenta los primeros datos relativos al
comportamiento de las versiones autotetraploides de los portainjertos
Carrizo y C. macrophylla, que son los mas utilizados en Espafia y
presenta los primeros datos a cerca de la constitucion genética y
comportamiento  fisiolégico de dos hibridos  somaticos
alotetraploides obtenidos mediante la fusion de protoplastos de los
portainjertos anteriores.

Las conclusiones generales obtenidas son las siguientes:

1. La tetraploidia en los portainjertos citrange Carrizo y C.
macrophylla altera la composicion mineral de las hojas de la
variedad injertada ‘Valencia’ late, aumentando la concentracion
de potasio y disminuyendo la de calcio y magnesio. Esta
composicion mineral aumenta el balance de cationes
K*/Ca**+Mg** resultando mas favorable para el mantenimiento de
una nutricion adecuada en suelos alcalinos.
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En condiciones de exceso de boro en el medio, la tetraploidia del
portainjerto citrange Carrizo determina una acumulacién de B
menor en las hojas de la variedad injertada ‘Valencia’ late, por lo
que éste portainjerto (CC4x) podria utilizarse en sustitucién del
diploide (CC2x) en aquellas plantaciones citricolas establecidas
en zonas cuyo suelo este afectado o corra un alto riesgo de
afectarse por exceso de boro.

La tetraploidia de los portainjertos citrange Carrizo y C.
macrophylla determina, en naranjos ‘Valencia’ late, una altura
menor de los &rboles respecto a las correspondientes versiones
diploides, pero no modifica la eficiencia productiva ni la calidad
del fruto.

La tetraploidia en citrange Carrizo reduce en torno a un 40% el
volumen de copa en naranjos ‘Valencia’ late injertados sobre este
portainjerto, mientras que este cardcter no se modifica en en
naranjos ‘Valencia’ late injertados sobre C. macrophylla
tetraploide. La utilizacion de citrange Carrizo tetraploide como
portainjerto, reduciendo el marco de plantacion, podria contribuir
al aumento del rendimiento productivo y facilitaria el cultivo de
las plantaciones citricolas.

Las plantas de C. macrophylla tetraploides son mas tolerantes a la
toxicidad causada por la salinidad que las diploides de esta
especie por presentar una mayor capacidad para excluir la
absorcidén de cloruro (CI") y mantener su concentracién reducida
en las hojas retrasando el dafio del tejido foliar. Este efecto podria
asociarse a su menor tasa de transpiracion, que actuaria limitando
la absorcion y transporte del ién. El cierre estomatico que limita
la transpiracion reduce ademéas la asimilacién neta de CO,,
disminuyendo el crecimiento de las plantas tetraploides.

Las plantas tetraploides de citrange Carrizo son también mas
tolerantes a la salinidad que las diploides por presentar una menor
capacidad de absorcion y transporte de CI, que reduce la
acumulacion del i6n en las hojas, retrasando el dafio foliar. Este
efecto permite mantener la funcidn fotosintética menos afectada y
en consecuencia mantener activo el crecimiento de las plantas 4x.
La reducida absorcién de Cl™ parece ser principalmente debida a
los cambios en la morfologia y anatomia de las raices ocasionados
por la tetraploidia, que confieren menor conductancia hidraulica a
las raices y reducen la capacidad de absorcion de agua 'y CI".



7.

10.

11.

12.

CONCLUSIONES GENERALES

El citrange Carrizo tetraploide podria utilizarse en sustitucion del
diploide como portainjerto en plantaciones citricolas establecidas
en suelos salinos o que corran un alto riesgo de salinizacion.

Las plantas tetraploides de citrange Carrizo presentan una
capacidad reducida de absorcién y transporte de boro respecto a
las diploides, que da lugar a una concentracion menor de boro en
las hojas, reduciendo el dafio por toxicidad. Este efecto parece ser
consecuencia de las diferencias morfoldgicas e histoldgicas
identificadas en las raices.

Las raices de citrange Carrizo tetraploide tienen un numero de
ramificaciones en torno a un 65% menor que las raices decitrange
Carrizo diploides, son méas cortas y gruesas, de manera que su
longitud especifica (SRL) es alrededor de unun 42% menor.
Ademas, la region fibrosa cuenta con paredes celulares
exodérmicas mas gruesas que contienen laminas suberificadas de
mayor grosor que las diploides y la deposicién de compuestos
impermeabilizantes (suberina y/o lignina) en la endodermis
comienza a una distancia mas cercana al apice que en las raices
diploides.

La tetraploidia en citrange Carrizo y C. macrophylla no modifica
la tolerancia de las plantas a la clorosis férrica, al menos en las
condiciones experimentales expuestas.

Los hibridos somaticos SMC-58 y SMC-73 retnen los genomas
nucleares de citrange Carrizo y C. macrophylla, aunque se han
identificado pérdidas alélicas sub-cromosémicas puntuales
distribuidas a lo largo de los 9 grupos de ligamiento y que son
diferentes entre ellos. En su citoplasma, SMC-58 incorpora el
genoma mitocondrial de C. macrophylla y el genoma
cloroplastico es recombinante de citrange Carrizo y C.
macrophylla, mientras que SMC-73 tiene también el genoma
mitocondrial de C. macrophylla y el cloroplastico procede de
citrange Carrizo.

Morfol6gicamente, los HS SMC-58 y SMC-73 relnen
caracteristicas intermedias entre los parentales, son muy similares
entre si y muestran algunos caracteres propios de la tetraploidia.
Ambos han heredado de citrange Carrizo la tolerancia a las
acanaladuras en la madera causadas por CTV, presentan
tolerancia frente a la clorosis férrica similar a la de C.
macrophylla y tolerancia a la salinidad superior a la de citrange
Carrizo, por lo que resultan de gran interés para su posible
utilizacion directa como portainjertos de citricos mejor adaptados
a las necesidades de la citricultura mediterrénea.
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