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1. Introduccion general

1. INTRODUCCION GENERAL
1.1. CULTIVO DE LOS CITRICOS
1.1.1. Taxonomia y origen de los citricos

Botanicamente, las especies de interés comercial de los citricos pertenecen a la familia
Rutaceae, subfamilia Aurantoideae, division Embriophyta Siphonogama, subdivision
Angiospermae, clase Dicotyledonea, subclase Rosidae, superorden Rutanae, orden Rutales
(Swingle, 1967).

Los seis géneros que constituyen los citricos verdaderos (Citrus, Clymenia, Eremocitrus,
Fortunella, Microcitrus y Poncirus) se encuentran dentro de la subtribu Citrinae y so6lo tres de
ellos tiene importancia comercial: Poncirus (naranjo trifoliado), Fortunella (Kumquat) y Citrus
(Moore, 2001). Las especies del género Citrus son las mas importantes desde un punto de vista

agronémico (Agusti, 2003).

Los citricos son arboles de tamafio y forma variable, segun las especies. En las axilas de las
hojas presentan espinas de mayor o menor dureza. Las hojas son unifoliadas, las flores (azahar)
son muy blancas y los frutos son hesperidios de forma variable. Las semillas, sin endospermo,
presentan, en muchas de las especies, dos 0 mas embriones nucelares. Practicamente todas las
especies de Citrus son diploides, con 2n = 18 cromosomas, y con un genoma relativamente

pequetio, 382 Mpb (Arumuganathan y Earle, 1991).

Los agrios tienen su origen en Asia oriental, concretamente en la zona que abarca desde la
vertiente meridional del Himalaya hasta China meridional, Indochina, Tailandia, Malasia e
Indonesia (Davies y Albrigo, 1994). Hoy en dia, su cultivo se extiende por la mayor parte de las
regiones tropicales y subtropicales comprendidas entre los paralelos 44 °N y 41 °S (Agusti,

2003).

El cultivo de los citricos tiene una tradicion muy arraigada en la Comunidad Valenciana. Se
tienen referencias bibliograficas muy antiguas, ya Francesc Eiximenis (1340-1409), en el
Regiment de la Cosa Publica menciona la existencia de huertos de naranjas y limones. El
botanico Cavanilles a finales del siglo XVIII cita la produccion de 4,000 tahullas de naranjas de

la china que rinden mas que otra cosecha (Agusti, 2003).

Las primeras plantaciones comerciales para el consumo en fresco datan de finales del siglo
XVIII y se han ido ampliando hasta alcanzar en la actualidad una extensa superficie destinada a

su cultivo. Esto ha permitido desarrollar unas técnicas y una cultura especifica, basada en la

3-
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1. Introduccion general

optima adaptacion de este cultivo al entorno agroclimatico y en la calidad de las producciones

obtenidas (Zaragoza, 1993).
1.1.2. Importancia socioecondémica de la citricultura

Los citricos constituyen el cultivo frutal de mayor importancia econémica en el mundo. La
produccion mundial de 2007 fue de aproximadamente 103 millones de toneladas, lo que

representa la cuarta parte de toda la produccién fructicola (FAO, 2007).

En Espafia, los citricos son un cultivo frutal de gran importancia socioeconémica; con una
produccion de mas de 5,703,600 toneladas en una superficie de 330,921 ha (MARM, 2009).
Espaiia es el sexto pais productor, por detras de Brasil, China, Estados Unidos, M¢jico e India
(FAO, 2007); y el primer pais exportador de fruta fresca (MARM, 2009). Otro parametro que
pone de manifiesto la importancia de la citricultura en Espafia es el hecho de que estos 5
primeros paises tienen una superficie como minimo 4 veces superior a la espafola, por lo que el
porcentaje de produccion espafiola con respecto a la superficie del pais es bastante superior al

resto.

En la Comunidad Valenciana, el sector agrario supone el 40 % de las exportaciones en esta
actividad a nivel nacional. Entre los principales productos agricolas, en esta comunidad, destaca
el cultivo de citricos, cuya produccion supone mas del 60 % de la produccion agricola de la

comunidad y el 80 % de la produccién citricola del pais (MARM, 2009).

Dentro del conjunto de las especies citricas cultivadas, existen cuatro grandes grupos
productivos: el de las naranjas, el de las mandarinas (donde se incluyen satsumas, clementinas y
mandarinas), el de los pomelos, y el de los limones y limas. En Espaiia, el grupo mas importante
es el de las naranjas, constituyendo casi el 52 % de la produccion, seguido por el de mandarinas
con el 38 % de la produccion, el resto (poco mas del 10 %) consiste fundamentalmente en

limones y, en mucha menor medida, pomelos y limas (MARM, 2009).

Seglin las estimaciones disponibles de los cultivos citricolas en Espafia para la cosecha de esta
campaia 2009/2010 (MARM, 2009), se prevén ligeras disminuciones en naranja (9.5 %),
mandarina (8.4 %) y limén (14.2 %). Estas estimaciones ponen de manifiesto que la produccion
de citricos en la Comunidad Valenciana estd disminuyendo en estos ultimos afios, aunque

continda siendo un sector de gran importancia econéomica.
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1. Introduccion general

1.1.3. Limitaciones en la produccién de los citricos

Los citricos estan sujetos a distintos estreses abioticos, como salinidad y alcalinidad de los
suelos, heladas, sequias, altas temperaturas, etc. Ademas, son susceptibles al ataque de
numerosas plagas y enfermedades provocadas por hongos, bacterias, spiroplasmas, fitoplasmas,

virus, viroides, y otros agentes patogenos de etiologia desconocida.

Algunas enfermedades han tenido gran repercusion en la mayoria de las areas citricolas, como
es el caso de la gomosis producida por el hongo Phytophthora spp. (Timmer, 1988) o la tristeza
provocada por el virus de la tristeza de los citricos (Citrus Tristeza Virus, CTV) (Bar-Joseph y
cols., 1989). En cambio, existen otras enfermedades restringidas a zonas concretas de la
geografia, como el Huanglongbing (antes denominado greening), enfermedad producida por las
bacterias Liberobacter asiaticum y L. Africanum (Garnier y Bové, 1993), que esta devastando la

citricultura en areas del sudeste asiatico y Sudafrica.

La aparicion de determinadas enfermedades ha obligado a realizar cambios importantes en la
citricultura, fundamentalmente la sustitucion de los patrones por otros tolerantes a la
enfermedad. En el caso de la gomosis, que aparecidé durante la segunda mitad del siglo XIX
(Bou, 1879 citado en Agusti, 2003), y tuvo efectos dramaticos, estuvo a punto de causar la
desaparicion del cultivo, s6lo cuando se sustituyeron los patrones utilizados por naranjo amargo
(Citrus aurantium L.), se consiguié controlar la enfermedad (Giner, 1893; Rullan, 1896). La
aparicion de la tristeza de los citricos obligd a la utilizacion de patrones tolerantes,
fundamentalmente mandarino Cleopatra, y los citranges Troyer y Carrizo (Forner, 1985), a la
vez que se renovaron las técnicas de cultivo (Zaragoza, 1993). Actualmente los citranges son los
patrones mas utilizados en la citricultura espafiola puesto que ademas de ser tolerantes al CTV,

influyen favorablemente en la calidad de la fruta de la variedad injertada.
1.1.4. Patrones empleados en la citricultura espafiola

En la actualidad, los citricos se cultivan injertando la variedad deseada sobre un patrén (también
llamado pie o portainjertos). La respuesta de los arboles depende del comportamiento individual
de cada una de las partes, asi como de las posibles interacciones injerto/patron que se puedan

producir.

El uso de patrones en el cultivo citricola, ademas de por las razones explicadas en el punto
anterior, se justifica por el hecho de que confieren otras ventajas, como puede ser (i) una mayor
precocidad en la produccion, (ii) mayor uniformidad de la plantacion, (iii) cierto control sobre la
calidad y cantidad de la cosecha para una misma variedad y (iv) adaptacion a problemas fisico-
quimicos del suelo (como pueden ser la salinidad, asfixia radicular, sequia).

-5-
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El patron aporta el sistema radicular y confiere a la planta resultante una serie de caracteristicas
de tolerancia, vigor y calidad de la fruta. La eleccion del patron adecuado es trascendental para
obtener el mejor rendimiento posible y una mayor supervivencia ante determinados
condicionantes tanto bidticos como abiodticos. Hoy en dia, podemos encontrar cualquier
combinacion variedad/patron en los viveros de citricos autorizados, aunque existen algunas

combinaciones que resultan incompatibles (Forner-Giner, 2002).

A continuacion se describen, de forma breve, las principales caracteristicas agronomicas de

algunos de los patrones mas utilizados en la citricultura espafiola:

Citrange Carrizo

Se denomina citranges, a los hibridos intergenéricos de naranjo dulce y naranjo trifoliado
[(Citrus sinensis (L.) Osb.) x (Poncirus trifoliata (L.) Raf.)]. El citrange Carrizo es uno de los
primeros patrones tolerantes al CTV que se introdujo en Espafia. Se considera resistente a
Phytophthora spp. (Alvarez y cols., 2008) a la asfixia radicular (Arbona y cols., 2009a), a
elevados porcentajes de caliza activa en el suelo (Pons y cols., 1998) y a nematodos (Maafi y
Damadzadeh, 2008). Los citranges son sensibles a la salinidad por lo que no se deben utilizar
cuando la concentracion de cloruros en el agua de riego se encuentre por encima de los 350 mg

L' (Gémez-Cadenas y cols., 2001a).

Tiene buena influencia sobre la variedad injertada, contribuyendo a una rapida entrada en
produccion y confiere buena calidad a la fruta, adelantando la maduracion con respecto a otros

patrones, como el naranjo amargo.

No presenta incompatibilidades con la mayoria de las variedades de naranjo injertadas sobre él,
mientras que, con algunas variedades de mandarina puede formar mirifiaque (Castle y cols.,
1993). Por otra parte, la combinaciéon mandarina satsuma y citrange produce plantas que ven

reducida su vida considerablemente (Castle y cols., 1993).

Mandarino Cleopatra

Mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) es tolerante a tristeza, exocortis, psoriasis y
xiloporosis, también tolera la clorosis férrica y es muy resistente a la salinidad, por lo que se
utiliza en zonas con elevados contenidos de cal o problemas de salinidad (Amords, 2003).
Tolera suelos con concentraciones de cloruros de hasta 875 mg L™ (Lépez-Climent y cols.,
2008) y con un contenido en caliza activa del 13 % o con un 40 % de carbonato calcico total

(Agusti, 2003).
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El vigor que induce sobre la variedad injertada es menor que otros patrones y aunque se obtiene
fruta de mucha calidad, el calibre es menor y la piel mas fina. No se ha observado

incompatibilidad con ninguna variedad comercial (Castle y cols., 1993).

Citrumelo CPB 4475

Los citrumelos son hibridos interespecificos de pomelo y naranjo trifloliado [(Citrus paradisi
(L.) Macf. cv Duncan) x (Poncirus trifoliata (L.) Raf.)]. El citrumelo CPB 4475, mas conocido
como citrumelo Swingle, es tolerante a la tristeza, la exocortis, la psoriasis y la xyloporosis, es
resistente al ataque de Phytophthora spp. y también a los nematodos (Agusti, 2003). Es menos
tolerante a la salinidad (Lopez-Climent y cols., 2008) y a la asfixia radicular (Arbona y cols.,
2009a) que los citranges. Es muy sensible a la cal activa, que le provoca una fuerte clorosis
férrica, por lo que no se debe plantar en tierras con porcentajes de caliza activa superiores al 1

% (Agusti, 2003).

Por lo demas, es un magnifico patrén, con buen vigor y que induce elevada productividad y
rédpida entrada en produccion, asi como excelente calidad de frutos, aunque retrasa la
maduracion. Presenta incompatibilidad con la variedad de limonero Eureka y con diversas

variedades de naranjos y mandarinos (Castle y cols., 1993).
1.1.5. Cultivo y caracteristicas de las limas

La lima (Citrus aurantifolia Swingle) es originaria de Birmania, Malasia y las islas de
Indonesia, de este area paso a la India y desde alli fue llevada a las zonas del Mediterraneo
durante la Edad Media (Leal y cols., 1984). Es la especie del género Citrus que necesita mayor
cantidad de energia caldrica para desarrollar y producir frutos de buena calidad (Agusti, 2003),
por lo que su cultivo esta restringido a zonas de clima templado, requiere una humedad relativa
bastante alta y temperaturas elevadas que apenas acusen heladas. Actualmente se cultiva en
todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo, sobre todo en Italia, Espafia, Portugal y

Estados Unidos (FAO, 2007).

Las diferentes variedades de lima se retinen en dos grupos: limas acidas y limas dulces. Solo las
limas dulces tienen interés comercial (Agusti, 2003). Las limas acidas se subdividen en dos
grupos (Agusti, 2003; Morin, 1967): lima mejicana o Key (Citrus aurantifolia (Christm.)
Swingle; limas acidas pequefias) y lima Tahiti, Persa o Bearss (Citrus latifolia L.; limas acidas

grandes).

La lima mejicana recibe también los nombres de limén criollo, limén gallego, limén sutil, limén

ceuti, West Indian lime y Key lime. Son arboles muy vigorosos, de pequefio tamafio, con

27-
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muchas espinas axilares, cortas y duras. La lima mejicana es muy productiva, de frutos
pequetios, redondeados, de corteza lisa y fina, de color amarillo verdoso, con semillas, muy

jugosa y acida.

Se trata de una especie sensible a la salinidad de los suelos, prefiriendo para su correcto
desarrollo los suelos pedregosos, poco profundos y con poca materia organica. Es una planta
muy sensible al CTV (Roistacher, 1991) por lo que se utiliza como indicador biolégico para
diagnosticar la presencia de este virus, dada la especificidad de reaccion, la facil multiplicacion

y su crecimiento rapido (Moreno y cols., 2008).

1.1.6. Mejora genética de los citricos

Algunas de las limitaciones del cultivo de citricos descritas anteriormente hacen necesario el
establecimiento de programas de mejora genética, para obtener nuevos genotipos mas
resistentes a estreses tanto bidticos como abidticos, y que proporcionen fruta de mayor calidad.
Por ello, desde finales del siglo pasado, se han puesto en marcha diversos programas de mejora
genética en varios paises (Grandbastien, 1998; Soost y Cameron, 1975). Sin embargo, la mejora
genética de plantas lefiosas, es un proceso muy lento, por lo que es ahora cuando se empiezan a
obtener los primeros resultados. A pesar de la gran variabilidad genética de los citricos y al
numero de hibridos obtenidos (Herrero y cols., 1996), los resultados de la mejora han sido muy

limitados.

% Respecto a los patrones, tan solo los citranges Troyer y Carrizo, obtenidos en 1909
mediante cruzamiento (Savage y Gardner, 1965) y citrumelo CPB 4475, han sido muy
utilizados en algunas areas citricolas de Espafia o EEUU. Mientras que una amplia

mayoria, son especies de citricos naturales no mejorados.

5

S

En cuanto a las variedades, la situacion es muy similar, ya que ninguna variedad
obtenida a través de la mejora genética convencional ha tenido un uso significativo. La
mayoria de las variedades cultivadas proceden de la seleccion de mutaciones

espontaneas, que se producen con relativa frecuencia en los citricos (Hodgson, 1967).

Los escasos resultados de los programas de mejora tradicional descritos anteriormente, son
consecuencia de varios factores relacionados con la biologia reproductiva de los citricos (Rico,

2005):

J

* La mayoria de los genotipos son apomicticos, sus semillas producen embriones

nucelares que limitan el desarrollo de los embriones zigoticos, dificultando asi la
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obtencion de progenies segregantes de tamafio suficiente para la seleccion de los

caracteres deseados (Papadakis y cols., 2009).

% Algunos genotipos tienen una esterilidad total o parcial del polen y/o de los 6vulos que
limita su utilizaciéon como parentales en los programas de cruzamiento, ademas de los

frecuentes casos de inter y autoincompatibilidad sexual (Janick, 2004).

7
0.0

Los citricos presentan un largo periodo juvenil y necesitan, en algunos genotipos, hasta
ocho afios para producir los primeros frutos, lo que implica un retraso excesivo para la

evaluacion de los caracteres del fruto en la progenie (Frost y Soots, 1968).

% La mayoria de las especies tienen un elevado nivel de heterozigosis que dificulta la
obtencion de descendientes con los caracteres deseados (Federici y cols., 1998; Herrero

y cols., 1996; Ollitrault y Faure, 1992).

¢ Se desconoce el modo de herencia de la mayoria de los caracteres de interés en los
citricos, lo que dificulta la seleccion de los genotipos mas adecuados para los programas

de mejora (Bretd y cols., 2001).

+ Solo recientemente, el desarrollo de técnicas moleculares ha permitido realizar mapas
de ligamiento del genoma de citricos (Rios y cols., 2008; Roose y Williams, 2007; Ruiz
y Asins, 2003). Hasta el momento, se han encontrado algunos marcadores moleculares
asociados a los caracteres de interés agronomico que podrian ayudar en la seleccion

precoz de la progenie (Deng y Gmitter, 2003).

Las nuevas aproximaciones biotecnologicas, entre las que se encuentran la fusion de
protoplastos y la transformacion genética, permiten paliar parte de los problemas de la mejora
tradicional (Gilchrist y Haughn, 2010; Gimeno y cols., 2009; Papadakis y cols., 2009). Para
poder aplicar eficientemente estas técnicas, encaminadas a la obtencion de genotipos de citricos
que incorporen los caracteres deseados, es necesario tener un mayor conocimiento sobre

aspectos relacionados con la fisiologia de este cultivo.

1.2. ESTRES EN PLANTAS

1.2.1. Concepto de estrés en fisiologia vegetal

El concepto de estrés proviene de la fisica, es la fuerza que actia sobre un cuerpo. El cuerpo
responde con una reaccion proporcional a la fuerza con la que se ha actuado sobre él. La
reaccion de respuesta es una tension. En biologia el estrés seria un factor externo que afecta

negativamente a un organismo. Por lo tanto, la definicion biofisica de estrés involucra una

9.
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fuerza ejercida sobre un objeto en relacion con el area sobre la cual se aplica (es decir, posee un
significado equivalente al de presion). Teniendo en cuenta estos conceptos, el término estrés en
el marco de la fisiologia vegetal refleja la magnitud de presion ambiental que fuerza al cambio
en la fisiologia de una planta (Nilsen y Orcutt, 1996). Levitt (1980) defini6 el estrés como:

cualquier factor ambiental potencialmente desfavorable para los organismos vivos.

A menudo es dificil distinguir entre aquellas respuestas que repercuten negativamente en la
planta y aquellas que poseen un efecto beneficioso. Nilsen y Orcutt (1996) sefialan que algunos
factores pueden tener ambos efectos simultaneamente. Por ejemplo, la marchitez producida por
el déficit hidrico, si bien tiene un efecto negativo en la tasa de asimilacion de CO,, también
puede ser positiva para la planta, ya que colabora en la menor absorcion de energia luminica al

cambiar el angulo de exposicion, evitando el dafio permanente en la hoja por altas temperaturas.

El término estrés utilizado en fisiologia vegetal tiene diferentes definiciones. En esta Memoria
se tiene en cuenta la que define el estrés como cualquier factor ambiental bidtico o abiodtico que
reduce la tasa de algin proceso fisioldgico (por ejemplo, crecimiento o fotosintesis) por debajo

de la tasa maxima que podria alcanzar (Lambers y cols., 1998).
1.2.2. Tipos de estrés

Existen variadas clasificaciones de los factores de estrés. En general, estos pueden ser

clasificados como estreses bidticos y estreses abioticos (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Los estreses bidticos son causados por la accién de otros seres vivos: animales, otras plantas
(por competencia, alelopatia, etc.), microorganismos (bacterias, hongos), y otros agentes

fitopatégenos como los virus y viroides.

Los estreses abioticos, dependiendo del agente causal, pueden dividirse en fisicos y quimicos.
Entre los factores fisicos (en realidad, fisico-quimicos) se pueden mencionar el estrés por déficit
o0 exceso de agua, temperaturas extremas (calor, frio, congelacion), salinidad (en su componente
osmotico) y radiacion UV. Entre los factores quimicos destacan la contaminacion atmosférica
por metales pesados, toxinas, salinidad (en su componente idnico o tdxico) y carencia de

elementos minerales.
1.2.3. Importancia del estudio del estrés en plantas

Existen numerosas razones para estudiar la fisiologia de las plantas bajo condiciones de estrés,
las mas importantes, segiin Tambussi (2004) son: (i) el conocimiento de los factores de estrés en
los vegetales puede resultar crucial para la elaboracion de modelos mecanisticos de naturaleza
predictiva (por ejemplo, el estudio de los posibles efectos del cambio climatico); (ii) desde una

-10-
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perspectiva ecofisiologica, el analisis de la interaccion de las plantas con los factores
ambientales es fundamental para comprender la distribucion de las especies en los diferentes
ecosistemas; y (iii) el rendimiento de los cultivos esta fuertemente limitado por el impacto de

estreses ambientales (Nilsen y Orcutt, 1996).

Por otra parte, es crucial comprender los procesos fisiologicos subyacentes en la tolerancia de
los cultivos al estrés a la hora de establecer programas de mejora genética, tanto desde abordajes

tradicionales como biotecnoldgicos (Ali Dib y cols., 1990).
1.2.4. Fases de respuesta de las plantas al estrés

Los ciclos estrés/respuesta son situaciones que se dan de forma rutinaria a lo largo de la vida de
las plantas. El concepto de estrés en si mismo es relativo, ya que una determinada situacion
medioambiental puede resultar estresante para una especie y no para otras (Azcon-Bieto y

Talén, 2008).

En una escala temporal, la respuesta de las plantas al estrés puede dividirse en tres fases

(Lambers y cols., 1998):

7

+ Fase de alarma: es el efecto inmediato, en general de caracter perjudicial. Ocurre en una
escala de segundos a dias. Cuando se presenta el estrés, las plantas reaccionan
ralentizando o deteniendo sus funciones fisiologicas basicas, reduciendo su vigor. Esta
reaccion esta relacionada con la activacion de los mecanismos de los que dispone para
hacer frente al estrés. Las plantas que no poseen mecanismos adecuados de defensa o de
respuesta frente al estrés experimentan dafios irreversibles y mueren. El desenlace es el
mismo cuando la situacion de estrés es muy intensa y supera la capacidad de respuesta

de la planta.

7
0’0

Aclimatacion (Endurecimiento o Acomodacion): es el ajuste morfologico y fisioldgico
realizado por la planta (como individuo) para compensar el peor funcionamiento de la
misma después de la exposicion al estrés. Ocurre en una escala de dias a semanas. La
activacion de los mecanismos defensivos o de respuesta conduce a la acomodacion del
metabolismo celular a las nuevas condiciones, a la activacion de los procesos de
reparacion de la maquinaria celular dafiada y a la expresion de las adaptaciones

morfologicas.

¢ Adaptacion: es la respuesta evolutiva que resulta de cambios genéticos en las
poblaciones, conduciendo a una compensacion morfolégica y fisioldgica. Ocurre en una

escala temporal mucho mayor que la aclimatacion, y tras muchas generaciones.

-11-
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La manifestacion de las respuestas de las plantas frente a unas condiciones ambientales adversas
implica la puesta en marcha de una secuencia compleja de acciones (Azcon-Bieto y Talon,
2008): en primer lugar se produce la percepcion por la planta del estimulo estresante, seguida
del procesamiento de la senal de estrés percibida, que implica tanto su amplificacion como su
integracion en la ruta o rutas de transmision de la informacion, y finalmente tiene lugar la

regulacion de la expresion génica.

El estimulo externo de peligro debe transformarse en una sefial interna, de naturaleza fisica o
quimica. Después, esta sefial debe transmitirse a través de cascadas o rutas de transmision de la
sefial hasta el nucleo de las células, donde se producen los cambios en la expresion génica
necesarios para hacer frente al estrés. La percepcion del estrés por la planta continua siendo el
aspecto menos conocido de esta secuencia de acciones. Los cambios en la turgencia celular
podrian intervenir en el sistema sensor del estrés osmoético, mientras que los elicitores, entre los
que se encuentran las proteinas de transferencia de lipidos y cerebrésidos secretados por algunas
especies de hongos, activarian la deteccion por las plantas de los organismos patdégenos (Azcon-

Bieto y Talon, 2008).

Las condiciones adversas inducen cambios transitorios en los niveles de determinados iones
(calcio) y moléculas (lipidos, especies reactivas de oxigeno, especies antioxidantes, 6xido
nitrico) que advierten a la célula de que ha sido detectada una sefial de estrés. Las hormonas
realizan una importante funcion en las rutas de transmision intracelular de la sefial de estrés. El
acido abscisico participa de forma activa en la sefializacion de muchas de las respuestas al estrés
abidtico (Toumi y cols., 2010). Se ha descrito también que otras hormonas, como el etileno, el
acido salicilico y el acido jasmonico, estan implicados en la transmision de la sefial de infeccion
por patdogenos (Dempsey y cols., 1999; Dong, 1998; Jameson y Clarke, 2002; Vlot y cols.,
2009).

1.2.5. Mecanismos generales de respuesta al estrés

La respuesta al estrés puede ser de muchos tipos, algunos de ellos especificos de un cierto

estrés, mientras que otros son mas generales (Azcon-Bieto y Talon, 2008):

¢ Los cambios en la actividad hormonal. Ademas de participar en la percepcion de la
sefial, la modificacion de los niveles hormonales puede incrementar la resistencia al

estrés.

+ Las alteraciones en el desarrollo de las plantas. Normalmente se aprecia un menor
desarrollo vegetativo, asi como una reduccion del numero de estructuras reproductivas
que aceleran su desarrollo para asegurar la siguiente generacion.

-12-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




1. Introduccion general

% Lamuerte celular y la abscision de los tejidos dafiados que elimina el foco de infeccion

en estrés bidtico, disminuye la superficie de transpiracion y permite reciclar nutrientes.

% La sintesis de nuevas proteinas, como la ubiquitina y las proteasas implicadas en la
degradacion de las dafadas, y las proteinas de choque térmico, inducidas no soélo frente
a temperaturas extremas, que actuan como chaperonas, plegando proteinas
desnaturalizadas por el estrés y previniendo la formacion de agregados proteicos

irreversibles.

7
0.0

El aumento o la disminucion en la actividad de rutas alternativas de disipacion y

obtencion de energia, como la fermentativa.

¢ La sintesis y acumulacion de compuestos osmoprotectores que actuan restaurando el
potencial hidrico o bien como protectores de la estructura de membranas y

macromoléculas.
+ La sintesis de metabolitos secundarios protectores, como los fenilpropanoides.
1.3. ESTRES ABIOTICO EN PLANTAS

El crecimiento vegetal, asi como el desarrollo, el aumento de biomasa y la productividad
dependen, en ultimo lugar, de la capacidad del metabolismo y la fisiologia vegetal para

adaptarse y aclimatarse a las condiciones ambientales en cambio constante.

Las condiciones ambientales son percibidas por los distintos o6rganos de la planta, y esta
informacién se transmite internamente mediante la modulacion de la sintesis de sefiales,
fundamentalmente hormonas, que activan las respuestas de desarrollo y crecimiento vegetativo
(Talén y cols., 1991; Zeevaart y cols., 1993). Las respuestas de la planta dependen del genotipo
y del estado de desarrollo de la misma en el momento del estrés, de la duracion y la severidad
del mismo y de los factores ambientales que lo provoquen. Una vez activadas estas respuestas,
el crecimiento propiamente dicho, se vera limitado por el aporte de nutrientes, elementos
minerales y carbohidratos (Gillapsy y cols., 1993). La planta es capaz de, si las condiciones
ambientales se vuelven desfavorables, reprimir las respuestas de crecimiento (incluso después
de haberse iniciado el periodo de desarrollo) y desencadenar mecanismos de proteccion y
defensa que abortan el desarrollo y aseguran la supervivencia de la planta bajo condiciones

ambientales adversas.

Hay diversas condiciones medioambientales adversas que pueden provocar estrés en la planta
(Mano, 2002): la sequia, la salinizaciéon del suelo y/o del agua de riego, las temperaturas
extremas, el viento fuerte, el encharcamiento del suelo, etc.

-13-
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1.3.1. Estrés salino

La atmosfera provoca la disolucion de las sales minerales presentes en las rocas, sedimentos y
suelos. Atendiendo al origen de las sales presentes en el substrato se distinguen dos tipos de
salinizacion. La salinizacion primaria es aquella derivada de la acumulacion de sales de origen
mineral en el lecho oceanico, en los suelos salinos, en las aguas subterraneas, etc. (Tanji, 2002).
Mientras que la salinizacion secundaria se produce cuando las sales proceden del agua de riego,
de residuos del abonado, de fertilizantes quimicos y de la aplicaciéon de lodos de depuradora

(Tanji, 2002).

La salinizacién secundaria se produce directamente por la acciéon del ser humano. Esta
salinizacion va asociada a la evolucion de la agricultura, tanto a nivel de las técnicas de
irrigaciéon como a los cambios en el uso y distribucion del agua. Se produce debido a una
aportacion de agua insuficiente que impide una adecuada lixiviacion de las sales del suelo
(Pitman y L&uchli, 2002). Dentro del area mediterrdnea este fendémeno es un grave problema
que pone en peligro la economia agricola. La masiva urbanizacidon de las zonas costeras obliga a
la sobreexplotacion de pozos, lo que provoca un desajuste en el equilibrio de agua dulce-salada

y se producen intrusiones marinas que hacen inadecuada el agua para el riego.

El efecto de las sales sobre la fisiologia de las plantas presenta una doble vertiente, un efecto
osmotico y otro ionico (Munns, 2002). La acumulacion de sales en la zona radicular provoca el
descenso del potencial hidrico del suelo y dificulta la absorcion de agua y nutrientes; pero la
planta, a través de diferentes mecanismos, consigue restablecer el balance osmotico. Es en este
punto cuando la absorcion de las sales y su incorporacion a los tejidos llevan a la aparicion del
efecto ionico que provocara diferentes dafos en la planta dependiendo, por una parte de la

sensibilidad del genotipo a las sales y, por otra, de la especie i6nica implicada (Munns, 2002).
1.3.2. Mecanismos de tolerancia frente al estrés salino

Para combatir las condiciones de salinidad, las plantas han desarrollado diferentes mecanismos

y estrategias que se pueden clasificar en (Breckle, 2002):

7

% Mecanismos para evitar el estrés salino: (i) crecimiento limitado a las épocas
favorables; (ii) eleccion de los lugares mas favorables para el crecimiento y (iii)

limitacion del crecimiento radical y la absorcion en horizontes concretos del suelo.

% Procesos de evasion y adaptacion: (i) absorcion selectiva de los iones Na' y CI; (ii)
compartimentacion de las sales en la planta, en determinados tejidos o células: el

parénquima xilematico, las raices o la parte aérea; (iii) sintesis de solutos organicos; (iv)
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translocacion de las sales a las raices y secrecion al exterior; (V) almacenaje en los
organos senescentes y (Vi) secrecion a través de estructuras similares a glandulas, en la

parte aérea.

% Mecanismos de tolerancia: (i) incremento de la tolerancia de los tejidos, de las células o
de los organulos celulares y (ii) aumento de la halo-suculencia, mediante el incremento
de la suculencia foliar o el aumento de la suculencia del brote y disminucion del nimero

de hojas.

Estas estrategias implican la accion de diferentes mecanismos (transporte de solutos
compatibles, sefializacion de procesos en desarrollo, etc.) que intervienen para conseguir que la
planta crezca, se desarrolle y llegue a producir en condiciones de elevada salinidad. Las especies

vegetales que disponen de esos mecanismos son las especies tolerantes (Breckle, 2002).

Actualmente, en las areas afectadas por la salinizacion se usan especies tolerantes y se aplican
técnicas de cultivo especificas dirigidas a la reduccion de los efectos de la salinidad sobre la
produccion. Hay muchas estrategias para combatir la salinidad: uso de agua de mayor calidad
(menos salada) mientras se asienta el cultivo, uso de patrones tolerantes, etc. La aproximacion
que ha dado mejores resultados es la implantacion de sistemas de riego localizado, que permiten

un mejor aprovechamiento del agua (Goyal y cols., 1999; Shennan y cols., 1995).
1.3.3. Estrés hidrico

Los principales componentes del potencial hidrico (V) son el potencial osmético (¥s), el
potencial de turgencia (Wt) y el potencial matricial (Ym). El potencial osmoético se debe a la
presencia de sustancias disueltas, el potencial de turgencia es el que aparece debido a la
presencia de la pared celular y el potencial matricial es el debido a la fuerza de adsorcion que
ejercen las paredes de los conductos sobre las moléculas de agua circulante. La relacion entre el
potencial hidrico, potencial osmético, potencial de turgencia y potencial matricial se expresa

como: ¥ =%¥s + ¥t + ¥m.

Cuando las plantas se encuentran en condiciones de estrés hidrico y pierden agua, su ¥
disminuye. Esto ocurre normalmente de forma simultanea a una disminucion del potencial de
turgencia y a una disminucion del potencial osmotico, al implicar la pérdida de agua una mayor
concentracion de solutos. Sin embargo en las plantas que poseen ajuste osmotico, la bajada del
Y no implica necesariamente una pérdida de turgencia ya que estas plantas son capaces de
acumular de forma activa sustancias osmoticas que disminuyen el Ws, al menos temporalmente,
evitando la pérdida de turgencia y en consecuencia permitiendo el desarrollo normal de la

fisiologia celular.
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Desde el punto de vista agricola, las posibles soluciones frente al estrés hidrico pasan por la
modernizacion de los sistemas de regadio y por la utilizacion de cultivos con pocas necesidades
hidricas. Por ello, numerosos proyectos de investigacion a nivel mundial estan orientados a la
obtencion de variedades que sean capaces de resistir mejor las condiciones adversas de falta de

agua (Parry y cols., 2005).
1.3.4. Mecanismos de tolerancia frente al estrés hidrico

La resistencia a la sequia de un cultivo hace referencia a su capacidad para crecer
satisfactoriamente en zonas con déficit hidrico. Las modificaciones que tienen lugar en la
estructura y funcion de las plantas para aumentar la probabilidad de sobrevivir y reproducirse en

un ambiente determinado se llama adaptacion.

No todos los mecanismos relacionados con la tolerancia a la sequia estan exentos de costes
metabolicos para la planta. Turner (1986), estudio la influencia de los mecanismos adaptativos
sobre la productividad del cultivo, comprobando que s6lo aquellos mecanismos que favorecen
el escape a la sequia, el mantenimiento de la entrada de agua y el mantenimiento de la presion

de turgencia, no reducen la fotosintesis, el crecimiento y el rendimiento del cultivo.

Se distinguen tres mecanismos de adaptacion de las plantas a la sequia (Blum, 1988; Ceccarelli,

1989):

% Mecanismos de escape de la sequia: capacidad de las plantas para completar su ciclo de
vida antes de que el déficit hidrico sea mas severo. En cultivos plurianuales, mediante la

seleccion de precocidad.

% Mecanismos de aplazamiento o evitacion de la deshidratacion: capacidad de las plantas
para mantener un potencial hidrico relativamente alto en condiciones de estrés hidrico,

atmosférico o del suelo, mediante el cierre estomatico y el ajuste osmotico.

7
0.0

Mecanismos de tolerancia a la deshidratacion: (i) capacidad de las plantas para reducir
la actividad quimica del agua; (ii) concentrar solutos y macromoléculas y (iii) producir

modificaciones en las membranas celulares.
1.4. ESTRES BIOTICO EN PLANTAS
1.4.1. Agentes causales del estrés biotico

Como se describe en el Apartado 1.2.2 de esta Memoria, el estrés bidtico esta causado por la

accion de otros seres vivos, entre los que cabe destacar:
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®

¢ Bacterias, hongos, virus y nematodos: Para franquear las defensas de los vegetales,
algunos patdgenos utilizan los estomas u otros érganos de comunicacion natural entre la
planta y el medio, mientras que otros utilizan presiéon mecanica o segregan enzimas
especificas para romper los tejidos de la planta. Sin embargo, la mayor parte de los

patdgenos invaden tejidos enfermos o previamente danados (Fraser, 1987).

7
0.0

Plantas: La proximidad espacial se ha considerado tradicionalmente como sinénimo de
competencia entre plantas por los recursos limitantes para su desarrollo, que son
basicamente la luz, el agua y los nutrientes (Bertness y Callaway, 1994). Las estrategias
que utilizan las plantas para asegurarse el acceso a dichos recursos son crecimiento
rapido en longitud (competicion), la secrecion de sustancias toxicas para otras plantas

(alelopatia) o el parasitismo (Weston, 1996).

¢ Insectos: Los insectos pueden utilizar a las plantas como alimento. En general, hay dos
categorias de insectos herbivoros: (i) insectos chupadores: ademas de los dafios directos
que provocan son capaces de transmitir virus depositandolos directamente en el tejido
vascular, lo que permite su rapida distribucion por la planta y (ii) insectos masticadores:
raramente transmiten virus, pero dejan el tejido vegetal dafiado y expuesto a ataques de

hongos y bacterias necrotrofos.

% Grandes y pequefios vertebrados: Los efectos que causa el herbivorismo sobre una
planta dependen de la magnitud del dafio, del momento de desarrollo de la planta y de la
propia respuesta de ésta (Charco, 2002). Ademéas del dafio causado al tejido de los

vegetales, estos animales actuan como vectores de microorganismos.
1.4.2. Mecanismos de defensa de las plantas contra agentes patdgenos

Las plantas estan expuestas a un gran numero de patégenos, sin embargo, a pesar de ser sésiles
y de carecer de un sistema inmune, la muerte de las plantas por enfermedad es una situaciéon
excepcional (Whenham y cols., 1986). Ello hace pensar que han desarrollado sistemas de
defensa altamente efectivos para detener o contrarrestar la infeccion. Estos mecanismos son de

dos tipos: constitutivos e inducidos por la presencia del patdogeno.

Los mecanismos de defensa constitutivos actian deteniendo la entrada de los patdégenos en los
tejidos de la planta. Funcionan de forma constante, utilizando estrategias quimicas o
estructurales. Las primeras consisten en la produccion por parte de la planta de gran diversidad
de sustancias toxicas para los organismos patogenos. Ejemplos de éstas son alcaloides, fenoles y
polifenoles, aceites esenciales y terpenos en general. Las barreras estructurales consisten en la
produccién de una cubierta protectora (cuticula) en la superficie de todos los tejidos (Carver y
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cols., 1994; Mauch-Mani y Slusarenko, 1996; Morschbacher y cols., 1990).

Si a pesar de estas barreras el patdogeno entra en la planta, ésta puede activar mecanismos de
defensa con el fin de detener la infeccidn, son los llamados mecanismos de defensa inducidos
por patdégeno. Es una reaccion mas severa a nivel local, en el tejido que esta directamente en
contacto con el patdgeno, y mas suave a nivel sistémico, en los tejidos no infectados. Este tipo
de reaccion permite potenciar las barreras, tanto quimicas como estructurales, que los tejidos

vegetales tienen de forma constitutiva (Heath, 2000).
1.4.3. Patogenos de plantas: virus

Existe un gran namero de virus que infectan plantas. Las enfermedades virales son, después de
las enfermedades fungicas, las fitopatologias con mayor repercusion econdémica, en las especies

cultivadas.

Durante la infeccion se desencadenan numerosos procesos de interaccion entre el virus y la
planta. Esta interaccidon planta-virus es extremadamente compleja. En los ultimos afios se han
esclarecido, aunque solo parcialmente, los mecanismos asociados con la acumulacion y el
movimiento viral en la planta, asi como las estrategias que ésta utiliza para defenderse de la

infeccion (Gilbertson y Lucas, 1996).

Se establece una interaccion compatible entre la planta y el virus (Hammond-Kosack y Jones,
1997) cuando el patégeno logra infectar practicamente todos los tejidos de la planta. Esto puede
ocurrir si las condiciones ambientales son favorables, si las defensas constitutivas de la planta
son inadecuadas o la planta no detecta al patdgeno, lo que provoca que las respuestas de defensa
inducibles sean inefectivas. Por el contrario, si la planta detecta rapidamente la particula viral,
se establece una interaccion incompatible y desfavorable para el virus. En estas condiciones, no
hay una infeccion generalizada y se produce el fendmeno de resistencia conocido como
respuesta hipersensible que limita la replicacion y el movimiento del virus. La respuesta
hipersensible o respuesta primaria, es una reaccion local y se caracteriza porque provoca una
muerte celular programada en el sitio de la infeccion (Heath, 2000; Shirasu y Shulze-Lefert,
2003). Ademas, durante el desarrollo de la reaccion se producen especies quimicas oxidantes
(Lamb y Dixon, 1997), se sintetiza callosa y lignina, aumentan los niveles de acido salicilico
(Malamy y cols., 1990) y se producen proteinas relacionadas con la patogénesis (Conejero y
Semancik, 1977; Semancik y cols., 1977). La respuesta secundaria es inducida por moléculas
sefalizadoras y finalmente se desencadena la resistencia sistémica adquirida inducida
hormonalmente. Esta ultima se produce en puntos alejados del punto de entrada del patégeno y

previene a la planta de infecciones secundarias (Hutcheson, 1998; Shah, 2009).
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Mas recientemente se ha descrito un tipo de defensa que aparentemente difiere de la respuesta
hipersensible y que consiste en la degradacion especifica del RNA viral en el citoplasma de la
célula infectada mediante lo que se conoce en plantas como silenciamiento génico
postranscripcional y que en este caso recibe el nombre de silenciamiento génico inducido por

virus (Baulcombe, 2000; Carrington, 2000).

Después de evadir inicialmente los mecanismos de defensa del huésped y conseguir replicarse,
el virus ha de moverse a otras partes de la planta (Mahajan y cols., 1996). El movimiento del
virus en la planta viene dirigido por una o varias proteinas codificadas en el genoma, conocidas
como proteinas de movimiento. A pesar de la ausencia de similaridad de secuencia y nimero de
éstas, todas ellas presentan caracteristicas funcionales comunes (Radhakrishnan y cols., 2008).
La mayoria son capaces de unirse a acidos nucleicos, asi como de interaccionar con los
plasmodesmos celulares y en algunos casos, actuar aumentando el tamafio de exclusion de los
mismos (Girish y Usha, 2005). Una caracteristica interesante de estas proteinas es su capacidad
para beneficiarse del sistema celular de transporte de macromoléculas para desarrollar su

funcion de movimiento (Gilbertson y Lucas, 1996).

Ademas de su papel estructural, se han descrito diversas funciones para las proteinas de la
capsida o proteinas de cubierta virales. Estan implicadas en muchos de los procesos del ciclo
viral, entre los que cabe destacar su participacion en: (i) replicacion viral (Malik y cols., 2005);
(i1) movimiento (Rao y Cooper, 2006); (iii) determinacién del hospedador, sintomatologia o
modo de transmision (Soto y cols., 2005) y (iv) supresion del silenciamiento génico

postranscripcional (Yaegashi y cols., 2007).

En la actualidad, existen varios frentes de investigacion abiertos, estrechamente interconectados,
entre los que cabe destacar el estudio de los mecanismos que desencadenan el silenciamiento

génico postranscripcional, la replicacion y el movimiento viral.
1.4.4. Clasificacion taxonomica de los virus fitopatégenos

Seglin los criterios del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Internacional Comittee on
Taxonomy of Viruses, ICTV), los virus de plantas se clasifican en 20 familias y 88 géneros

(Fauquet y cols., 2005).

La familia Closteriviridae engloba un grupo heterogéneo de virus fitopatogenos con RNA de
gran tamafio, cadena sencilla y sentido positivo. Su rango de hospedadores es amplio y son
transmitidos de forma semipersistente por insectos pertenecientes a tres familias de homopteros:
Aleyrodidae (moscas blancas), Apphididae (pulgones) y Coccidae (cochinillas) (Martelli y cols.,

2000). Comprende los siguientes géneros:
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% Género Closterovirus. Especie tipo: virus de la amarillez de la remolacha (Beet yellow

virus, BYV). A este género pertenece el CTV.

% Género Crinivirus. Especie tipo: virus de la amarillez infecciosa de la lechuga (Lettuce

infectous yellows virus, LIYV).

7
0.0

Género Ampelovirus. Especie tipo: virus del enrollado de las hojas de vid serotipo 3

(Grapevine leafroll virus, GLRaV-3).

En el género Closterovirus se incluyen especies virales con un tamafio de particula que oscila
entre 1,200 y 2,000 nm (Matthews, 1991), con genoma de RNA monopartido de 15.5-19.3 Kb,
en los que se distinguen dos grupos o bloques de genes altamente conservados, con diferentes

estrategias de extension (Martelli y cols., 2000).

Los miembros de este género estan distribuidos mundialmente y su rango de hospedadores es
amplio, afectando a especies cultivadas tanto herbaceas como lefiosas de interés agricola y
ornamental (Brunt y cols., 1996). Los sintomas que producen en los cultivos herbaceos son
amarilleamiento, necrosis nervial y enrollamiento de hojas (Matthews, 1991) y en lefiosos
amarilleamiento en brotes, incompatibilidad patron/variedad en plantas infectadas, bronceado,
hendidura del tallo, decaimiento y disminucion de la calidad de la fruta en postcosecha (Martelli

y cols., 2000).
1.5. ESTRES ABIOTICO EN CITRICOS

En los citricos, tanto el crecimiento vegetativo como el reproductivo, estan claramente limitados
por las condiciones ambientales externas, principalmente por el déficit hidrico, la salinidad, la
hipoxia o anoxia, las temperaturas bajas y la disponibilidad de nutrientes. En el contexto del
trabajo descrito en esta Memoria, se describen a continuacion, los efectos que inducen sobre los

cultivos de citricos el estrés salino y el estrés hidrico.
1.5.1. Influencia del estrés salino en la fisiologia de los citricos

La salinidad era, hasta hace poco tiempo, una condicion adversa de escasa importancia para el
cultivo de los citricos y se localizaba s6lo en areas cercanas a la costa o en determinados
ambientes procedentes de la evaporacion de aguas cargadas de sales. Sin embargo, el desarrollo
experimentado por las técnicas agricolas en los ultimos afios, junto a la sobreexplotacion de los
acuiferos, han provocado que el estrés salino sea, en la actualidad, un problema ampliamente
extendido. Se estima que un tercio de la superficie terrestre esta afectada, en mayor o menor

grado, por un exceso de sales (Pitman y Laiichli, 2002; Tanji, 2002).
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Los citricos son muy sensibles a la salinidad (Storey y Walker, 1999) y en particular a los iones
CI', que son los responsables de los efectos nocivos de la salinidad en este cultivo, tal como se
ha demostrado en trabajos previos (Bafiuls y Primo-Millo, 1992; Fergusson y Grattan, 2005;
Romero-Aranda y cols., 1998).

Los efectos de los cloruros sobre la fisiologia de los citricos son muy diversos aunque, desde un
punto de vista agronomico, se pueden destacar tres: (i) reduccion en el desarrollo y en la
emision de brotes, que son mas escasos y tienden a necrosarse y caer; (ii) disminucion del
volumen de produccion asi como del ntimero de frutos, aunque la calidad individual de éstos se
mantiene practicamente inalterada y (iii) incremento progresivo de la abscision foliar que, si se
produce de forma masiva, puede llegar a provocar la muerte del arbol (Fergusson y Grattan,

2005; Gémez-Cadenas y cols., 1998).

La salinidad provoca dos efectos principales: por un lado el efecto osmético derivado de la
acumulacion masiva de sales en el substrato, con la consecuente bajada del potencial hidrico y

por otro el efecto fitotoxico especifico de los CI" (Gémez-Cadenas y cols., 1998).

Los citricos son capaces de restablecer de forma efectiva el balance osmético existente entre la
planta y el entorno mediante la sintesis de osmolitos compatibles, como la prolina, en la parte
aérea y la absorcion de iones Cl procedentes del substrato (Bafiuls y Primo-Millo, 1992; 1995).
De esta forma consiguen bajar el potencial hidrico foliar y aseguran el flujo de agua. Este
mecanismo encargado de combatir el estrés hidrico generado, tiene efectos negativos a largo
plazo, dando lugar a la aparicion del efecto fitotoxico, ya que la absorcion de iones Cl' y su
acumulacion en los tejidos puede llegar a niveles toxicos, y desencadenar toda una serie de
respuestas fisiologicas (Bafiuls y Primo-Millo, 1992; 1995). La incidencia de este segundo

efecto dependera de la relativa sensibilidad del genotipo considerado (Munns, 2002).

Las respuestas de los citricos a la salinidad presentan dos fases: una respuesta inicial,
relativamente intensa y transitoria, atribuida al componente osmoético y una segunda fase,
probablemente solapada con la anterior, que depende en mayor medida de la acumulaciéon de
iones toxicos (Gomez-Cadenas y cols., 1998). La exposicion de las plantas a condiciones salinas
provoca en primer lugar la inhibicion del crecimiento vegetal, como consecuencia del descenso
en el potencial hidrico del suelo. Durante este periodo, el estrés originado se debe a la presencia
de sal en el exterior de las plantas y no en su interior. En esta primera fase, la reduccion del
crecimiento parece estar regulada por sefiales inhibitorias, como la acumulacion rapida de
hormonas vegetales que se sintetizarian principalmente en la raiz. En estas condiciones, las
distintas sefales podrian transportarse hasta las hojas, induciendo respuestas generales de

adaptacion al estrés como son el cierre estomatico o la acumulacion de osmolitos compatibles.
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Debido a la acumulacion de iones y solutos compatibles como la prolina, los citricos son
capaces de evitar la pérdida de la turgencia foliar y adaptarse transitoriamente a las nuevas
condiciones (Gomez-Cadenas y cols., 2001a). Estas respuestas ralentizan el metabolismo pero
permiten a la planta seguir creciendo. Sin embargo, durante la segunda fase, la entrada continua
y masiva de iones Cl” provoca la intoxicacion y la abscision foliar en ultimo extremo (Gomez-
Cadenas y cols., 1998). La acumulacion progresiva de los iones CI” va acompafiada de una
reduccion en los parametros de intercambio gaseoso (Bafiuls y Primo-Millo, 1995) y, a largo
plazo, una disminucioén progresiva en el contenido de carbohidratos (Arbona y cols., 2005).
Gomez-Cadenas y cols. (1998) observaron una relacion directa entre la produccion de acido
abscisico (ABA), de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y contenido de CI en
plantas de citrange Carrizo cultivadas en condiciones de estrés salino, lo que sugiere que la
acumulacion de estos iones en las hojas estimula, mediante un mecanismo en el que podria estar
implicado el ABA, Ia sintesis de ACC y su posterior conversion a etileno que, en ultimo
término, es el responsable de la abscision foliar (Gémez-Cadenas y cols., 1996; Tudela y Primo-

Millo, 1992).

Se ha demostrado que, en distintas combinaciones patron-variedad, la acumulacion de iones CI°
y Na’ en la parte aérea, estd controlada principalmente por el patrén, mientras que, las
reducciones en los pardmetros de intercambio gaseoso, estan controladas por la variedad

(Bafiuls y cols., 1990; 1996; 1997).

La tolerancia de algunas especies de citricos al estrés salino se basa en la capacidad de evitar la
acumulacion masiva de iones Cl en el entorno celular y, en este aspecto, parecen jugar un papel
fundamental diferentes aspectos morfologicos y fisiologicos propios de cada especie (Moya y

cols., 1999; 2002; 2003).

La absorcion de iones CI en citricos, tiene lugar a través de mecanismos pasivos y su captura
esta en relacion directa con la concentracion externa de estos iones (Moya y cols., 1999). La
extension del sistema radical, asi como el tamafio de los vasos xilematicos, son caracteristicas
propias de cada genotipo relacionadas de forma directa con la absorcion de iones CI' (Moya y
cols., 1999) que, como se ha demostrado en otros estudios, esta ligada a la absorcion de agua
(Moya y cols., 2003). Otras caracteristicas fisiologicas, relacionadas con la transpiracion y el
crecimiento de la masa foliar, estan asociadas a la absorcion y distribucion de estos iones; asi,
en los genotipos tolerantes, la relacion entre la cantidad de CI' y el volumen de agua absorbida
es menor que en los genotipos sensibles (Moya y cols., 2002; 2003). Parte de estas
caracteristicas diferenciales que otorgan mayor tolerancia a la salinidad, pueden transferirse a la
variedad que se injerta, lo cual, constituye una gran ventaja cuando el cultivo se desarrolla en
condiciones de salinidad (Moya y cols., 2002).
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1.5.2. Influencia del estrés hidrico en la fisiologia de los citricos

Los factores ambientales que causan en las plantas un déficit hidrico, como la sequia, la
salinidad y las temperaturas extremas, son los que mas limitan su productividad (Boyer, 2001).
La exposicion de las plantas a un ambiente con limitaciones de agua durante varios estadios de
desarrollo parece activar multiples cambios fisiologicos y bioquimicos (Araus, 2004). El
crecimiento de la planta puede ser inhibido por niveles de estrés moderado que inducen una
reduccion en el crecimiento y division celular, que son los procesos mas sensibles al estrés

hidrico, seguidos por la fotosintesis.

El déficit hidrico tiene lugar en los citricos como consecuencia de la pérdida de agua de las
hojas cuando los estomas se abren para permitir la entrada de CO, de la atmoésfera que utilizan
en la fotosintesis. La primera respuesta de las plantas durante el estrés por sequia es el cierre de
los estomas para evitar las pérdidas por transpiracion (Mansfield y Atkinson, 1990). El cierre
estomatico produce un descenso de la concentracion de CO, disponible en las hojas y, como
consecuencia, un descenso en la tasa fotosintética debido a la disminucién de la actividad de la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa. Una disminucién de los niveles intracelulares de
CO, da lugar a una sobre-reduccion de los componentes de la cadena de transporte electronico y
genera especies reactivas de oxigeno (ROS), como iones superoxido, perdxido de hidrogeno y
radicales hidroxilo. Estos compuestos aunque son toxicos para la planta y deben ser eliminados,
pueden actuar como mensajeros secundarios en la transduccion de la sefial en la respuesta al

estrés hidrico (Arbona y cols., 2008).

En una situacion en la que el estrés sea muy intenso y prolongado, la pérdida de agua provoca la
marchitez de la planta. A nivel celular esto se traduce en una pérdida de turgencia en el interior
de la célula. La falta de agua produce alteraciones en la fluidez y composicion de la bicapa
lipidica que reducen su capacidad de intercambio con el exterior. El contenido celular se
concentra incrementando la posibilidad de interacciones de las proteinas con otras moléculas, lo
que provoca su desnaturalizacion. El incremento de la concentracion de solutos puede llegar a
niveles toxicos pudiendo afectar al correcto funcionamiento de algunos enzimas (Hoekstra y

cols., 2001).

Otro de los procesos con los que los citricos hacen frente al déficit hidrico es el ajuste osmético.
En este proceso las plantas disminuyen su potencial osmoético celular mediante la acumulacion
de solutos en el citoplasma, lo cual ayuda al movimiento de agua hacia el interior de las células
aumentando su turgencia. Ademas, algunos de estos metabolitos también intervienen en la
estabilizacion de proteinas, membranas celulares y macromoléculas evitando la alteracion de su

estructura y sus funciones o bien, eliminando las moléculas ROS producidas durante el estrés
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hidrico.

El estrés hidrico en los citricos inhibe el crecimiento vegetativo, produciéndose una disminucion
en la elongacion de los brotes, en el desarrollo foliar y en del perimetro del tronco (Ortuno y
cols., 2004). En las hojas se produce un cierre de estomas, una curvatura de los bordes hacia el
haz y posteriormente una defoliacion parcial, ademas se reduce el potencial osmotico y la
conductividad en los estomas (Save y cols., 1995). En condiciones mas severas se producen
dafos y marchitamiento en las hojas. Si tras un periodo de sequia tiene lugar una rehidratacion,
parte de las hojas sufren abscision (Gémez-Cadenas y cols., 1996; Tudela y Primo-Millo, 1992)
y se produce la floracion (Krajewski y Rabe, 1995). La aparicion del estrés durante los estados
fenolégicos de floracion, cuajado y desarrollo del fruto, provoca una fuerte reduccion en el
numero de frutos debido a una fuerte caida de los mismos. El déficit hidrico puede llegar a
inhibir la fotosintesis, reduciendo el aporte de carbohidratos al fruto y deteniendo de ese modo
su crecimiento (Blanke y Bower, 1991). La calidad del fruto también puede verse afectada
puesto que la acidez y el contenido de azucares aumentan y disminuye el contenido de zumo
(Hockema y Etxeberria, 2001). Ademas, se reduce la consistencia y la turgencia de la corteza,

haciéndose mas vulnerable a factores externos.

1.6. ESTRES BIOTICO EN CITRICOS

1.6.1. Antecedentes histéricos de la tristeza de los citricos

Entre las enfermedades de los citricos transmisibles por injerto, la tristeza ha sido considerada
como la mas importante y devastadora a escala mundial (Bar-Joseph y cols., 1989; Cambra y
Moreno, 2000), tanto por los dafios econdomicos que ha causado como por los cambios que ha

obligado a introducir en los sistemas de cultivo en las zonas afectadas.

Es muy posible que la tristeza sea originaria de Asia como los citricos y, desde ahi, se haya
dispersado practicamente a la totalidad de las zonas citricolas del mundo a través del
intercambio de material de propagacion infectado (Cambra y cols., 1990b) y una vez instalada
en el campo, hayan sido los afidos presentes los encargados de difundirla a corta distancia
(Cambra, 1994). Probablemente en el siglo XVII se extendié a Sudafrica, luego a Australia, al
area de Sydney en la segunda mitad del siglo XIX, y posteriormente en el siglo XX a América
(Broadbent y cols., 1996; Cambra y Moreno, 2000). La enfermedad aparecié en Argentina en
1930, Brasil en 1937, California (EEUU) en 1939, Florida (EEUU) en 1951, Espafa en 1957,
Israel en 1970 y Venezuela en 1980 (Bar-Joseph y cols., 1989; Cambra y Moreno, 2000;
Cambra y cols., 1991).
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Las pérdidas econdmicas que ha causado esta enfermedad son muy elevadas. Se estima que mas
de 80 millones de arboles de naranjo dulce, pomelo y mandarino injertados sobre naranjo

amargo han muerto desde 1930 por tristeza en todo el mundo (Roméan y cols., 2004).

En Espafia, la enfermedad se manifestd de forma epidémica en 1957 y, desde entonces se estima
que ha causado la muerte de mas de 40 millones de arboles de naranjo dulce y mandarinos
injertados sobre naranjo amargo (Cambra y cols., 2000a). Al igual que en otros paises, la
enfermedad se difundié con rapidez, principalmente debido a cuatro causas (Agusti, 2003): (i) la
existencia de focos iniciales repartidos por diferentes comarcas, (ii) la actividad de los pulgones
sobre el nuevo material que brotaba tras las heladas, (iii) el cambio varietal por sobreinjerto con
material infectado, o bien (iv) por el uso masivo de naranjo amargo, patron altamente sensible al

CTW.

La muerte de los arboles injertados sobre naranjo amargo, como consecuencia de la tristeza, ha
hecho necesario modificar los sistemas de produccion en todos los paises citricolas en donde la
enfermedad estd presente, ocasionando dos tipos de perjuicios indirectos. Por una parte, la
utilizacion de otros patrones ha dado lugar a problemas de tipo agronémico, puesto que ninguno
de los nuevos patrones tiene la rusticidad del naranjo amargo. Por otra parte, muchos de los
patrones utilizados en la actualidad son sensibles a enfermedades transmisibles por injerto,
como las causadas por los viroides, a los que el naranjo amargo es tolerante (Duran-Vila y cols.,

1988).
1.6.2. Vectores y hospedadores del CTV

El virus de la tristeza puede ser transmitido desde plantas enfermas a plantas sanas mediante
injerto con material infectado y a través de pulgones vectores del virus de forma semipersistente
(Garnsey y Miiller, 1986). Este virus no se transmite por semilla (Roistacher, 1991). En el
proceso de transmision del virus, influyen diversos factores: la especie del afido y su estadio, el
numero de insectos, la raza del virus, cudl sea la planta donante y la aceptora, la temperatura, la
irrigacion, la ocurrencia de lluvias repentinas, la fertilizacion, asi como el tiempo de adquisicion

e inoculacion del virus (Naranjo, 1997a).

En Espatia, las principales especies de afidos vectores del virus son: Toxoptera aurantii, Aphis
citricida y Aphis gossypii, siendo este Gltimo el vector mas eficiente (Cambra y cols., 1988,
1990a; Gottwald y cols., 1996). No obstante, debe trascurrir mucho tiempo entre la introduccion
de una fuente primaria de inéculo y el posterior desarrollo epidémico de la enfermedad

(Garnsey y Lee, 1988).
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La gama de hospedadores del virus de la tristeza esta practicamente restringida a la familia
Rutaceae y en particular a las especies e hibridos de los géneros Citrus y Fortunella. Se han
hecho diversas clasificaciones con respecto a la susceptibilidad o tolerancia de las especies
citricas al CTV. Carrero (1981) y Navarro (1981), citados por Naranjo (1997a), establecieron la

siguiente clasificacion, segiin el comportamiento de los diferentes genotipos ante el CTV:
% Genotipos hipersensibles: naranjo amargo, limoneros y algunas variedades de pomelos.

% Genotipos muy sensibles: lima mejicana, lima dulce de Palestina, cidro Etrog, Citrus

hystrix, C. excelsa, C. macrophylla y citrange Uvalde.

¢ Genotipos sensibles: pomelos, kumkuat, algunos tangores como la variedad ‘Temple’,
naranjos dulces como los cultivares ‘Pera’, ‘Mediterraneo’, ‘Hassaku’ y también los

citranges Savage, Morton y Rusk.

¢ Genotipos moderadamente tolerantes: los restantes naranjos dulces, lima Rangpur,

citrange Troyer, naranjo trifoliado y limén Rugoso.

Por otra parte, el virus también se transmite entre algunas especies de géneros afines a Citrus
como: Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia, Citropsis, Clausena, Clymenia, Eremocitrus,
Fortunella, Hesperthusa, Merrillia, Microcitrus, Pamburus, Pleiospermium, Severinia y
Swinglea (Cambra y Moreno, 2000; Yoshida, 1996).

1.6.3. Caracterizacion y diagnostico

Como se ha indicado en el Apartado 1.4.4 de esta Memoria, el CTV pertenece a la familia
Closteroviridae, género Closterovirus (Karasev y cols., 1995). Su genoma esta constituido por
RNA de cadena simple y polaridad positiva con 12 marcos abiertos de lectura (Open reading
frame) y 2 regiones no traducidas (Unstranlated region), con capacidad para codificar al menos
17 proteinas (Karasev, 2000; Karasev y cols., 1995). Este RNA esta protegido por una capsida
formada por dos proteinas de 25 y 27 Kda aproximadamente (Cambra y Moreno, 2000; Moreno
y cols., 2007). Existe un gran nimero de aislados de CTV que difieren en sus caracteristicas
biologicas, seroldgicas, perfil de RNAs bicatenarios o secuencia de RNA gendmico (Cambra y

Moreno, 2000).

En citricos, la presencia de CTV esta limitada a las células asociadas del floema. Como

consecuencia de la acumulacion de mutaciones y recombinaciones homologas pueden coexistir

diferentes aislados en las plantas infectadas (Manjunath y cols., 2000). Se ha secuenciado el

genoma de diferentes aislados de CTV, entre los que se encuentra un aislado suave, el T385

(Vives y cols., 1999) y un aislado severo, el T318 (Ruiz-Ruiz y cols., 2006) ambos presentes en
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Espania.

El diagnoéstico de CTV por métodos bioldgicos en invernadero o en el laboratorio es necesario
dado que existen aislados que inducen sintomas muy variables en las distintas especies y
combinaciones patron/variedad. El procedimiento clasico de deteccion del virus es la
inoculacion mediante injerto de material sospechoso en lima mejicana (Wallace y Drake, 1951).
La observacion de los sintomas: aclaramiento de las nerviaduras, acucharamiento de las hojas y
acanaladuras en la madera, puede tener lugar tras un periodo de cultivo que varia de 4 a 6 meses
en condiciones controladas de invernadero, con temperaturas diurnas entre 24 a 28 °C y 17-21
°C durante la noche (Roistacher, 1991). El inconveniente de esta prueba es la lentitud en el

diagndstico, su elevado coste y la imposibilidad de ser usada de forma masiva (Cambra, 1983).

Actualmente se utiliza la técnica inmunoenzimatica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) puesta a punto por Bar-Joseph y cols. (1979) y Cambra y cols. (1979; 2000b), que
permite un diagnodstico rapido (24 horas) con alta sensibilidad y bajo coste. Es el método
recomendado por la Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de Plantas (2004),
tras su validacion en comparacién con otras técnicas de deteccion de CTV (Cambra y cols.,
2002). Se suelen aplicar anticuerpos monoclonales desarrollados para el CTV que reaccionan

con la mayoria de los aislados conocidos (Cambra y cols., 1990b; 2000a; b).
1.6.4. Estrategias de control

Considerando la naturaleza viral de la enfermedad de la tristeza, los paises productores de
citricos deben adoptar diversas medidas o estrategias de control, para evitar pérdidas en las
plantaciones comerciales (Navarro, 1984). Las medidas para paliar los dafios causados por la
tristeza dependen de la incidencia del virus en un momento dado, de los vectores presentes, del
tipo de aislado y de las variedades cultivadas en cada zona. Los métodos de lucha pueden ser
directos (tratan de impedir la entrada en una zona libre de virus o bien eliminar la enfermedad si

ya esté presente) o indirectos (tratan de evitar o reducir los dafios causados por la enfermedad).

En una zona citricola donde no se encuentra presente el CTV, una estrategia importante es el
empleo de barreras fitosanitarias que impidan el ingreso de material vegetal infectado. Para ello
los paises poseen medidas reguladoras y de cuarentena que impiden o regulan la introduccion de
material vegetal a una region dada. Cuando en un pais o region citricola se ha detectado la
presencia de aislados de CTV, con niveles bajos de infeccion (inferiores al 1 %), es posible
tomar medidas de erradicacion, es decir, llevar a cabo una prospeccion y eliminar los arboles

infectados, con el proposito de retardar la aparicion de la enfermedad o disminuir su indculo.
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Una de las formas mas eficaces de impedir la dispersion de enfermedades transmisibles por
injerto, es la exclusiva propagacion de material certificado, con garantias sanitarias y varietales
(Gémez y cols., 2009). En Espafia, a partir de 1968 y como consecuencia de los graves dafios en
las plantaciones y la amenaza de un grave desastre socioeconomico causado por el CTV, se
adoptaron diversas medidas legales relacionadas con la produccion de plantones de citricos. Se
establecieron medidas de cuarentena y control de la introducciéon de nuevas variedades y
patrones, y se puso en marcha un programas de obtencion de plantas certificadas libres de virus
e injertadas sobre patrones tolerantes a la enfermedad (Cambra y cols., 2000a; Navarro y cols.,
2003). El desarrollo de la técnica de microinjerto de apices caulinares in vitro permitio iniciar en
1975 el Programa de Mejora Sanitaria de Variedades de Citricos, programa que es la

combinacioén de tres programas coordinados: Cuarentena, Saneamiento y Certificacion.

En algunas areas citricolas, el uso de patrones tolerantes resulta insuficiente para evitar los
dafios ocasionados por el CTV debido a la presencia de aislados més virulentos que causan
dafios en algunas variedades comerciales independientemente el patrén utilizado. En estos casos
la utilizacion de la proteccion cruzada o preinmunizacion puede controlar los dafios causados
por la enfermedad. Esta técnica consiste en proteger a una planta de los dafios provocados por
un aislado muy virulento preinoculandola con un aislado poco virulento (Costa y Miiller, 1980;
Van Vuuren y cols., 1993). Esta medida es so6lo aplicable en zonas donde la tristeza es endémica
y existen aislados virulentos, ya que existe el riesgo de que el aislado no virulento preinoculado

en una variedad se vuelva virulento en la misma o en otras variedades (Fulton, 1986).

El método de control mas eficaz de los virus es la utilizacion de resistencia genética frente a
éstos. Puesto que la tristeza, en muchos casos, es una enfermedad que afecta a la combinacion
patron/variedad, lo ideal seria obtener combinaciones resistentes utilizando genes de resistencia
distintos, para procurar la maxima durabilidad. A pesar de que se han descrito algunos genes de
resistencia (Fang y cols., 1998; Mestre y cols., 1997) los programas de mejora clasica para
obtener genotipos resistentes al CTV no han dado los resultados esperados. Las aproximaciones
biotecnologicas, como la obtencidon de plantas transgénicas resistentes a CTV constituyen una
de las vias mas prometedoras para el control de la enfermedad (Dominguez y cols., 2000;

Fagoaga y cols., 2006; Ghorbel y cols., 2000).
1.7. ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES VEGETALES
1.7.1. Especies reactivas de oxigeno (ROS). Concepto y tipos de ROS

El funcionamiento de las cadenas de transporte electronico puede sufrir alteraciones como
consecuencia de las condiciones ambientales o del estado de desarrollo, originandose especies
oxidantes y/o reductoras, denominadas especies reactivas de oxigeno.
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Las ROS son formas parcialmente reducidas del oxigeno (Sies, 1991). Su formacion es un
proceso normal, inevitable y constante en organismos que poseen un metabolismo energético
basado en reacciones de oxidacién-reduccion (Mano, 2002) ya que son producto de multitud de
reacciones quimicas imprescindibles para la vida celular. No obstante, son especies quimicas
altamente reactivas y con poder oxidante que, dependiendo de la especie, pueden dafiar diversos
componentes celulares tales como lipidos (Moran y cols., 1994; Munné-Bosch y Alegre, 2002),

proteinas (Berlett y Stadtman, 1997) y acidos nucleicos (Sies, 1993a).

A pesar del papel fisiologico que desempefian algunas ROS, también pueden dar lugar a
reacciones de oxidacion indeseadas, contra las cuales los organismos han tenido que desarrollar
defensas antioxidantes (Halliwell, 1999; Slater, 1984). Por lo tanto, cuando se produce un
desequilibrio entre el balance ROS y las defensas antioxidantes es cuando tiene lugar el dafio en

los tejidos y estrés oxidativo (Sies, 1993b).

Existen numerosas ROS, entre ellas podemos encontrar radicales libres, como el anioén
superdxido (O,7) y el radical hidroxilo (HO") (Edreva, 2005). Por otro lado, entre las formas no
radicales encontramos el peroxido de hidrogeno (H,0,) y el oxigeno singlete (‘O,) (Briviba y
cols., 1997). El anidén superoxido también puede reaccionar con radicales como el 6xido nitrico
(NO’) generando peroxinitrito (OONQ"), precursor de otros potentes agentes oxidantes que
reciben el nombre de especies reactivas del nitrogeno (Beckman, 1996). Por este motivo, la
generacion de ROS va inevitablemente unida a la produccion de especies reactivas del

nitrégeno.

El radical superdxido es el producto del oxigeno molecular O, Existe en equilibrio con el
radical hidroperoxil (HO,.). Se suele producir en situaciones en las que hay un transporte
electronico asociado a membranas (cadena de transporte mitocondrial o transporte electronico

en el aparato fotosintético).

El peréxido de hidrogeno se produce a partir de la reduccion del anion radical, en un proceso
denominado dismutacion. También se puede producir a partir de la fotorespiracion, iniciada por
la actividad oxigenasa de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa en el estroma del cloroplasto, y la

posterior produccion de H,O, en los peroxisomas.

El radical hidroxilo se forma a partir de la reaccion catalizada por metales pesados de transicion
(principalmente Fe™ y Cu™) en los compartimentos celulares donde coexisten O, y H,0,. La
reaccion de Habber-Weiss consiste en la reduccion de H,O; a partir de un electrén cedido por el

metal de transicion.

-20.

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




1. Introduccion general

El oxigeno singlete se produce a partir de la desexcitacion de las clorofilas en los centros de
reaccion cuando se produce la cesion de un electron en estado de singlete al oxigeno molecular.

Es una molécula nucleofilica que reacciona con moléculas orgénicas.
1.7.2. Efecto nocivo de las ROS

De forma general, los efectos que provocan las ROS son: (i) la inhibicion de enzimas
susceptibles de reaccionar con ellas. Su reaccion con proteinas puede modificar determinados
aminoacidos y romper las cadenas polipeptidicas o modificar lugares de sefializacion para
proteolisis, etc., (ii) la reaccion con los pigmentos tipo clorofila produciendo su degradacion,
(iii) la peroxidacion de lipidos: los radicales libres y también el H,O, reaccionan con los acidos
grasos insaturados produciendo hidroperdoxidos de lipidos. La presencia, en estas condiciones,
de iones metalicos, conduce a la produccion de radicales alcoxil y peroxil que act@ian en una
reaccion en cadena propagando esta reaccion por todas las membranas celulares, alterando de
forma dréstica la estructura y funcionalidad celular y (iv) la fragmentacion del DNA producida
por la reaccion de los radicales hidroxil con las bases nitrogenadas, que es un efecto de las ROS

muy dificil de reparar (Mano, 2002).

La mas reactiva de estas ROS es el radical HO’, un poderoso oxidante que, aunque de difusion
celular limitada, puede dafiar la mayoria de los compuestos organicos (Czapski, 1984). El efecto
mas nocivo del O, es el de inactivar ciertos enzimas con centros de hierro-sulfuro debido a su
tolerancia a ser electrostaticamente atraido al &tomo de hierro de estos centros cataliticos (Flint
y cols., 1993). El H,0,, aunque es menos reactivo que el O, y el HO' puede, debido a su
elevada capacidad de difusion, reaccionar con gran cantidad de biomoléculas e inactivar su
funcion. Puede oxidar las cadenas laterales de los aminoacidos e inducir la introduccion de
grupos carbonilo (Stadtman y Levine, 2003) y, al igual que el O, , puede oxidar directamente
enzimas con grupos hierro-sulfuro (Flint y cols., 1993). Generalmente, estas modificaciones
conllevan una alteracion en la estructura de la proteina que conduce a la pérdida de funcion o
actividad; sin embargo, también se han descrito modificaciones reversibles inducidas por H,O,
que no suponen pérdida de funcion: la oxidacion de metionina a metionina sulféxido y ciertos
estados de oxidacion de residuos de cisteina (Garner y cols., 1998; Sigalov y Stern, 1998). El
H,0,, puede oxidar de forma irreversible el grupo tiol de los residuos de cisteina generandose
estados altos de oxidacion tanto sulfinicos (R-SO,H) como sulfénicos (R-SO;H) que producen
la inactivacion de la proteina (Cohen y cols., 2003); sin embargo, esta oxidacién también puede
ser reversible por la formacién de grupos sulfénicos (R-SOH) que pueden reducirse de nuevo al
grupo tiol o bien reaccionar con otras cisteinas cercanas y formar puentes disulfuro intra o
intermoleculares. Esta reversibilidad en la oxidacion permite modular actividades enzimaticas o
regular la actividad de proteinas que actuan como sensores de ROS.
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1.7.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como una alteracion del equilibrio entre las especies prooxidantes y
las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1986). Es un estrés de tipo bioquimico, derivado
de la propia accion del metabolismo (Mano, 2002). Cualquier alteracion de las condiciones
optimas de cultivo incide de forma negativa en la fisiologia de la planta, se altera la cadena de

transporte electronico y se genera un estrés oxidativo (Halliwell, 1987).

Esta alteracion bioquimica se manifiesta como un incremento en la tasa de produccion de ROS
que puede conducir a la destruccion de los sistemas celulares. Por lo tanto, el incremento en la
capacidad de eliminacioén de estas ROS por parte de la planta se considera como sintoma de
tolerancia, mientras que la ausencia de respuesta o una disminucion respecto de los valores
control se considera sintoma de sensibilidad (Hernandez y cols., 1995; 2000). EI mantenimiento
de las ROS a un nivel compatible con el funcionamiento celular normal se lleva a cabo por
diversas actividades enzimaticas en combinacion con otras moléculas de caracter no proteico
con capacidad antioxidante. Asimismo, frente a situaciones de estrés oxidativo, las células

dirigen su funcionamiento hacia la detencidon de su crecimiento, la apoptosis o la necrosis.

Existen diversos marcadores que indican el grado de dafio oxidativo que estan sufriendo las
plantas, entre ellos esta el malondialdehido (MDA) que es un subproducto de la peroxidacion de
lipidos en las membranas bioldgicas (Wong y cols., 1987). El aumento en el contenido de esta
molécula es indicativo de un incremento del dafio oxidativo (Arbona y cols., 2003; 2008;

Hossain y cols., 2009).

Los acidos grasos insaturados pueden suftrir peroxidacion en presencia de ROS, afectando a la
estructura y funcion de las membranas celulares. Las principales consecuencias son la
descompartimentacion de iones, la pérdida del potencial de membrana, la inhibicion del
transporte de metabolitos y la modificacion de los receptores de hormonas, produciéndose
finalmente la muerte celular. La peroxidacion de algunos acidos grasos poliinsaturados produce
la formacion de mensajeros quimicos como el acido jasmonico, el acido metil-jasmonico y otras
oxilipinas implicados en la respuesta defensiva frente a las ROS (Moller y cols., 2007;

Wasternack, 2007).

1.7.4. Sistemas antioxidantes en las células vegetales

Se puede definir antioxidante como cualquier sustancia que, en bajas concentraciones
comparadas con la del sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de

este sustrato (Halliwell y cols., 1995).
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Las ROS producidas en las células son eliminadas por diversos sistemas antioxidantes que se
clasifican en enzimdticos y no enzimaticos, aunque en muchos casos ambos tipos de

antioxidantes funcionan en forma coordinada (Foyer y cols., 1994; Perl-Treves y Perl, 2002).

% Antioxidantes enzimaticos: en este grupo se encuentran diversos enzimas tales como
catalasa (CAT) que elimina H,O, en los peroxisomas, superoxido dismutasa (SOD) que
elimina el anion-radical superdxido, ascorbato peroxidasa (APX) que elimina H,O, en
diversos compartimentos y glutation reductasa (GR) encargada de la regeneracion del

glutation.

¢ Antioxidantes no enzimaticos: en este grupo pueden distinguirse los antioxidantes
hidrosolubles y los liposolubles. Entre los primeros (importantes en el citoplasma,
estroma cloroplastico, etc.) destacan el acido ascorbico y el glutation (Foyer y cols.,
1994). Entre los antioxidantes liposolubles (presentes en membranas) se encuentran los
carotenoides (carotenos y xantofilas) (Young, 1991) y el a- tocoferol (Munné-Bosch y

Alegre, 2002).

A continuacion se describen los enzimas estudiados en el trabajo que se recoge en la presente

memoria:

Catalasa (CAT)

Catalasa es un enzima con actividad peroxidasa, se encarga de detoxificar el H,O,, de la misma
forma que el APX pero sin utilizar ningin co-factor como fuente de electrones. Esta ventaja
energética frente a otras peroxidasas es contrarrestada por la baja afinidad del enzima por el
H,0,. Protege a las células de los efectos toxicos que pueda generar el H,O, al catalizar su
descomposicion en oxigeno y agua. Se trata de hemoproteinas en las que cada monomero
contiene un grupo Fe (III) en su centro catalitico y, NADPH o un dominio de tipo flavodoxina

para prevenir la acumulacion de una forma inactivada de Fe (IV) (Perl-Treves y Perl, 2002).

El enzima catalasa es activo so6lo a altas concentraciones de H,0,, situacion que se da en los
peroxisomas y glioxisomas, donde existen distintas isoformas del enzima (Kuk y cols., 2003;
Singh y cols., 2010). Es especialmente abundante en los peroxisomas, donde tiene lugar la
fotorespiracion (Engel y cols., 2006; Feierabend, 2005; Vuleta y cols., 2010). La funcion de
CAT seria eliminar todo el exceso de H,O, antes de que se difunda hacia el citoplasma y pueda
reaccionar con otras biomoléculas. Se han encontrado isoformas de este enzima en el citosol y
en las mitocondrias, pero su presencia no ha podido ser constatada en los cloroplastos (Perl-

Treves y Perl, 2002).
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Ascorbato peroxidasa (APX)

El APX es un enzima que contiene un grupo hemo y requiere de la presencia del ascorbato en
cantidades considerables para su estabilidad y funcionalidad. Este enzima reduce el H,O, a agua
utilizando el ascorbato como co-factor. La oxidacion de este ascorbato produce el radical

monohidroascorbato (MDHA).

En los cloroplastos podemos encontrar dos formas de APX: una unida a la membrana tilacoidal
y la otra soluble en el estroma del cloroplasto. También en el citoplasma podemos encontrar otra

isoforma soluble de APX.
1.7.5. Situaciones de estrés y estrés oxidativo

La exposicion de las plantas a condiciones de elevada salinidad, a temperaturas extremas, a
concentraciones elevadas de metales pesados en el sustrato, a radiacion ultravioleta, a la
polucion atmosférica, a estrés por sequia o a condiciones de anoxia, provoca una serie de
cambios morfologicos, fisiologicos y bioquimicos que afectan negativamente al crecimiento y
productividad de los cultivos. Los mecanismos por los cuales se pueden generar las ROS son
muy variables, y a menudo su relaciéon con el estrés puede resultar compleja. Las plantas son
capaces de percibir el estrés y responder con diversas estrategias para poder sobrevivir
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Existe pues una relacion entre el estrés oxidativo y

el estrés inducido por salinidad, por déficit hidrico y por virus:

% El estrés idnico, junto al estrés osmotico que conlleva la salinidad, puede provocar la
formacion de ROS. La salinizacion del sustrato o del agua de riego ejerce un efecto
negativo sobre la planta y en concreto sobre los procesos metabolicos que tienen lugar
en las mitocondrias y en los cloroplastos; aunque no se conoce con certeza el efecto que
tiene la salinidad sobre la produccion de ROS en estos organulos celulares. La salinidad
provoca el cierre estomatico, lo cual podria estar relacionado con la bajada en la
disponibilidad de CO,. Esta falta de substrato para la reduccion asimilativa, podria
conducir finalmente a la derivacion de los electrones hacia otras especies y la

produccion de ROS (Arbona y cols., 2003).

¢ El estrés hidrico atenua el crecimiento de la planta y provoca la deshidratacion celular,

al ser liberada parte del agua del citosol y de la vacuola al espacio extracelular; ademas,

se incrementa la produccion de ROS y disminuye la actividad fotosintética, ademas de

otros procesos metabolicos. La limitacion de la fotosintesis detectable ante un estrés

hidrico moderado se debe a una disminucion de la disponibilidad de CO, consecuencia

del cierre estomatico regulado por ABA (McAinsh y cols., 1996). El estrés hidrico
-33-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




1. Introduccion general

provoca la casi completa inhibicion de la sintesis proteica, y la inactivacion de diversos
enzimas en el cloroplasto. En este organulo también se ha observado un desequilibrio en
las cadenas de transporte electronico ademas de un incremento de la permeabilidad de

las membranas (Iturbe-Ormaetxe y cols., 1998).

7
0.0

La respuesta coordinada de las plantas a diferentes estimulos estd mediada por la
produccion de distintas ROS. Un ejemplo es la resistencia sistémica adquirida: el agente
patogeno induce una respuesta sistémica a través de ROS moviles que conducen a la
adquisicion de resistencia frente a la infeccion, incluso en tejidos lejanos a los puntos de
entrada del patdégeno. Se ha comprobado que las ROS estan también implicadas como
sefalizadores en otros fenomenos que tienen lugar en las plantas como la formacion de
tumores inducidos por Agrobacterium tumefaciens o la muerte celular programada en

reacciones hipersensibles (Perl-Treves y Perl, 2002).

En definitiva, tanto los estreses abidticos, como la salinidad y el estrés hidrico, como los
bioticos, como es el estrés inducido por virus, produciran dafio oxidativo si la capacidad
antioxidante es superada por la generacion de ROS. Sin embargo, tanto la produccion de ROS
como la respuesta antioxidante es variable de acuerdo a la especie y la severidad del estrés

(Iturbe-Ormaetxe y cols., 1998).

1.8. REGULACION HORMONAL DE LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL ESTRES

La naturaleza sésil de las plantas implica que éstas han de ser capaces de desarrollar distintos
mecanismos de respuesta frente a todos los cambios externos, bien sean favorables o adversos.
Asi, durante millones de afios las plantas han desarrollado una red de interacciones entre
diferentes compuestos de naturaleza quimica variada que actian promoviendo una serie de

respuestas frente al estrés.

Entre los compuestos quimicos implicados en la respuesta de las plantas al estrés se encuentran
las hormonas vegetales o fitohormonas. Su accion es muy diversa y no se puede establecer una
relacién univoca entre un efector hormonal y una determinada respuesta fisiologica (Alonso-

Ramirez y cols., 2009; Gomez-Cadenas y cols., 1996; 1998; 2000).

Entre los compuestos con actividad hormonal que estan implicados de forma mas directa con las

respuestas de las plantas frente al estrés estan los acidos abscisico, jasmoénico y salicilico.
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1.8.1. Acido abscisico (ABA)

El ABA es un sesquiterpenoide que es sintetizado principalemte a partir del acido mevaldnico en
cloroplastos y otros plastos (Figura 1.1). Se puede encontrar en forma libre o conjugada con
diversas moléculas organicas: azlicares, aminoacidos, etc. Su forma activa es la libre, y la
conjugacion con diferentes ligandos constituye una forma de inactivacion (Sauter y cols., 2002;

Wilkinson y Davies, 2002).

Figura 1.1. Estructura quimica del acido abscisico (ABA).

Actiia como mediador entre la percepcion del estrés y la promocion de la respuesta a través de
la induccion de otras fitohormonas, por lo que juega un papel clave en la regulacion de las
respuestas de las plantas frente a los factores ambientales (Srivastava, 2002). Su acumulacion en
citricos bajo condiciones de estrés hidrico se ha asociado, al incremento en el contenido de
ACC. La inhibicion de la sintesis de ABA reduce la acumulacion del ACC, la produccion de
etileno y la abscision foliar en citricos sometidos a estrés hidrico y posterior rehidratacion
(Gémez-Cadenas y cols., 1996). Regula el cierre estomatico, mediante la activacion de la accion
de los canales ionicos situados en las células oclusivas de los estomas, y la actividad
fotosintética para ajustar los dos parametros al estado hidrico de la planta (Levchenko y cols.,
2005; Wilkinson y Davies, 2002). Controla la entrada y el mantenimiento del estado de
dormicion en semillas de diferentes especies de gramineas (Ho y cols., 2003). Se ha
comprobado también, que su aplicacion exdgena ejerce cierto efecto beneficioso sobre las
plantas incrementando la capacidad antioxidante y la tolerancia a diversos factores de estrés
ambiental (Gomez-Cadenas y cols., 2002). Este efecto beneficioso posiblemente se ejerce a
través de la sintesis de diversas proteinas implicadas en la proteccion de la planta frente al estrés

(Jiang y Zhang, 2004; Zhou y cols., 2005).
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1.8.2. Acido jasménico (JA)

El JA es una molécula derivada de acidos grasos oxigenados a través de la ruta octadecanoica.
Es un derivado ciclopentanona del acido linol€ico (Sembdner y Parthier, 1993) que se

caracteriza por la presencia de un anillo de pentano unido a dos residuos alifaticas (Figura 1.2).

CHj;
o
o

OH

Figura 1.2. Estructura quimica del acido jasmonico (JA).

La primera molécula de este grupo que se descubrio y caracterizé fue el metil jasmonato
(MeJA) a principios de los afios 60. Desde entonces, se le han atribuido numerosas actividades
relacionadas con la inhibicidon del crecimiento, induccion de la senescencia, etc. (Wasternack,
2007). Ademas se sabe que no s6lo la forma acido libre del jasmonico y su metil éster tienen
actividad biologica, sino también la mayor parte de sus precursores (Miersch, 1991; Schaller y
cols., 2005). Su actividad engloba un gran nimero de procesos en las plantas; entre los mas
importantes se pueden citar las interacciones planta-microorganismo donde se ha descrito una
interaccion coordinada de los jasmonatos con otras fitohormonas como el etileno o el acido
salicilico. La relacion del etileno con los jasmonatos puede ser antagénica (como en el caso de
la sintesis de nicotina en la interaccion planta-herbivoro, o en la muerte celular inducida por el
03) o sinérgica (como en el caso de la expresion de genes de defensa frente a patdogenos). En el
caso del acido salicilico, las interacciones descritas con los jasmonatos son unicamente de tipo
antagonico (Pozo y cols., 2005). El JA participa en la sefializacion de las respuestas vegetales
frente a diversos estreses de tipo abidtico como el salino (Abdala y cols., 2003; Tsonev y cols.,
1998), el osmotico (Kramell y cols., 1995), el hidrico (Wang, 1999), el inducido por bajas
temperaturas (Lee y cols., 1996) y por metales pesados (Xiang y Oliver, 1998). En los citricos,
los jasmonatos podrian tener junto con el ABA, algun tipo de implicacién en el cuajado del
fruto, asi como en su abscision prematura (Pozo, 2001). El JA también esta implicado en la
induccion de la maduracion organoléptica en diversos frutos climatéricos mediante la regulacion

positiva o negativa de la produccion de etileno (Pefia-Cortés y cols., 2005).
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1.8.3. Acido salicilico (SA)

La biosintesis del acido salicilico (SA) deriva del acido cindmico a través de la ruta

fenilpropanoica (Figura 1.3).

OoH

Figura 1.3. Estructura quimica del acido salicilico (SA).

El SA esta implicado en la germinacion de las semillas (Rajoy y cols., 2006), el crecimiento
celular (Rate y cols., 1999), la respiracion (Norman y cols., 2004), el cierre estomatico (Mateo y
cols., 2004; 2006), y la expresion de genes de senescencia (Morris y cols., 2000). Ademas, juega
un papel importante en la formaciéon de ndédulos en leguminosas (Stacey y cols., 2006), en la
termotolerancia basal (Clarke y cols., 2004), en la formacién de frutos (Silverman y cols., 1995)
y en la resistencia a patdogenos mediante el estimulo de la sintesis de proteinas implicadas en la
resistencia (Raskin, 1995). Se ha descrito que su accion esta relacionada con otras hormonas
como el JA y el etileno en la interaccion planta-patdogeno. La accidon secuencial de las tres
fitohormonas juega un papel fundamental en la sefalizacion de las respuestas fisiologicas
(O’Donnell y cols., 2003). En dos revisiones recientes (Pozo y cols., 2005; Rojo y cols., 2003)
se postula una relacién antagonica entre JA y SA a través de la inhibicidon reciproca de su

biosintesis.

1.9. CULTIVO IN VITRO DE LAS PLANTAS SUPERIORES

El cultivo de tejidos es una herramienta de gran valor para la resolucion de problemas basicos y
aplicados en la biologia vegetal, ya que por una parte ofrece una serie de sistemas modelo
ideales para la investigacion fisiologica, bioquimica, genética y estructural, y por otro lado tiene
una aplicacion practica en la clonacion, conservacion y manipulacion in vitro de cualquier

material (George y cols., 2008).

-37-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




1. Introduccion general

1.9.1. Fundamentos

El cultivo de tejidos vegetales in vitro puede definirse como un conjunto de técnicas que
permiten el cultivo, en condiciones asépticas de organos, tejidos y células, empleando medios
nutritivos artificiales, en condiciones controladas de temperatura, humedad, iluminacion y

fotoperiodo.

Todas las células vegetales, siempre y cuando se encuentren en un medio adecuado, poseen la
capacidad potencial de regenerar el organismo completo, es lo que se denomina totipotencia.
Los procesos que permiten la regeneracion de plantas completas a partir de diferentes explantos

se pueden clasificar en:

/

¢ Organogénesis: es el proceso por el que las células y tejidos son forzados a sufrir
cambios que conducen a la formacion de meristemos, bien caulinares o, en menor
medida radiculares, a partir de los cuales se desarrollaran el resto de tejidos de la

planta.

* Embriogénesis somadtica: es el proceso que conduce a la formacion de una
estructura bipolar, en la que estan presentes un meristemo caulinar y un meristemo
radicular, que forman un eje brote/ raiz, con un sistema vascular independiente

(embrion somatico) a partir del cual se desarrollara una planta.

En los sistemas artificiales de cultivo, es necesario afiadir al medio nutritivo sintético todos
aquellos nutrientes, vitaminas, reguladores del crecimiento, etc. que las células, tejidos u
organos reciben, en condiciones naturales, a través de las raices o de los organos
fotosintetizadores. Esto es debido a que en ocasiones se mantienen in vitro cultivos de células o
tejidos y, en el caso de cultivar plantas completas, éstas tienen su capacidad fotosintética
reducida como consecuencia de las condiciones propias del sistema de cultivo (como una
humedad dentro del recipiente de cultivo del 100 %) y no han desarrollado una cuticula y los
estomas no son totalmente funcionales. Es necesaria una fase de aclimatacion de las plantas
obtenidas in vitro a las condiciones de cultivo en invernadero, con una iluminaciéon mayor y una
humedad relativa menor a la que tenian en el recipiente de cultivo (Debergh y Zimmerman,

2001).
1.9.2. Aplicaciones del cultivo de tejidos in vitro en biotecnhologia vegetal

Cuando las especies que se propagan de forma vegetativa son infectadas por virus, éstos son
transmitidos, con alta eficiencia, desde la planta madre a la descendencia. Se ha conseguido el

saneamiento de una gran cantidad de especies que se multiplican por bulbos, tubérculos,
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esquejes o estacas que estaban infectadas por diferentes virosis a través de la regeneracion de
plantas in vitro. El sistema mas utilizado y con mayores éxitos es el cultivo de meristemos,
suplementado en muchos casos, por tratamientos de termoterapia o quimioterapia (Fraccioli y
Marani, 1998). En otras especies vegetales lefiosas como los citricos, la vid, el manzano y otros
el cultivo de meristemos caulinares in vitro no ha permitido la recuperacion de plantas
completas. Como alternativa para lograr plantas libres de patogenos, se ha utilizado la técnica

de microinjerto de apices caulinares in vitro (George y cols., 2008).

La micropropagacion se utiliza a escala comercial para la multiplicacion de gran cantidad de
plantas herbaceas y de numerosos genotipos lefiosos. La producciéon masiva de embriones
somaticos y la capacidad de desarrollar plantas completas a partir de los mismos, presenta un
elevado potencial en la tecnologia de semillas artificiales en especies forestales (Dumet, 1994).
En la mayoria de los casos la propagacion se lleva a cabo mediante la brotacion de yemas

axilares (George y cols., 2008).

Cuando la conservacion de semillas no asegura la viabilidad de un banco de germoplasma (en el
caso de cultivares altamente heterozigoticos; en especies de citricos monoembridnicas; en
cultivares sin semilla, como muchos citricos, platanos, etc.; en plantas que producen tubérculos,
etc.) las técnicas de cultivo de tejidos in vitro ofrecen alternativas a las formas tradicionales de

conservacion basadas en colecciones de plantas cultivadas en campo (Pérez, 2000).

Ademas, se pueden cultivar in vitro embriones zigéticos con el propdsito de recuperar hibridos
que, en condiciones naturales, abortan debido a la incompatibilidad resultante de cruces
interespecificos o intergenéricos o a su inmadurez. Cuando los efectos fisioldgicos ocurridos en
el ambito de la semilla impiden o limitan el desarrollo de los embriones, la extraccion del
embrion y su cultivo en un medio nutritivo adecuado permite el desarrollo 6ptimo de la plantula

(Tanji, 2002).

La variacion somaclonal puede ser inducida en los cultivos in vitro con el fin de generar
variabilidad genética que puede ser explotada directamente o en posteriores programas de
mejora (George y cols., 2008). El cultivo de tejidos vegetales in vitro es una herramienta
indispensable para la transformacion genética de especies de interés agrondomico y ornamental.
La transformacion genética consiste en la introduccién de genes foraneos en el genoma de
algunas células vegetales a partir de las cuales se generan plantas completas fértiles. La
expresion de estos genes en la planta implica una modificacion puntual de la variedad de partida
sin alterar el resto de las caracteristicas propias de dicha variedad. Esto ha permitido disponer de
una herramienta muy util para la mejora de especies cultivadas, eludiendo algunas de las

técnicas de la mejora convencional.

-39

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




1. Introduccion general

Las técnicas de transformacion de genes mas utilizada han sido la transformacion mediada por
Agrobacterium sp., la transferencia directa a protoplastos mediante tratamientos quimicos o
eléctricos y la transferencia directa a células y tejidos mediante bombardeo de microproyectiles.
En todos los casos, el éxito de la obtencion de plantas transgénicas depende de la frecuencia de
la transferencia de genes y de la posibilidad de diferenciacion de las células, siendo este Gltimo
el factor mas limitante en la mayoria de las especies recalcitrantes a la transformacion genética

(Pérez-Clemente y cols., 2004).
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El objetivo principal de este trabajo es profundizar en el conocimiento de las bases fisiologicas
de las respuestas de los citricos al estrés bidtico y abidtico. A continuacion se describen los

objetivos especificos que se han buscado en la investigacion:
I. Estudio de la fisiologia de los citricos en condiciones de estrés osmotico

En este estudio se ha empleado el patron citrange Carrizo que muestra una elevada sensibilidad
al estrés hidrico. Plantas intactas y brotes aislados de este genotipo se han sometido a diferentes
tratamientos osmoticos. Para ello se ha disefiado, en primer lugar, un sistema que ha permitido
el establecimiento de las condiciones 6ptimas para el cultivo y propagacion in vitro de citricos.
Se ha estudiado los dafios inducidos por el estrés y la acumulacion de prolina, tanto en la parte
aérea como en el sistema radicular, asi como la regulacion hormonal determinando el patron de
acumulacion de ABA, JA y SA. Se ha estudiado también, el dafio oxidativo provocado por el

estrés osmotico mediante la determinacion de MDA junto con la respuesta antioxidante vegetal.
I1. Estudio de la fisiologia de los citricos en condiciones de estrés salino

El objetivo ha consistido en profundizar en el conocimiento de las respuestas fisiologicas y
bioquimicas de distintas especies de citricos, sometidas a estrés salino, obviando el efecto de
filtro de iones CI de las raices. Para ello se han elegido tres patrones de citricos ampliamente
utilizados en la citricultura espafiola, que muestran diferente tolerancia al estrés salino: citrange
Carrizo, citrumelo CPB 4475 y mandarino Cleopatra. Tras cultivar plantas de los tres genotipos
ex vitro e in vitro en medio salinizado, se ha determinado el contenido de prolina, iones CI’,
ABA, SA y MDA, discutiendo los posibles mecanismos bioquimicos de adaptacion

diferenciales entre patrones sensibles y tolerantes a la salinidad.
I11. Estudio de la fisiologia de los citricos en condiciones de estrés inducido por virus

Para profundizar en el conocimiento de las respuestas de los citricos al CTV se han considerado
aspectos fisiologicos y morfologicos. Como modelo experimental se ha utilizado un genotipo
muy sensible a la enfermedad que se ha infectado con dos cepas de diferente virulencia. Se ha
estudiado los dafios inducidos por el virus en la planta y la concentracion de prolina en hojas.
Ademas, se ha estudiado el comportamiento de la maquinaria fotosintética en condiciones de
estrés bidtico, determinando parametros de intercambio gaseoso (A, E, g, Ci/C,) asi como de
fluorescencia de clorofilas (Fv/Fy, @psi, Fo y NPQ). Se ha determinado la concentracion de
MDA como marcador del dafio oxidativo que el virus provoca en las plantas. También, se ha
estudiado la respuesta antioxidante vegetal mediante el andlisis de las actividades enzimaticas
CAT y APX. Junto a estos parametros, se ha determinado el patréon de acumulacion de ABA, JA

y SA, y se ha realizado un perfilado metabolomico.

-43-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




2. Objetivos y plan de trabajo

-44-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




3. ESTRES OSMOTICO EN CITRICOS






3. Estrés osmotico. INTRODUCCION

3. ESTRES OSMOTICO EN CITRICOS
3.1. INTRODUCCION

Los citricos son plantas de origen tropical y necesitan para su correcto desarrollo un ambiente
himedo tanto en el suelo como en la atmosfera. Sus necesidades hidricas se estiman entre 7,500
y 12,000 m® ha" al afio (Agusti, 2003). En la zona mediterrdnea ademas de no alcanzarse los
valores de precipitacion necesarios, la lluvia no se distribuye homogéneamente a lo largo del
tiempo, alternandose periodos muy secos con periodos de lluvias torrenciales. Con tales
condiciones, el cultivo comercial debe ir acompafiado de riego artificial, pero aun asi, los
citricos pueden verse con frecuencia sometidos a condiciones de estrés hidrico (Agusti, 2003).
La exposicion de las plantas a un ambiente con limitaciones de agua durante varios estadios de

desarrollo parece activar multiples cambios fisiologicos y bioquimicos (Araus, 2004).

Para evitar las pérdidas por transpiracion durante el estrés por sequia, la primera respuesta de las
plantas es el cierre de estomas (Gomez-Cadenas y cols., 1996; Mansfield y Atkinson, 1990).
Como consecuencia del cierre de estomas se produce una reduccion de la concentracion de CO,
disponible que da lugar a una sobrereduccion de los componentes de la cadena de transporte
electronico (Brakke y Allen, 1995). En una situacion en que el estrés hidrico sea muy intenso y
prolongado, la pérdida de agua provoca dafios y la marchitez de las hojas. Para evitar este
proceso las plantas disminuyen su potencial osmoético celular con la acumulacion de solutos en
el citoplasma y esto ayuda al movimiento de agua hacia el interior de la célula aumentando su
turgencia. La prolina es uno de los aminoacidos que mas se acumula como respuesta a distintos
tipos de estrés como sequia (Kishor y cols., 1995). Sin embargo, el incremento de solutos puede
llegar a niveles toxicos pudiendo afectar al correcto funcionamiento de algunos enzimas (Foyer

y Noctor, 2005; Garcia-Sanchez y cols., 2007).

Durante el estrés hidrico indirecto causado por la inundacién del sustrato, los niveles de
actividad de algunos enzimas antioxidantes como CAT, APX y GR aumentan, protegiendo a la
célula de la oxidacion por ROS (Arbona y cols., 2008; Hossain y cols., 2009). Ademas, los
datos publicados en Arbona y cols. (2008) sugieren que la prolina tiene una minima accion
protectora frente a dicho estrés. Existe una relacion directa entre la sensibilidad de los citricos al

estrés por inundacion y la acumulacion temprana de MDA.

En plantas adultas de citricos, el estrés hidrico afecta a multiples parametros fisioldgicos. Se
inhibe el crecimiento vegetativo, se produce una disminucién en el perimetro del tronco, en el
crecimiento de los brotes y en el desarrollo foliar (Ortuno y cols., 2004). Por otra parte, un

estrés hidrico seguido de rehidratacion también produce floracion (Krajewski y Rabe, 1995).
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Los citricos sometidos a sequia severa pueden mostrar lesiones foliares e incluso hojas
marchitas pero sin llegar a producirse la abscision (Tudela y Primo-Millo, 1992). Sin embargo,
cuando el estrés se reduce por la lluvia o el riego, las hojas recuperan la turgencia y poco
después, se produce la abscision (Gomez-Cadenas y cols., 1996; Tudela y Primo-Millo, 1992).
Esta respuesta se explica por el hecho que en condiciones de estrés hidrico severo se promueve
la sintesis y acumulaciéon de 1-aminociclo-propano-1-carboxilico (ACC; precursor metabolico
de etileno) en las raices (Tudela y Primo Millo, 1992). La rehidratacion de las plantas hace que
el ACC se transporte a los brotes, donde se oxida a etileno y promueve la abscision foliar
(Arbona y cols., 2005; Tudela y Primo-Millo, 1992). E1 ABA parece desempefiar una funcion
primordial en la coordinacion de la magnitud del estrés osmoético con la intensidad de la
respuesta frente al estrés, mientras que el etileno, parece actuar como desencadenante de la
respuesta vegetal en forma de pérdida foliar (Gomez-Cadenas y cols., 1996). Por otra parte, el
ABA esta implicado en dos procesos importantes durante el estrés hidrico, por un lado en el
balance hidrico a través de la regulacion de la apertura y cierre de estomas, y por otro en la
induccion de genes que codifican proteinas que protegen a las células de la deshidratacion

(Yamaguchi- Shinozaki y Shinozaki, 2006).

En una serie de experimentos con arboles cultivados en campo, Mahouachi y cols. (2005)
demostraron que también la sintesis de giberelinas puede estar reprimida por estrés hidrico en
este cultivo. Ademds, mediante experimentos donde se combinaron ciclos de estrés y

rehidratacion se comprobo que la sequia afecta negativamente al cuajado del fruto.

Una de las limitaciones en el estudio de las respuestas fisiologicas de los citricos al estrés
hidrico consiste en encontrar un sistema experimental adecuado. Muchas de las respuestas
hormonales se han evidenciado en sistemas de choque hidrico muy severos (Gomez-Cadenas y
cols., 1996; Tudela y cols., 1992). En el otro extremo, en los experimentos de campo no es
posible controlar el estrés impuesto debido a las condiciones climaticas cambiantes (Mahouachi
y cols., 2005). Debido a estos problemas, algunas de las respuestas de las plantas al estrés
hidrico se han obtenido utilizando sistemas que inducen un estrés hidrico indirecto en la parte
aérea debido al mal funcionamiento de la raiz (Arbona y Gémez-Cadenas, 2008; Arbona y cols.,

2008; 2009a).

Con estos antecedentes, parece justificado plantear un sistema in vitro que permita el estudio
detallado de las respuestas fisiologicas de los citricos sometidas a condiciones de estrés hidrico.
Este sistema permitiria imponer estreses osmoéticos o salinos de forma continua y en

condiciones controladas.
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3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Material vegetal y medios de cultivo
3.2.1.1. Ajuste de las condiciones de cultivo in vitro y obtencién de material vegetal

En una primera serie de experimentos llevados a cabo in vitro, se utiliz6 como fuente de
material vegetal plantas de citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L.
Raf., CC) cultivadas en el invernadero. Se cortaron varetas de 15 cm de longitud y se eliminaron
sus hojas, se desinfectaron por inmersion durante 10 min en una solucion al 2 % (v/v) de
hipoclorito de sodio con 0.1 % (v/v) de agente humectante Tween 20. Después se lavaron tres
veces con agua desionizada estéril. Se cortaron segmentos nodales de 1 cm de largo y se
cultivaron en placas de Petri de 9 cm de diametro que contenian 25 mL de medio basal (MB),
constituido por las sales inorganicas de Murashige y Tucker (1969), 100 mg L™ i-inositol, 1 mg
L' piridoxina-HCI, 0.2 mg L de tiamina-HCl, 1 mg L de 4cido nicotinico, 40 mg L de
adenina y 30 g L' de sacarosa. El pH se fijo en 5.7 = 0.1 con NaOH 0.1 N antes de esterilizar.

El medio se gelifico con la adicion de 9 g L™ de agar (Pronadisa, Madrid, Espaiia).

Con el fin de disponer de suficiente cantidad de material vegetal para realizar los ensayos, se
procedio a la micropropagacion de las plantas obtenidas a partir de la brotacion de las yemas de
los segmentos nodales. Para ello los brotes se cultivaron individualmente en tubos de ensayo, y
como medio de cultivo se utiliz6 un medio de multiplicacion (MM) para promover el desarrollo
de yemas axilares. EI MM consistio en medio MB suplementado con 0.4 mg L' de 6-
benzilaminopurina (BAP) y 0.2 mg L™ de acido giberélico (GAs). Pasado un periodo de tiempo
de 15 dias, los brotes obtenidos se individualizaron y se cultivaron en un medio de elongacion
(ME) para que alcanzaran una altura de 15 mm. Este medio consistid en el medio MB
suplementado con 0.2 mg L™ de BAP y 0.2 mg L' de GA;. Los cultivos se mantienen con un
fotoperiodo de 16 horas (h) de luz y 8 h de oscuridad, temperatura de 26.0 + 0.1 °C y con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) de 70 pmol m™2s™.

Otra parte del experimento se desarrollo utilizando plantas con sistema radicular intacto. El
material vegetal para este ensayo se obtuvo mediante la desinfeccion y cultivo de semillas in
vitro en medio MB en condiciones de oscuridad. Tras dos semanas en oscuridad, las plantas se
transfirieron a las condiciones de cultivo descritas para brotes. Cuando la plantula desarrolld
una raiz de aproximadamente 3 cm de longitud, se seleccionaron las plantulas sanas para

cultivarlas en el medio de tratamiento.
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3.2.1.2. Ajuste del sistema de cultivo més adecuado para el cultivo y determinacion de la
concentracion de PEG-6000

El medio de cultivo utilizado para el estudio fue el medio ME. Como soporte mecanico tanto
para los brotes como para las plantas, se utilizo un disco de papel de filtro autoclavado, con un

orificio central para colocar el tallo (Figura 3.1).

Para estudiar la tolerancia al estrés hidrico en condiciones controladas se afiadieron diferentes

concentraciones de polietilén-glicol-6000 (PEG-6000) al medio de cultivo ME.

ATy e —
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Figura 3.1. Iméagenes del cultivo in vitro de plantas intactas y de brotes aislados de citrange Carrizo. (A)
Sistema de cultivo in vitro (izquierda), tanto de planta intacta (centro) como de brote aislado (derecha) a 0 ddt. (B)
Plantas intactas cultivadas en medio control (izquierda), PEGO75 (centro) y PEG150 (derecha) después de 10 dias.
(C) Brotes aislados cultivados medio control (izquierda), PEG050 (centro) y PEG075 (derecha) después de 30 dias.

Para obtener un determinado potencial osmoético en el medio de cultivo, se utilizé la férmula de
Michel y Kaufmann (1973) y se determinaron los gramos de PEG-6000 necesarios. Para
confirmar el valor del potencial osmético en el medio se cultivo, éste se mididmediante un

osmoémetro.

La concentracion de PEG-6000 mas adecuada para el estudio fue aquella que causase en las
plantas los dafios propios del estrés por deshidratacion, sin llegar a causar la muerte de la planta.
Se afadieron concentraciones crecientes de PEG-6000 al medio ME: 10.10 (PEG025), 20.20
(PEG050), 25.00 (PEGO075), 33.30 (PEG100) o 37.76 (PEG150) % (p/v). Se utilizd como
control los brotes cultivados en ME. Después de 10, 20 y 30 dias en cultivo se determiné el
porcentaje de plantas afectadas por deshidratacion. Estos datos permitieron seleccionar PEG075

y PEG150 como tratamientos de estrés hidrico moderado y severo respectivamente, para los
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experimentos con planta enraizada. Para los experimentos en los que el material vegetal eran

solo brotes, los medios seleccionados fueron PEG050 y PEGO075.

En todos los experimentos, el material vegetal se cultivd en cédmaras de cultivo en las

condiciones descritas en el Apartado 3.2.1.1.
3.2.2. Seguimiento del cultivo y recogida de datos
3.2.2.1. Sintomas visibles de dafios en plantas y brotes

Los sintomas que se observan en las plantas sometidas a este tipo de estrés son: amarillamiento
de las hojas, necrosis en la zona distal del limbo, asi como en los apices y en las raices,
abscision foliar, acucharamiento y disminucion del sistema radicular, principalmente. Por lo
tanto, para cuantificar los dafios foliares en estos experimentos, se registro de forma periddica

diferentes parametros:

1. Para cuantificar el nimero de plantas afectadas se consideré que un brote afectado era
aquel que mostraba al menos un 50 % de sus hojas afectadas. Mientras que se
consideraba que una planta enraizada estaba afectada cuando mostraba al menos el 50
% de las hojas afectadas y/o mostraba dafios en la raiz. El nimero de plantas afectadas

se represento en valores porcentuales respecto del total de plantas sometidas a estrés.

2. Para constatar la evolucion de la sintomatologia foliar y radicular caracteristica del
estrés hidrico en plantas tratadas con respecto a plantas control se realizaron fotografias

de las plantas y se tomaron datos de las hojas y las raices de forma periddica.

3. Para cuantificar los efectos del estrés osmoético en el crecimiento de las plantas se

realizaron mediciones de la longitud del brote y de la raiz de cada una de las plantas.

4. Para cuantificar el dafio provocado por el déficit hidrico en la parte aérea se anotaron el
numero de hojas sin sintomas aparentes, hojas deshidratadas y hojas necrosadas de cada
bote. Los datos se representaron realizando el sumatorio de las hojas que mostraban un
determinado sintoma con respecto al total de hojas desarrolladas en los brotes para cada

tratamiento. Se anotd también el numero de apices necrosados en cada caso.

5. A su vez, para cuantificar los sintomas observados en la raiz después del tratamiento y
su evolucion a lo largo del tiempo, se anotd el nimero de plantas con deformaciéon o
necrosamiento del apice. Se tomaron medidas del didmetro de la raiz y se cuantifico el
niumero de plantas con un sistema radicular con un diametro menor que las plantas

control.

Se tomaron datos a los 10, 20 y 30 ddt de un total de 500 plantas y 500 brotes para cada

tratamiento y dia de cultivo.
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3.2.2.2. Obtencion de material vegetal para las determinaciones analiticas

El material vegetal se recogio por separado (por un lado hojas y tallos y por otro el sistema
radicular de plantas intactas) y se lavo con agua destilada para eliminar cualquier residuo.
Seguidamente se triturd y congeld en nitrogeno liquido. El material vegetal se conservé en un

congelador a -80 °C hasta su utilizacion posterior.
3.2.2.3. Anélisis de malondialdehido (MDA)

La cuantificacion del dafio oxidativo provocado por el estrés hidrico se realizd mediante el
analisis de la concentracion de MDA, siguiendo el método descrito por Hodges y cols. (1999).
Para llevar a cabo la extraccion del MDA se homogeneizaron 0.5 g de tejido vegetal fresco con
etanol al 80 % (grado PRS, Scharlau, Barcelona, Espafia) con la ayuda de un dispersador (Ultra-
Turrax, IKA-Werke, Staufen, Alemania) y se centrifugd a 4400 rpm durante 30 minutos a 4 °C.
Después, una alicuota del sobrenadante se hizo reaccionar, por un lado, con acido
tricloroacético (TCA, grado ACS, Panreac, Barcelona, Espafia) al 20 % (p/v), y por otro, con
una mezcla de TCA al 20 % (p/v) y acido tiobarbitarico (TBA, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
al 0.5 % (p/v). Ambas mezclas se dejaron reaccionar a 90 °C en bafio termostatado durante una
hora. Al finalizar, se dejaron enfriar en bafio de hielo durante 15 minutos. A continuacion, se
centrifugaron nuevamente a 4400 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Finalmente, se leyd la
absorbancia (Abs) a 440, 532, 600 nm, en el espectofotometro (Thermo Spectronic) sobre la
reaccion del extracto con la mezcla de TCA y TBA; y a 532 y 600 nm sobre la reaccion del
extracto con TCA. La concentracion de MDA en los extractos se calculd como se describe en

Arbona y cols. (2008).
3.2.2.4. Determinacion de la actividad enzimatica antioxidante

Para determinar la actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) se utilizaron
0.25 g de tejido fresco y se homogeneizaron en 2.5 mL de solucion de extraccion con la ayuda
de un mortero a 4 °C. Esta solucion de extraccion consistio en tampon fosfato soédico 50 mM pH
7.1 suplementado con ascorbato sodico 0.2 mM y EDTA-Na, 1 mM. El homogenado resultante
se filtr6 a través de una doble capa de tela de muselina y se centrifugé a 3000 rpm durante 45
min a 4 °C. Después se diluyd en proporcion 1:5 con el mismo tampon fosfato soédico antes de

realizar el analisis.

El analisis de la actividad del enzima APX se realizé segin el método espectrofotométrico
descrito por Asada (1984), en el cual se mide la disminucion de la absorbancia a 290 nm como
consecuencia del consumo del ascorbato sédico en presencia de perdxido de hidrogeno (H,O,).
Se corrigid la pendiente de actividad del APX realizando una recta de calibrado por el método
de Bradford (1976) tomando los datos del andlisis del ascorbato oxidasa (que consume
ascorbato con independencia de H,O,) y también con los datos de la oxidacion inespecifica del
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ascorbato producida por el H,O,. Una vez finalizado el proceso, se determiné la actividad del
enzima APX con el espectrofotometro a 290 nm. La actividad enzimatica que produce la
oxidacion de 1 mmol de ascorbato por minuto se tom6 como una unidad de APX, de acuerdo

con la bibliografia (Asada, 1984).

Para determinar la actividad del enzima catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se homogeneizaron 0.15 g
de tejido con tampon fosfato sddico 50 mM, pH 6.8, filtrando el homogenado y centrifugandolo
como se ha descrito para APX. El analisis enzimatico se realizé segin el método descrito por
Brennan y Frenkel (1977), en el que se utiliza un reactivo de titanio para valorar la
concentracion de H,O, en disolucidn, la reaccion del titanio con el H,O, produce hidroperoxido
de titanio que absorbe a 415 nm; la relacion entre la concentracion de H,O, y la absorbancia a
415 nm después de reaccionar con el reactivo de titanio es lineal dentro del rango estudiado. En
nuestras condiciones el reactivo de titanio utilizado fue solucion patréon comercial de titanio en
HCI (Panreac, Barcelona, Espafia). El extracto, diluido también 1:5 con el mismo tampon
sodico, se analiz6 afiadiendo 100 pL a 900 puL de una disolucion de H,O, 3 mM en tampdn
fosfato s6dico 50 mM pH 6.8 y manteniendo esta mezcla a 30 °C en bafio termostatado. A 0, 7,
10, 15 y 20 minutos después de la adicion del extracto enzimatico se tomaron 150 pL de la
mezcla y se afiadieron 850 pL de una disolucion de TiCly. Tal como se describe en la
bibliografia (Brennan y Frenkel, 1977), se defini6 una unidad de actividad CAT como la

actividad enzimatica que metaboliza 1 mmol de H,O, por minuto.

Las actividades enzimaticas se expresaron como unidades arbitrarias por mg de proteina. El
contenido en proteina del extracto diluido se determind mediante el método descrito por

Bradford (1976).
3.2.2.5. Determinacion de la concentracion de prolina

Para la determinacion de la concentracion de prolina, se homogeneizaron 0.05 g de tejido fresco
en 5 mL de acido sulfosalicilico al 3 % (Panreac, Barcelona, Espafia) utilizando un dispersador
(Ultra-Turrax, IKA-Werke, Staufen, Alemania). Posteriormente, el homogenado se centrifugo a
4000 rpm durante 45 min a 4 °C y se recuperd 1 mL del sobrenadante. El analisis se llevd a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Bates y cols. (1973). El sobrenadante se combiné con 2 mL
de una mezcla de acido acético glacial y reactivo de ninhidrina (Panreac, Barcelona, Espafia) en
proporcion 1:1 (v:v). Esta mezcla se dejo incubar a 100 °C en bafio termostatado durante 1 h.
Pasado este tiempo, se dejo enfriar en bafio de hielo y se particiono la solucidon acuosa con 2 mL
de tolueno. La fase organica se recuper6 para medir la absorbancia a 520 nm. El valor obtenido
se interpold en una curva estandar realizada con prolina comercial (Sigma-Aldrich, Madrid,

Espana).
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3.2.2.6. Determinacion de fitohormonas

Para la determinacion de las fitohormonas estudiadas se siguio el protocolo descrito en Arbona
y Gomez-Cadenas (2008) y Durgbanshi y cols. (2005). Se pesaron 0.5 g de material vegetal
fresco y se afadieron como patrones internos 100 ng de [*H¢]-ABA (preparado segiin se
describe en Goémez-Cadenas y cols., 2001b), 100 ng de acido dihidrojasmoénico y 100 ng de
[*H4]-SA (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). A continuacion, se afiadieron 5 mL de agua
desionizada. La mezcla se homogeneizo utilizando un dispersador (Ultra-Turrax, IKA-Werke,
Staufen, Alemania) y se centrifugd a 4000 rpm durante 45 minutos a 4 °C. El pH del
sobrenadante se ajustd a 3.0 con una solucidon de acido acético al 15 % (v/v) y se hicieron dos
particiones con 3 mL de éter etilico (grado ACS, Scharlau, Barcelona, Espaiia). La fase organica
se recuperd y se secO a temperatura ambiente en una centrifuga de evaporacion a vacio (RC
10.22, Jouan, Saint-Herblain Cedex, Francia). El residuo seco resultante se resuspendid
anadiendo primero 100 puL de metanol (grado HPLC, Scharlau) y sonicando durante 5 minutos.
Posteriormente se completé el volumen hasta 1 mL con agua ultrapura (Nanopure™, Barnstead,
RU) y se hizo pasar por filtros de celulosa regenerada de 0.2 um de tamafio de poro. A
continuacion, el extracto se inyecté en un equipo de HPLC (Waters Alliance 2860, Waters
Corp., Milford, EEUU) acoplado a un espectrometro de masas en tdndem con interfase de
electrospray (Quattro LC, Micromass, Manchester, RU). La separacion se llevo a cabo en fase
reversa en una columna de C18 (Kromasil 100 C18 5 um 100 x 2.0 mm, Scharlau) utilizando
como solventes acido acético al 0.01 % en agua ultrapura y metanol (grado HPLC, Scharlau,
Barcelona, Espafia). La deteccion de los compuestos se realizd en modo electrospray negativo
(ES"). El tiempo de retencion de cada fitohormona junto con su relacion m/z y la de los
respectivos iones producto se muestran en la Tabla 3.1. La cuantificacion se realizoé en base a
una curva de calibrado inyectada previamente, tal y como se describe en Durgbanshi y cols.

(2005).

Tabla 3.1. Tiempo de retencién y transiciones especificas para cada fitohormona. En la columna de la derecha se

indican las transiciones correspondientes a cada analito en modo ES-.

Compuesto Tiempo de retencion (min) Transicion (m/z)
ABA 11.70 263>153
JA 13.30 209 > 59
SA 8.20 137>93
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3.2.3. Andlisis estadistico

Para la realizacion del ensayo se utiliz6 un disefio completamente al azar. Los resultados fueron
analizados utilizando el programa informatico S-PLUS 6.1 (Insightful Corporation). Los efectos
de las diversas pruebas realizadas se determinaron mediante la aplicacion del analisis de
varianza unifactorial (ANOVA) y separacion de medias (método de Tukey, p<0.05) de los

datos.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Establecimiento de las condiciones de cultivo idéneas para el estudio del estrés

osmotico en CC

Para estudiar el efecto del estrés osmotico en citricos, se seleccion6 el genotipo CC, patron
sensible a la salinidad y al estrés hidrico, y se realizé un estudio previo para ajustar la dosis de
PEG-6000 a aplicar en el medio de cultivo. Se cultivaron las semillas in vitro y después de 4
semanas se seleccionaron las plantulas con un tamafio similar y se cultivaron en las condiciones
descritas en el Apartado 3.2.1. Se ensayaron concentraciones crecientes de PEG-6000 para

alcanzar presiones osmoticas de -0.50 (PEG050), -0.75 (PEG075) y -1.50 MPa (PEG150).

Después de 20 dias, las plantas cultivadas en medio PEGO075 tenian un crecimiento radicular
menor que las plantas control. Al final del experimento, las plantas cultivadas en condiciones de
estrés osmotico moderado (PEG050) crecieron significativamente menos que las plantas control
(un 10.00 % y un 11.00 % menos en parte aérea y radicular frente al control). Las plantas
estresadas con una concentracion mas alta de PEG-6000 (PEGO075), disminuyeron su
crecimiento un 17.19 % en la parte aérea y un 10.48 % en la radicular. Mientras que, las plantas
sometidas a un estrés osmotico severo (PEG150) experimentaron un crecimiento
significativamente menor y, a los 30 ddt, crecieron un 34.69 % y un 34.47 % menos en la parte

aérea y en la parte radicular, respectivamente, que las plantas control (Tabla 3.2).

A los 10 ddt se observaron sintomas de deshidratacion en las hojas de las plantas cultivadas en
los diferentes tratamientos. La severidad de los dafios y el porcentaje de plantas afectadas fue
aumentando con el tiempo de tratamiento. A los 30 ddt, el 31.52 % de las plantas cultivadas en
medio PEG050 estaban afectadas, mientras que en las plantas cultivadas en medio con
concentraciones de PEG-6000 mas elevadas, el porcentaje de plantas superaba el 76.00 %

(76.07,79.01 y 93.56 % en medio PEGO075, PEG100 y PEG150, respectivamente) (Tabla 3.3).

El sistema radicular también sufrié dafios en plantas sometidas a condiciones de estrés. El 16.67
% de las plantas cultivadas en PEG075 mostraron necrosamiento del apice radicular, porcentaje
que aumentd de forma constante hasta el final del periodo experimental. Las plantas cultivadas
en PEG050, mostraron dafios en el sistema radicular a los 30 ddt (10.00 % de apices radiculares

necrosados) (Tabla 3.3).

En cuanto a las plantas cultivadas en condiciones de presion osmotica de -1.50 MPa, el dafio
causado por el déficit hidrico se observd desde el inicio del tratamiento y fue aumentando a lo
largo de todo el periodo experimental. Por tanto, se consideré que las concentraciones de PEG-
6000 mas adecuadas para evaluar la tolerancia de las plantas intactas de citricos cultivadas in

vitro serian las alcanzadas en los medios de cultivo PEG075 (dosis baja) y PEG150 (dosis alta).
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Del mismo modo, y para establecer las condiciones de cultivo que permitieran estudiar los
efectos del estrés osmoético en brotes de CC cultivados in vitro, se ensayo el efecto de
concentraciones crecientes de PEG en el medio de cultivo, que proporcionaron presiones

osmoticas de -0.50, -0.75 y -1.00 MPa (Tabla 3.2 y 3.3).

Tras observar los sintomas causados en las hojas se considerdé que la dosis de PEG-6000 que
causaba dafios moderados en los brotes asilados era la alcanzada en el medio PEG050 y la que

causaba dafios severos era la alcanzada en el medio PEG075.
3.3.2. Efecto del estrés osmotico en el crecimiento de las plantas intactas

El efecto del estrés hidrico sobre el crecimiento de la parte aérea y de la parte radicular fue
evidente durante todo el periodo experimental. Como se observa en la Tabla 3.2, la disminucion

en la tasa de crecimiento, respecto a las plantas control, fue mayor en las cultivadas en PEG150.

Después de 10 dias de cultivo, la longitud de los tallos de las plantas sometidas a estrés severo
era un 25.66 % menor que en plantas control, mientras que las plantas cultivadas en la dosis
menor de PEG-6000 habian crecido un 27.26 % menos. Al final del periodo experimental, los
tallos de las plantas control alcanzaron una longitud de 6.40 = 0.24 cm, los de plantas cultivadas

en PEGO075 4.68 £ 0.20 cm y los de plantas sometidas a estrés severo 3.84 £ 0.15 cm.

El sistema radicular también se vio afectado por el estrés hidrico. El crecimiento radicular fue
menor en plantas estresadas que en plantas control durante todo el periodo experimental, siendo
las diferencias estadisticamente significativas a los 10 ddt en las plantas cultivadas en PEG150 y
a 20 ddt en las cultivadas en PEG075. La longitud de las raices de las plantas sometidas a estrés
mas severo, fue un 22.91 % menor que la de las plantas control a los 10 dias después de iniciado
el tratamiento, un 25.85 % a los 20 dias, y un 34.47 % menor al final del tratamiento, con
respecto al control. Las raices de las plantas cultivadas en medio PEGO75 crecieron
significativamente menos que las plantas control, pero de forma no tan acusada como la

observada en plantas cultivadas en medio PEG150.
3.3.3. Sintomatologia en plantas sometidas a estrés osmotico

Los sintomas causados por el estrés osmotico fueron deshidratacion del tejido foliar y necrosis
en la parte distal de la hoja, que se fue extendiendo por el limbo. Otros dafios observados en las
plantas sometidas a estrés fueron disminucion del didmetro de la raiz y deformacion de la
misma, asi como necrosis del apice radicular, esta sintomatologia en raices sometidas a
condiciones de estrés hidrico estuvo siempre asociada a dafos en la parte aérea de la planta
(Figura 3.2). Tanto el porcentaje de plantas afectadas como la severidad de los dafios

aumentaron a medida que progresaba el periodo de ensayo.
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Para conocer con mas detalle el efecto del estrés en estas plantas, se determino el porcentaje de
hojas necrosadas asi como el porcentaje de hojas deshidratadas (Figura 3.2 C; Tabla 3.4). El
primer sintoma fue la aparicion de hojas deshidratadas en plantas cultivadas en medio PEG150,
que afecto al 59.01 % de las plantas a los 10 ddt. Al final del periodo de ensayo practicamente el
100 % de las plantas estaban afectadas. En plantas cultivadas en medio PEGO075, el porcentaje

de plantas con hojas deshidratadas fue del 39.70 y 56.79 %, a los 20 y 30 ddt, respectivamente.

En plantas cultivadas en PEG150, a los 10 ddt, el porcentaje de hojas que mostraban necrosis
fue de un 20.99 %. Diez dias después, el porcentaje de hojas necrosadas aumentd de forma
significativa, alcanzado un total de 28.08 %. Al final del experimento, practicamente todas las
hojas de las plantas sometidas a un estrés severo estaban afectadas, siendo el porcentaje de hojas

que no mostraban sintomas aparentes debidos al estrés hidrico fue del 3.19 %.

En plantas cultivadas en PEG075, el porcentaje de hojas que sufrieron dafios fue menor, 47.80
% mostraron deshidratacion y 15.12 % necrosis a los 10 ddt. En plantas cultivadas en este
medio, el porcentaje de plantas con hojas deshidratadas fue practicamente el mismo que el
porcentaje de plantas que no mostraban dafios aparentes después de 10 (37.07 vs 47.80 %) y 20
dias (34.71 vs 39.70 %). El porcentaje de hojas necrosadas aumentd ligeramente a medida que
transcurria el tiempo del experimento, 15.12, 25.60 y 26.34 % a los 10, 20 y 30 ddt,
respectivamente. En plantas sometidas a estrés moderado durante 30 dias, el dafio foliar
mayoritario fue el de hojas deshidratadas (56.79 %), mientras que en las plantas sometidas a

estrés severo el porcentaje de hojas necrosadas fue mayor (59.57 %).

En la Tabla 3.4 se muestra el porcentaje de plantas que mostraron dafios en el apice caulinar
como consecuencia de su exposicion a condiciones de estrés hidrico (Figura 3.2 D). Un 6.86 %
de las plantas mostraron este sintoma a los 10 dias de cultivo en PEG150. Diez dias después,
este porcentaje aumentd, observandose en un 15.69 % de las plantas. Al final del periodo
experimental el 48.28 % de las plantas mostraban este dafo. En el caso de plantas sometidas a
estrés moderado, a los 10 ddt ninguna planta mostré este dafio. Sin embargo, 20 ddt se observo
necrosis apical en un 6.25 % de las plantas, porcentaje que aument6 a 15.22 % después de 30

dias de ensayo.

Las plantas sometidas a un estrés osmoético mostraron una reduccion del grosor de la raiz

respecto a las plantas control (Tabla 3.5; Figura 3.2 E).

Otro sintoma observado fue la deformacion del apice radicular (Tabla 3.5; Figura 3.2 F). A los
10 ddt, el 91.18 % de las plantas cultivadas en PEG150 mostraron esta deformacion, porcentaje
que aument6 a medida que trascurria el tiempo de tratamiento llegando al 98.04 % a los 30 ddt.
En plantas sometidas a estrés moderado el porcentaje de plantas que mostraron este dafio fue

menor, aunque aumentdé a medida que transcurria el tiempo de tratamiento. A los 10 dias, el

-58-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




3. Estrés osmotico. RESULTADOS

20.10 % de las plantas presentaron deformacion del apice radicular, 20 dias después este

porcentaje aumento hasta alcanzar un total de 48.94 %.

Los sintomas foliares que se manifiestan en brotes aislados sometidos a estrés osmotico
coinciden con los representados en la Figura 3.2. El porcentaje de brotes que mostraron estos
sintomas se refleja en la Tabla 3.6 y fueron de magnitud similar a los cuantificados en hojas

plantas intactas.
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Tabla 3.2. Efecto del estrés osmatico sobre el crecimiento en plantas intactas y brotes de citrange Carrizo sometidos a estrés osmético.

Tiempo de tratamiento (dias)

20 30
Parte aérea  Parte radicular  Parte aérea  Parte radicular  Parte aérea  Parte radicular
Longitud de la planta Control 5.65+0.13° 873+£0.12' 636+0.17° 9.44+0.11° 6.40+024" 1030+0.17°
(cm) PEG050 499+0.11°  852+0.05 5.29+0.16° 9.17+0.10° 5.76+020° 9.17+0.18
PEGO075 411£0.15  811+£0.09° 5.19+0.16° 8.17+0.10° 530+0.20° 9.22+0.20°
PEG150 420+£0.12*  6.73+0.08° 4.17+0.12°  7.00+0.08°  4.18+0.15*  6.75+0.10°
Longitud del brote Control 2.75£0.09° - 4.14 £0.99° - 6.76 + 0.86° -
(cm) PEG050 1.02+0.11° - 1.09 +0.10° - 1.22 +0.09° -
PEGO075 0.83 + 0.09 - 0.82 + 0.08" - 0.82 + 0.08" -
PEG100 0.80 + 0.05" - 0.80 + 0.05° - 0.80 + 0.05° -

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,

independientes.
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Tabla 3.3. Evolucion de dafios foliares y radiculares en plantas intactas y brotes de citrange Carrizo sometidos a estrés osmotico.

Tiempo de tratamiento (dias)

10 20 30
Parte aérea  Parte radicular  Parte aérea  Parte radicular  Parte aérea  Parte radicular
Plantas afectadas Control 0.00 £0.00*  0.00+0.00°  0.00+0.00°  0.00+0.00°  0.00+0.00°  0.00 % 0.00°
(%) PEG050 10.81+0.11°>  226+0.06° 2320+0.09° 3.10+0.02° 31.52+1.01" 10.05+0.01°
PEG075 40.84+£0.08° 16.67+0.04° 49.39+0.07° 38.05+0.54° 76.07+0.05° 81.55+0.42°
PEG100 42.33+40.08° 40.94+021 51.53+0.66° 4225+0.67° 79.01 +£0.08° 83.05+0.66°
PEG150 61.02+0.12°  65.47+0.15° 76.11£0.20° 76.61 £0.15° 93.56+0.08" 92.65+0.23
Brotes afectados Control 0.00 £ 0.00? - 0.00 £ 0.00° - 0.00 £ 0.00° -
(%) PEG050 78.99 +0.28° - 84.51+0.50° - 91.25 £0.14° —
PEG075 94.89 +0.25° - 97.52+0.11° - 99.18 +0.15° -
PEG100 100.00 + 0.00° — 100.00 + 0.00° — 100.00 + 0.00° —

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun test de Tukey (p<0.05). Se representan medias * error estandar de 500 mediciones

independientes.
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Tabla 3.4. Sintomatologia en hojas de plantas de citrange Carrizo sometidas a estrés osmotico.

Tiempo de tratamiento (dias)

10 20 30
Hojas sin dafios aparentes  Control 100.00 + 0.00° 100.00 + 0.00° 100.00 + 0.00°
(%) PEGO075 37.07 £ 0.15° 37.71+0.11° 16.87 +0.15°
PEG150 20.00 £0.09* 8.13+£0.18* 3.19+£0.10%
Hojas deshidratadas Control 0.00 £ 0.00° 0.00 + 0.00* 0.00 + 0.00°
(%) PEGO075 47.80 + 0.08° 39.70 + 1.00° 56.79 £ 0.35°
PEG150 59.01 £0.07° 63.79 £0.25° 37.23 £0.20°
Hojas necrosadas Control 0.00 £+ 0.00° 0.00 £ 0.00" 0.00 = 0.00°
(%) PEGO075 15.12 +0.58° 26.34+0.21° 1522 £0.11°
PEG150 20.99 £0.18° 59.57 £0.13° 48.28 +0.13°
Apice necrosado Control 0.00 £+ 0.00° 0.00 £ 0.00* 0.00 = 0.00°
(%) PEGO075 0.00 = 0.00° 6.25+0.01° 15.22 +0.10°
PEG150 6.86 + 0.02° 15.69 +0.13°¢ 48.28 £ 0.08°

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segin test de Tukey (p<0.05). Se

representan medias + error estandar de 500 mediciones independientes.
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Tabla 3.5. Sintomatologia en raices de plantas de citrange Carrizo sometidas a estrés osmotico.

Tiempo de tratamiento (dias)

10 20 30

Raices deformadas Control 0.00 + 0.00? 0.00 +0.00° 0.00 + 0.00°
(%) PEGO075 20.10+0.21° 48.94 +0.06° 61.05+0.18°
PEG150 91.18 +0.59° 92.45 + 0.38° 98.04 + 0.20°

Raices necrosadas Control 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
(%) PEG075 16.67 +£0.20° 16.67 £ 0.20° 16.68 +0.32°
PEG150 59.01 +0.07° 63.79 + 0.25° 37.23 £0.20°

Raices mas estrechas Control 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
(%) PEGO075 4.05+0.15° 28.25+0.11° 35.65+0.11°
PEG150 15.06 +0.12° 79.67 £0.11° 88.75 +0.13°

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun test de Tukey (p<0.05). Se

representan medias + error estandar de 500 mediciones independientes.
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Tabla 3.6. Sintomatologia brotes aislados de citrange Carrizo sometidos a estrés osmatico.

Tiempo de tratamiento (dias)

10 20 30
Hojas sin dafios aparentes  Control 100.00 £ 0.00° 100.00 £ 0.00° 100.00 £ 0.00°
(%) PEG050 27.07 +0.15° 20.26 + 0.06b 6.56 +0.14°
PEGO075 18.00 + 0.09° 16.65+0.17° 2.05+0.18°
Hojas deshidratadas Control 0.00 = 0.00° 0.00 £ 0.00° 0.00 £+ 0.00°
(%) PEG050 37.71 +0.08° 33.15+0.26° 27.55 +0.26°
PEGO075 38.89 £ 0.19° 23.48 £ 0.58 9.20 +0.33°
Hojas necrosadas Control 0.00 + 0.00° 0.00 £ 0.00° 0.00 £ 0.00°
(%) PEG050 35.22+0.55 46.59 +0.19" 65.89 +0.19°
PEG075 42.14+0.17° 59.87 +0.14° 88.75+0.11°
Apice necrosado Control 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
(%) PEG050 0.00 + 0.00° 1.10 £ 0.01° 2.61 +0.08°
PEGO075 0.04 £ 0.02° 1.15+0.13° 3.86 +0.07°

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, segun

representan medias + error estandar de 500 mediciones independientes.
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Figura 3.2. Sintomatologia foliar y radicular del estrés osmatico en plantas intactas y brotes aislados de

citrange Carrizo. (A) Plantas control (izquierda), plantas cultivadas en medio PEG075 (centro), plantas cultivadas
en medio PEG150 (derecha). (B) Evolucién de los dafios foliares en brotes a 0, 10, 20 y 30 ddt. (C) Evolucién de los
dafios en hoja a 0, 10, 20 y 30 ddt. (D) Apice foliar dafiado. (E) Sistema radicular después de 30 dias de tratamiento
en plantas control (izquierda), plantas cultivadas en medio PEG075 (centro) y plantas cultivadas en medio PEG150
(derecha). (F) Deformacion y necrosis del extremo apical de plantas sometidas a estrés osmotico después de 10

(izquierda), 20 (centro) y 30 (derecha) dias de tratamiento.
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3.3.4. Efecto del estrés osmético en plantas intactas de CC cultivadas in vitro

3.3.4.1. Estrés oxidativo

El grado de dafio oxidativo provocado por el estrés osmotico en plantas de CC cultivadas in
vitro, se estimo cuantificando la concentracion de MDA en las hojas (Figura 3.3, panel superior)

y las raices (Figura 3.3, panel inferior) de estas plantas después de 10, 20 y 30 dias de estrés.

50 4

Y
30 4 7

20 1

MDA (nmol g peso fresco)

30

20 4
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10 20 30
Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 3.3. Concentracion de malondialdehido (MDA) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro.
Plantas control (o), plantas tratadas con PEG075 (&) y plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la
media de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seguin test de Tukey (p<0.05).

En plantas cultivadas en los medios suplementados con PEG-6000 se determinaron
concentraciones foliares de MDA similares, con independencia de la concentracion de PEG-

6000 utilizada, que fueron mayores a los valores obtenidos en plantas control tras 10 y 20 dias
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de tratamiento. Estas diferencias fueron mas acusadas a los 10 ddt, alcanzando las plantas
estresadas valores de MDA 1.38 veces mayores que las plantas control. Después de 30 dias de
estrés, los niveles de MDA foliar de plantas sometidas al estrés severo fueron 1.38 veces
superiores a los encontrados en plantas control (37.89 + 1.27 nmol g™). Las hojas de plantas
cultivadas en PEGO75 presentaron, al final del experimento, concentraciones de MDA
ligeramente superiores a las determinadas en las plantas control y significativamente menores a

las obtenidas en tejido foliar de plantas sometidas a estrés severo.

El patron de acumulacion de MDA en la parte radicular fue diferente al observado en la parte
aérea después de 10, 20 y 30 dias de estrés osmotico. Al inicio del experimento, las plantas
sometidas a estrés (independientemente de la concentracion de PEG-6000 utilizada en el medio
de cultivo), contenian concentraciones de MDA un 28.53 % menores que las encontradas en
plantas control. A los 20 ddt, se observo un incremento significativo de los niveles de MDA en
las raices de plantas sometidas a estrés moderado, determindndose concentraciones de MDA
1.76 veces mayores a las obtenidas en plantas control. De forma similar a lo observado al inicio
del tratamiento, a los 30 ddt, los niveles de MDA en raices de plantas control fueron superiores

a los determinados en raices de plantas sometidas a estrés.

Aunque tnicamente a los 20 dias de iniciado el ensayo las diferencias fueron estadisticamente
significativas, las raices de plantas sometidas a estrés severo mostraron, a lo largo de todo el
periodo experimental, concentraciones de MDA menores a las determinadas en plantas

sometidas a estrés moderado.

3.3.4.2. Concentracion de prolina

Como se muestra en la Figura 3.4, se produjo una rapida acumulacion de prolina en plantas
estresadas, tanto en la parte aérea (panel superior) como en el sistema radicular (panel inferior).
Durante todo el periodo experimental se determinaron concentraciones de este osmolito
mayores en plantas estresadas que en plantas control, con independencia del material vegetal
considerado, A los 10 ddt, las hojas de las plantas cultivadas en los medios PEG075 y PEG150
mostraron concentraciones 5.25 y 5.83 veces superiores a las medidas en hojas de plantas
control. Después de 10 y 20 dias de estrés, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de prolina entre brotes de plantas sometidas a estrés moderado y
los sometidos a estrés severo. Al final del periodo experimental, el contenido en prolina en hojas
de plantas cultivadas en medio PEG150 fue superior al medido en hojas de plantas cultivadas en

PEGO75, siendo las diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 3.4. Concentracion de prolina en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro. Plantas control (o),
plantas tratadas con PEG075 ( &) y plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la media de 4
determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

seglin test de Tukey (p<0.05).

Se determind también el contenido de prolina en la parte radicular de plantas sometidas a estrés
después de 10, 20 y 30 dias de tratamiento (Figura 3.4, panel inferior). Como se observa en la
figura, a lo largo de todo el periodo experimental las diferencias en el contenido en prolina
fueron estadisticamente significativas, tanto entre los tratamientos de estrés como con los
valores determinados para plantas control. Las raices de plantas control mostraron en todas las
determinaciones concentraciones basales de este osmolito, las de plantas sometidas a un estrés
moderado presentaron concentraciones intermedias y las de plantas sometidas a estrés severo
mostraron los valores mas elevados. Aunque la pauta de acumulacion de prolina se mantuvo en

el tiempo, los valores medidos para cada uno de los tratamientos se fueron reduciendo
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progresivamente, asi, en el caso de plantas cultivadas en medio PEG150, tras 10 dias de estrés,
el contenido de prolina en raices fue de 81.68 + 6.20 pmol g, mientras que a los 30 ddt las
raices contenian 45.47 + 2.21 pmol g”'. Esta reduccion también se observo en raices de plantas
cultivadas en medio PEG075, que pasaron de acumular 57.08 £ 1.77 pmol g a los 10 dias a
30.49 + 1.54 umol g a los 30 ddt.

3.3.4.3. Actividad de los enzimas antioxidantes
3.3.4.3.1. APX

En la Figura 3.5 se representa la actividad del enzima APX en la parte aérea y radicular de

plantas de CC cultivadas in vitro.

Como se observa en la figura, la actividad APX se incremento tanto en las plantas sometidas a
estrés osmoético moderado como severo. Las plantas cultivadas en medio PEGO075
experimentaron un rapido incremento de esta actividad enzimatica en la parte aérea (Figura 3.5,
panel superior). A los 10 dias de tratamiento, los valores fueron 2.81 veces superiores a los
registrados en plantas control. Estos valores se mantuvieron constantes mostrando diferencias
estadisticamente significativas respecto a las plantas control durante todo el ensayo. La
actividad APX en plantas sometidas al estrés severo fue mayor a la determinada para plantas
sometidas a estrés moderado durante todo el periodo experimental, siendo las diferencias

estadisticamente significativas.

En el sistema radicular (Figura 3.5, panel inferior) el estrés osmdtico tuvo un efecto similar en
la actividad del enzima APX al que se registr6 en la parte aérea. En este caso, el incremento de
la actividad APX fue un poco mas tardio que en la parte aérea. No se observaron diferencias en
la actividad de este enzima entre plantas control y estresadas a los 10 dias de iniciado el ensayo.
Sin embargo, a los 20 ddt se observd un incremento muy acusado de los valores registrados para
la actividad APX en plantas sometidas a estrés (3.48 y 4.94 veces superiores al control en
plantas cultivadas en PEG075 y PEG150). La actividad de este enzima, en plantas cultivadas en
PEG150, aument6 de forma progresiva y a los 30 dias alcanzo un punto maximo 3.40 veces
superior al control. Este aumento no fue tan acusado en plantas cultivadas en medio PEGO75
(1.56 veces superior al control). Aunque los valores de actividad enzimatica en plantas
estresadas fueron siempre mayores en aquellas sometidas a estrés severo, unicamente al final

del periodo experimental estas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 3.5. Actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in
vitro. Plantas control (0), plantas tratadas con PEG075 (B) y plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto
corresponde a la media de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, seglin test de Tukey (p<0.05).

3.3.4.3.2. CAT

En la Figura 3.6 se representan los valores obtenidos para la actividad CAT en plantas
sometidas a estrés osmotico, tanto en la parte aérea de la planta (panel superior) como en la
radicular (panel inferior). En todos los tratamientos, se produjo una disminucién de esta
actividad enzimatica en respuesta al tratamiento de estrés, con independencia de la severidad del

mismo.

En los brotes de las plantas control se determinaron valores para esta actividad enzimatica
significativamente superiores a los observados en brotes de plantas sometidas a estrés durante

todo el periodo experimental. Aunque las plantas sometidas a estrés moderado presentaron
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valores mayores a los registrados en el caso de plantas sometidas a estrés severo durante todo el
periodo experimental, las diferencias unicamente tuvieron significacion estadistica al final del

ensayo.
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Figura 3.6. Actividad del enzima catalasa (CAT) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro. Plantas
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control (O0), plantas tratadas con PEG075 ( By plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la media
de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seguin test de Tukey (p<0.05).

De la misma forma, se produjo una reduccién de la actividad del enzima CAT en la parte
radicular de plantas estresadas con respecto al control (panel inferior), existiendo diferencias
significativas entre tratamientos desde el inicio del ensayo. El mayor descenso de la actividad
enzimatica se observo a los 10 ddt en las plantas sometidas al estrés mas severo, siendo su
actividad un 53.34 % menor que en plantas cultivadas en condiciones de estrés moderado. Al
final del experimento, las plantas cultivadas en PEG150 mostraron una menor actividad del
enzima (0.12 £ 0.01 U mg”' proteina), mientras que las plantas estresadas con la dosis moderada
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de PEG registraron valores similares a los obtenidos en plantas control (0.18 + 0.01 U mg

proteina).

3.3.4.4. Concentracion de fitohormonas
3.3.4.4.1. ABA

El contenido de ABA en plantas de CC sometidas a estrés osmotico se representa en la Figura
3.7. Durante todo el periodo experimental, se observo que las plantas acumulaban mayor

cantidad de esta hormona en la parte aérea que en las raices.
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Figura 3.7. Concentracion de acido abscisico (ABA) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro. Plantas
control (0), plantas tratadas con PEG075 ( 8 y plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la media
de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seglin test de Tukey (p<0.05).
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Las plantas sometidas a estrés presentaron concentraciones foliares de ABA superiores a las
observadas en hojas de plantas control. Durante el tiempo que durd el ensayo, la concentracion
de esta hormonas en plantas control se mantuvo en valores cercanos a 34.84 ng g”'. Después de
10 y 20 dias de tratamiento de estrés, las hojas de plantas sometidas a estrés moderado
presentaron elevadas concentraciones de ABA, 134.96 = 2.06 y 141.46 = 5.11 ng g’
respectivamente, mientras que en aquellas sometidas a estrés severo, la concentracion de ABA
fue 112.52 = 8.11 y 113.35 = 8.43 ng g'. Esta situacién se invirtio al final del ensayo,
mostrando las plantas cultivadas en PEG150 concentraciones de ABA superiores a las

cultivadas en PEGO075.

Las raices de las plantas sometidas al estrés osmoético mas severo mostraron una mayor
concentracion de ABA que las plantas control y que las plantas sometidas a estrés moderado,
durante todo el ensayo (panel inferior). Al inicio del experimento (10 ddt) las raices de plantas
cultivadas en PEG075 mostraron contenidos de ABA muy similares a los determinados en
plantas control (8.21 £ 0.71 vs 9.77 + 1.59 ng g™), situacién que se repitio a los 30 ddt. A mitad
del periodo experimental (20 ddt) se registré un pico en la concentracion de esta hormona en
raices de plantas sometidas a estrés moderado, llegando a valores similares a los obtenidos en
plantas sometidas a estrés severo. En este punto, se observaron diferencias estadisticamente

significativas en ambos tratamientos frente al control.

3.34.4.2. SA

La evolucion del contenido de SA se representa en la Figura 3.8. Durante gran parte del periodo
experimental, el contenido de SA en brotes de plantas sometidas a estrés osmotico no varidé con
respecto a los valores registrados para plantas control. A los 30 dias de iniciado el experimento,
se observo un incremento en el contenido de esta hormona en plantas sometidas a estrés (2.89 y
2.48 veces superior a los valores control en plantas cultivadas en los medios PEGO75 y

PEG150, respectivamente).

Los valores en el contenido de esta hormona en raices de plantas control y plantas sometidas a
estrés moderado fueron similares (panel inferior). Las raices de plantas sometidas a estrés
severo mostraron en todas las determinaciones concentraciones de SA menores que las
encontradas en raices de plantas control, siendo estas diferencias estadisticamente significativas

alos 10 y 30 ddt.
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Figura 3.8. Concentracion de acido salicilico (SA) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro. Plantas
control (O), plantas tratadas con PEG075 ( By plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la media
de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seguin test de Tukey (p<0.05).

3.34.43.JA

En la Figura 3.9 se representa el contenido de JA en plantas sometidas a estrés osmotico. Como
se observa en el panel superior de la figura, a los 10 dias después de iniciado el tratamiento, las
plantas control presentaban un contenido de JA en la parte foliar significativamente mayor que
el registrado en plantas sometidas a estrés moderado y severo. Diez dias después, se observo
una ligera disminucion en el contenido de esta hormona en plantas control (16.19 + 1.34 ng g™),
aunque siguid siendo significativamente mayor al determinado en plantas sometidas a estrés,
que presentaron valores similares con independencia de la severidad del mismo. Al final del
experimento, los niveles de JA en plantas control fueron similares a los determinados en plantas

cultivadas en PEG150, y menores a los determinados en plantas cultivadas en PEG075.
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Por otra parte, el contenido de esta hormona en raices de plantas control, 10 y 30 dias después
de iniciado el tratamiento, fue significativamente mayor que el obtenido en plantas cultivadas en
medio suplementado con PEG-6000 (Figura 3.9, panel inferior). Durante todo el periodo
experimental, las raices de plantas sometidas a estrés severo presentaron concentraciones de JA
menores a las determinadas en raices de plantas sometidas a estrés moderado, siendo las

diferencias estadisticamente significativas.

20 4 PARTE AERFA

—t—
}7

15 4

10 /

=
N\

—H— o

S

o

g

s

2

& 04 PARTE RADICULAR
o Te

g c I

<

-

51 ] |
oL E

51 7a a a
' -

10 20

<
W
\ B

Hi

Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 3.9. Concentracion de acido jasmonico (JA) en plantas de citrange Carrizo cultivadas in vitro. Plantas
control (0), plantas tratadas con PEG075 ( 8y plantas tratadas con PEG150 (m). Cada punto corresponde a la media
de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seglin test de Tukey (p<0.05).
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3.3.5. Efecto del estrés osmotico en brotes aislados de CC cultivados in vitro
3.3.5.1. Estrés oxidativo

En la Figura 3.10 se representa el contenido de MDA en brotes aislados de CC cultivados en
medio PEG050, PEGO75 y control después de 10, 20 y 30 dias de iniciado el ensayo. El estrés
osmotico provoco un aumento del contenido de MDA al inicio del tratamiento. Los niveles de
MDA en brotes estresados fueron mas elevados que los determinados en brotes control a los 10
y 20 ddt. Durante este periodo los brotes sometidos a estrés severo mostraron mayores
concentraciones de MDA que los sometidos a estrés moderado (ej. 46.01 £ 13.36 vs 55.22 +
10.62 nmol g a los 10 ddt), aunque las diferencias no fueron significativas estadisticamente. Al
final del periodo experimental, los niveles de MDA en brotes sometidos a estrés (tanto
moderado como severo) fueron similares a los obtenidos en plantas control y no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
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Figura 3.10. Concentracion de malondialdehido (MDA) en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro.
Brotes control (0O), brotes tratados con PEG050 ( B y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la
media de 6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seguin test de Tukey (p<0.05).

3.3.5.2. Concentracion de prolina

El contenido de prolina en brotes sometidos a estrés osmotico se representa en la Figura 3.11.
En los brotes cultivados en medio suplementado con PEG-6000, la acumulacion de prolina se
produjo de forma progresiva, mostrando valores superiores a los observados en brotes control a
lo largo de todo el periodo experimental. Las diferencias con respecto al control mostraron

significacion estadistica a los 10, 20 y 30 ddt. Después de 10 dias de tratamiento el contenido de

-76-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




3. Estrés osmodtico. RESULTADOS

este osmolito, en brotes cultivados en medio PEG050, fue 4.40 veces superior al determinado en
los brotes control, mientras que en aquellos sometidos al estrés mas severo se registraron

valores 6.86 veces superiores al control.

Prolina (umol g peso fresco)

Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 3.11. Concentracion de prolina en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro. Brotes control (o),
brotes tratados con PEGO050 ( B) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la media de 4
determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

segun test de Tukey (p<0.05).

3.3.5.3. Actividad de los enzimas antioxidantes
3.3.5.3.1. APX

La influencia que ejercio el estrés osmotico sobre la actividad APX en brotes de citrange
Carrizo fue similar a los 10, 20 y 30 ddt (Figura 3.12). Asi, los brotes cultivados en medios con
la dosis menor de PEG-6000 mostraron valores de actividad APX similares a los obtenidos en
brotes control. Sin embargo, la actividad APX en los brotes sometidos a estrés mas severo fue
mayor a la registrada en brotes control durante todo el periodo experimental y llegd a alcanzar
incrementos del 50.00 % a los 30 ddt. Durante los 30 dias que dur? el ensayo, las diferencias en
la actividad APX entre brotes sometidos a estrés severo y los sometidos a estrés moderado
fueron estadisticamente significativas. Por el contrario, las diferencias en la actividad de APX
determinadas entre brotes sometidos a estrés moderado y control no tuvieron en ningun

momento significacion estadistica.
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Figura 3.12. Actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX) en brotes de citrange Carrizo cultivados in
vitro. Brotes control (o), brotes tratados con PEG050 (8) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde
a la media de 6 determinaciones independientes =+ error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, seglin test de Tukey (p<0.05).
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Figura 3.13. Actividad del enzima catalasa (CAT) en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro. Brotes
control (0), brotes tratados con PEG050 (B) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la media de
6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

segun test de Tukey (p<0.05).
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3.3.5.3.2. CAT

En la Figura 3.13 se representan los valores de la actividad CAT a los 10, 20 y 30 ddt en brotes
de citrange Carrizo sometidos a diferentes condiciones de estrés osmoético. En los brotes
sometidos a estrés se produjo una disminucion de la actividad enzimatica respecto a las plantas
control desde el inicio de tratamiento. A los 10 dias, se registraron valores de 0.28 £ 0.02 U
mg”' en brotes control mientras que en las plantas sometidas a estrés moderado y severo, fueron
menores, 0.18 + 0.01 y 0.21= 0.01 U mg"', respectivamente. Durante todo el experimento la
actividad enzimatica de los tres grupos de plantas estudiados permanecid en valores similares a

los registrados a los 10 ddt.

3.3.5.4. Concentracion de fitohormonas
3.3.5.4.1. ABA

En la Figura 3.14 se representa la evolucion en el contenido de ABA en brotes sometidos a
estrés osmotico. La adicion de PEG-6000 al medio de cultivo provocé un aumento de la
concentracion de esta hormona. En los brotes sometidos a estrés se determinaron
concentraciones superiores a los determinados en brotes control durante todo el periodo
experimental. A los 10 ddt, los brotes sometidos a estrés moderado y severo contenian 4.60 y
4.97 veces mas de ABA que los brotes control, respectivamente. Diez dias después, el contenido
de ABA en brotes sometidos a estrés severo fue superior al observado en aquellos sometidos a
estrés moderado, siendo las diferencias encontradas estadisticamente significativas. Al final del
ensayo, los niveles de ABA determinados en brotes cultivados en PEG050 fueron muy similares
a los observados en brotes control, mientras que los cultivados en PEGO075 mostraron valores

mayores.
3.354.2.SA

Como se refleja en la Figura 3.15, el estrés osmotico provoco un aumento en los niveles
endogenos de SA en brotes cultivados en medio suplementado con PEG-6000. A los 10 ddt los
brotes sometidos a estrés severo contenian 2.80 veces mas SA que los controles, mientras que
los sometidos a estrés moderado presentaron concentraciones de esta hormona ligeramente
superiores a los valores control. A los 20 ddt, en brotes cultivados en medio PEG050, se produjo
un incremento significativo en la concentracion de SA, alcanzando valores 1.75 veces
superiores al control. Al final de experimento, se observo un aumento acusado en los niveles de
esta hormona en brotes sometidos a estrés, siendo los valores registrados 5.65 y 5.96 veces
superiores a los valores control, en plantas sometidas a estrés moderado y severo,

respectivamente.
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Figura 3.14. Concentracion de &cido abscisico (ABA) en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro. Brotes
control (0), brotes tratados con PEG050 (&) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la media de
6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

segun test de Tukey (p<0.05).
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Figura 3.15. Concentracion de acido salicilico (SA) en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro. Brotes
control (0), brotes tratados con PEG050 (&) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la media de
6 determinaciones independientes = error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

segun test de Tukey (p<0.05).
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3.3.5.4.3.JA

En la Figura 3.16 se representa la concentracion de JA en brotes sometidos a estrés osmotico a
los 10, 20 y 30 ddt. Diez dias después de iniciado el tratamiento se observo un descenso de JA
endogeno en plantas estresadas con respecto al obtenido en plantas control. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos después de 20 y 30 dias de

tratamiento.
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Figura 3.16. Concentracion de acido jasmonico (JA) en brotes de citrange Carrizo cultivados in vitro. Brotes
control (0), brotes tratados con PEG050 (8) y brotes tratados con PEG075 (m). Cada punto corresponde a la media de
6 determinaciones independientes + error estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas,

segun test de Tukey (p<0.05).
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3.4. DISCUSION

Como se describe en la Introduccion General de esta Memoria, la expresion cultivo in vitro de
plantas, hace referencia al cultivo de plantas, o fragmentos de éstas, en recipientes de cultivo en
un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos caracteristicas fundamentales:
la asepsia y el control preciso de los factores que afectan al crecimiento y desarrollo de las

mismas.

Actualmente, mediante la utilizacion de la tecnologia de cultivo in vitro de tejidos vegetales, es
posible reproducir, en condiciones de laboratorio, todos los factores que puedan incidir en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que abre nuevas posibilidades para el estudio de
procesos que no es posible abordar en plantas cultivadas en campo o en invernadero (Pérez-
Clemente y cols., 2006). Asi pues, el cultivo de tejidos vegetales no se limita a la multiplicacién
y mejora genética, mediante aproximaciones biotecnologicas de plantas de interés agrondmico,
a la conservacién de recursos fitogenéticos, al saneamiento del material vegetal o a la
produccion a gran escala de metabolitos secundarios sino que permite llevar a cabo estudios

fisioldgicos, bioquimicos, morfogenéticos y anatomicos, entre otros.

Muchas de las caracteristicas fisiologicas y morfologicas de las plantas formadas in vitro estan
influenciadas por el ambiente fisico, quimico y gaseoso de los recipientes en que se cultivan
(Buddenford-Joosten y Woltering, 1994). Se ha descrito que las plantas cultivadas en estas
condiciones carecen de una cuticula bien desarrollada, sus estomas no son totalmente
funcionales y, presentan un comportamiento mixétrofo (Debergh y Zimmerman, 1991). Estos
condicionantes hacen que no sea posible el estudio de parametros fotosintéticos en plantas

cultivadas in vitro.

Por otra parte, numerosos estudios evidencian que las plantas cultivadas en condiciones in vitro
muestran un comportamiento idéntico al que tiene en condiciones de cultivo en campo (revisado
en Pérez-Clemente y cols., 2006). Troncoso y cols. (1999) mostraron que plantas de diferentes
portainjertos de vid cultivadas in vitro en condiciones de estrés salino acumulaban niveles de
iones CI'y Na' similares a los que presentaban plantas sometidas al mismo estrés y cultivadas

en invernadero.

Debido a la dificultad que presenta el estudio de las respuestas los citricos a condiciones de
estrés abidtico en plantas cultivadas en campo, se plante6 como uno de los objetivos de este
trabajo el establecimiento de un sistema in Vitro que permitiera abordar este estudio en
condiciones controladas. Los ensayos se llevaron a cabo utilizando material vegetal del genotipo
CC. En primer lugar se determinaron las condiciones 6ptimas de cultivo (composicion de la
solucion nutritiva, reguladores de crecimiento, etc.), tanto para brotes aislados como para
plantas completas. A continuacion se llevaron a cabo diferentes experimentos en los que se
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sometio a las plantas y brotes a condiciones de estrés utilizando PEG-6000. Los polimeros de
polietilénglicol de elevado peso molecular se han utilizado para simular el estrés por sequia en
plantas ya que, al ser soluble en agua, este polimero flexible puede usarse para crear grandes
presiones osmoticas. Aunque no penetra en los tejidos, el PEG-6000 provoca descensos en el
potencial osmético de forma similar a lo que ocurre cuando se seca el sustrato en el que se

cultivan las plantas (Larher y cols., 1993).

De forma similar a lo observado en citricos cultivados en campo, cuando las plantas cultivadas
in vitro se sometieron a condiciones de estrés hidrico, tuvo lugar una disminucién de su
crecimiento respecto a las plantas control, siendo esta reduccion mayor cuanto mas severo era el
estrés impuesto. Atendiendo a la reduccion del tamafo de la planta y a la sintomatologia foliar
se establecieron las concentraciones de PEG-6000 que era necesario anadir al medio de cultivo
para estudiar condiciones de estrés severo y moderado. En el caso de plantas intactas se eligié
para el estudio del estrés moderado aquella concentracion que provocaba una presion osmotica
de -0.75 MPa (PEGO075) y para el estudio del estrés severo una concentracion que aumentaba la
presion a -1.50 MPa (PEG150). En el caso de brotes, la presion osmética que causaba un estrés
moderado era -0.50 MPa (PEGO050) y un estrés severo -0.75 MPa (PEG075). Esta diferencia
puede ser debida a que la ausencia de la raiz dificulta la absorcion por parte de la planta del

agua disponible en el medio de cultivo.

La sintomatologia foliar observada en plantas y brotes sometidos a estrés hidrico
(deshidratacion del tejido, necrosis en el extremo distal de la hoja, que se extiende por el limbo
a medida que progresa el tiempo de estrés) coincide con la descrita por varios autores en citricos

cultivados en campo en condiciones de sequia (Arbona y cols., 2005; Mahouachi y cols., 2005).

Una ventaja del sistema de cultivo in vitro descrito para el estudio del estrés osmotico en
citricos es que permite estudiar con gran detalle las alteraciones y dafios que sufre la raiz como
consecuencia del estrés impuesto, lo que seria practicamente imposible en plantas cultivadas ex
vitro. En plantas sometidas a estrés se produjo una disminucion del diametro de la raiz, asi
como deformaciones de la misma ademas de necrosis del apice radicular. Aunque en este
trabajo no se han abordado estudios histoldgicos, seria un aspecto interesante para realizar en el
futuro ya que podria esclarecer las causas de algunos de los dafios observados en la parte aérea

de arboles de campo cultivados en condiciones de sequia.

El sistema también ha permitido el estudio del estrés oxidativo inducido por una deficiencia
hidrica. Los datos muestran una mayor incidencia del dafio oxidativo en la parte aérea de las
plantas estresadas lo cual concuerda con otros resultados previos realizados en plantas
cultivadas en invernadero en condiciones de inundacion continua del sustrato (Arbona y cols.,

2008). En ambos sistemas se observa como los tejidos aéreos acumulan mayores cantidades de
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MDA, un marcador indirecto del dafio oxidativo. Este dato seria, en principio, esperable ya que
los tejidos foliares generan mayores cantidades de ROS que las raices debido al sistema
fotosintético. Este fenomeno se estaria repitiendo en un sistema in vitro como el aqui descrito
pese a que las plantas cultivadas en estas condiciones no presentan aparatos fotosintéticos
plenamente activos. El fendmeno se repite en brotes aislados, validando el sistema y apuntando
a un fendémeno especifico de la parte aérea sin necesidad de la existencia de un sistema
radicular. Seria interesante utilizar este sistema experimental en condiciones de estrés salino
donde el efecto toxico del cloruro sédico puede ser filtrado por la presencia de un sistema
radicular (ver Capitulo 4) cuando las plantas se cultivan ex vitro. La incidencia del estrés
oxidativo en la fisiologia de los citricos cultivados en condiciones de sequia no ha sido
estudiada hasta el momento en profundidad debido a las dificultades que los sistemas de
campo/invernadero presentan. Las plantas sometidas a sequia moderada en campo tardan
demasiado tiempo en mostrar sintomas claros y es muy dificil realizar un seguimiento del dafio
oxidativo en dichas condiciones (Mahouachi y cols., 2005). Por el contrario, en el caso de
choque osmotico (Gomez-Cadenas y cols., 1996), los procesos de senescencia/abscision ocurren
tan rapido que no es posible estudiar el dafio oxidativo y la posible respuesta antioxidante

vegetal.

Por otra parte, la concentracion de prolina aparece incrementada en raices y hojas de las plantas
sometidas a estrés hidrico tal y como se observo previamente. Mas aln, en brotes aislados
cultivados en presencia de PEG-6000 se observa el mismo incremento en los niveles endégenos
de este aminoacido. Se habia descrito con anterioridad que los niveles de prolina aumentan en
las hojas de CC y MC en respuesta a condiciones de estrés salino (Goémez-Cadenas y cols.,
1998; Arbona y cols., 2003), de inundacion del sustrato (Arbona y cols., 2008) y de sequia
(Molinari y cols., 2004). Por tanto, la acumulacion de prolina parece una respuesta comtin de los
citricos a factores ambientales adversos. Mas aun, los datos previos del grupo indican que la
acumulacion de prolina es directamente proporcional a la presion de estrés impuesta. Siguiendo
esta logica, los datos aqui mostrados confirmarian que las plantas cultivadas en presencia de
PEG-6000 estan sufriendo un estrés importante. Esta evidencia se suma a otros datos en la
validacion de este sistema de cultivo como método efectivo y versatil para el estudio del efecto
del estrés hidrico en citricos. Ademas, los datos parecen descartar la posibilidad de que la
prolina participe como agente detoxificante de ROS o estabilizador de membranas tal y como
han propuesto otros autores (Hamilton y Heckathorn, 2001). El efecto protector de una
acumulacion de prolina en tejidos de citricos no parece un sistema efectivo ya que las plantas
sometidas a concentraciones crecientes de PEG-6000 acumularon importantes cantidades de
prolina de forma paralela al incremento de MDA. Estos datos serian compatibles con los

mostrados en citricos cultivados en condiciones de inundacion continua del sustrato (Arbona y
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cols., 2008) donde se observo que los genotipos mas dafiados por el estrés fueron precisamente

los que acumularon mas cantidad de este aminoacido.

Frente al estrés oxidativo inducido por la deficiencia hidrica, las plantas cultivadas in vitro son
capaces de activar, al menos, parte de su maquinaria antioxidante celular. De esta forma, se
observa como la actividad ascorbato peroxidasa aumenta tanto en raices como en hojas de
plantas intactas estresadas en relacion a las plantas control. Esta tendencia se mantiene en brotes
aislados. Sin embargo la actividad catalasa disminuye con respecto al control tanto en plantas
como en brotes cultivados con ambas concentraciones de PEG-6000. Un comportamiento
similar al descrito en este sistema se observo en plantas del mismo genotipo cultivadas ex vitro
en invernadero y sometidas a estrés por inundacion del sustrato (Hossain y cols., 2009). Pese a
que se requeririan mas analisis bioquimicos para completar el estudio de la capacidad
antioxidante de las plantas cultivadas in vitro bajo condiciones de estrés, los datos permiten
sugerir que en el sistema descrito en esta memoria, las plantas mantienen su maquinaria

antioxidante intacta incluso cuando se cultivan brotes aislados.

Por ultimo, frente al estrés hidrico impuesto, las plantas muestran una importante acumulacion
de ABA tanto en plantas intactas como en brotes aislados. Este dato, que coincide con otros
obtenidos en plantas cultivadas en invernadero y campo (Gomez-Cadenas y cols., 1996; 1998;
Arbona y Gomez-Cadenas, 2008) bajo condiciones de estrés hidrico, salino y por inundacion del
sustrato, refuerza el papel del ABA como mediador de las respuestas vegetales al estrés.
También cabe destacar el hecho de que las hojas de citricos pueden acumular la misma cantidad
de ABA en condiciones de estrés aunque estén escindidas del sistema radicular. En
contraposicion al aumento de los niveles ABA que se registrdé durante todo el periodo
experimental tanto el raices como en hojas de citricos, la concentracion de SA Unicamente
aumentd en las Ultimas fechas de medicion en la parte aérea de plantas intactas y en brotes
aislados. El SA se considera una sefial importante implicada en la resistencia de las plantas a
varios ataques patogénicos (Alvarez, 2000) y también parece implicada en la respuesta vegetal
al estrés oxidativo (Hayata y cols., 2010). Los datos aqui presentados son compatibles con esta
hipétesis y se puede sugerir que el aumento tardio de la concentracion de SA foliar en citricos
sometidos a estrés osmotico en condiciones de cultivo in vitro esta relacionado con la aparicion
de dafio oxidativo severo en tejidos fotosintéticos. El descenso en los niveles de JA observado
en todo el periodo experimental tanto en hojas como en raices de plantas intactas y en brotes
aislados coincide con datos previos donde se observo que el JA actua como mediador entre la
percepcion del estrés y la induccion de las respuestas fisiologicas y por tanto su actuacion seria
temprana (Arbona y Gomez-Cadenas, 2008). Probablemente, la primera toma de datos se
realiz6 en una fecha demasiado tardia para encontrar el incremento transitorio de la

concentracion de JA.
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En resumen, en este Capitulo se ha validado un sistema de cultivo in vitro tanto para plantas
intactas como para brotes aislados. Este sistema permite profundizar en el estudio bioquimico
de las repuestas de los citricos a condiciones de estrés osmotico y salino. En este Capitulo se
han mostrado datos que dan cuenta de la importancia del estrés oxidativo inducido por las
elevadas concentraciones de PEG-6000 en el medio asi como de la respuesta antioxidante
vegetal y la regulacion hormonal. En el Capitulo siguiente se estudia las respuestas de los

citricos al estrés salino.
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Parte de los datos presentados en este Capitulo se encuentran publicados en:

Montoliu, A., Lépez-Climent, M.F., Arbona, V., Pérez-Clemente, R.M., Goémez-Cadenas,
A. (2009) A novel in vitro tissue culture approach to study salt stress responses
in citrus. Journal of Plant Growth Regulation 59(2): 179-187.
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4. ESTRES SALINO EN CITRICOS
4.1. INTRODUCCION

Las respuestas de los citricos a la salinidad presentan dos fases: una respuesta inicial,
relativamente intensa y transitoria, atribuida al componente osmético y una segunda fase, mas
lenta, probablemente solapada con la anterior, debida a la acumulacion de iones toxicos
(Munns, 2002). Esta fase idn-especifica de la planta en respuesta a la salinidad comienza
cuando la sal acumulada alcanza concentraciones toxicas en las hojas (Gomez-Cadenas y cols.,

1998).

La exposicion de las plantas a condiciones salinas provoca en primer lugar la inhibicion del
crecimiento vegetal, como consecuencia del descenso en el potencial hidrico del suelo. Durante
este periodo, el estrés originado se debe a la presencia de sales en el exterior de las plantas y no
en su interior. En esta primera fase, la reduccion del crecimiento parece estar regulada por
sefiales inhibitorias, como la acumulacidon rapida de hormonas vegetales que se originarian
principalmente en la raiz. En estas condiciones, las distintas sefiales podrian transportarse hasta
las hojas, induciendo respuestas generales de adaptacion al estrés como son el cierre estomatico
o la acumulacion de osmolitos compatibles, como la prolina. Debido a la acumulacion de iones
y solutos compatibles los citricos son capaces de evitar la pérdida de la turgencia foliar y
adaptarse transitoriamente a las nuevas condiciones (Gomez-Cadenas y cols., 2001a). Estas
respuestas ralentizan el metabolismo pero permiten a la planta seguir creciendo. Sin embargo,
durante la segunda fase, la entrada continua y masiva de iones Cl provoca la intoxicacion y

finalmente la abscision foliar (Bafiuls y Primo-Millo, 1992; 1995).

La capacidad de acumulacién de iones Na" y CI , asi como la susceptibilidad a los mismos,
varia considerablemente en las distintas especies vegetales (Munns y Tester, 2008). Para la
mayoria, el Na™ parece alcanzar la concentracion téxica antes que el CI. No obstante, para
algunas especies, como los citricos, el CI” se considera el i6n mas toxico (Lopez-Climent y cols.,

2008; Moya y cols., 2002; 2003).

Las diferencias observadas en la tolerancia de los distintos patrones de citricos a la salinidad se
relaciona principalmente con la capacidad de excluir CI" (Bafuls y cols., 1997; Moya y cols.,
2003) aunque la capacidad de conservar un alto rendimiento del sistema fotosintético también
parece importante (Lopez-Climent y cols., 2008). Ciertos genotipos de citricos, por ejemplo los
patrones mandarino Cleopatra (MC) o lima Rangpur, pueden clasificarse como relativamente
tolerantes debido a su capacidad de restringir la entrada de iones Cl a las raices mientras que
otros, tales como citrange Carrizo (CC) o citrumelo CPB 4475 (CIT), han demostrado ser mas

sensibles a la salinidad (Lopez-Climent y cols., 2008).
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La salinidad causa suberizacion de los tejidos de la raiz (Walker y cols., 1984), disminucion de
la conductividad hidrica de la raiz, deterioro en la asimilacion de los elementos minerales (Ruiz
y cols., 1997), dafios en los tejidos foliares (Chapman, 1968) y abscision de hojas (Goémez-
Cadenas y cols., 1998; 2002). Asimismo, la acumulacion de cloruros en las hojas de los citricos
disminuye la tasa fotosintética neta, la transpiracion y la conductancia estomatica ademas de

activar la maquinaria antioxidante de la planta (Arbona y cols., 2003; Iglesias y cols., 2004).

Por otra parte, estudios previos sugieren que los efectos fisiologicos inducidos por la salinidad
en plantas podrian estar mediados por interacciones hormonales. La exposicion de plantas
adultas a condiciones salinas promueve un aumento de las concentraciones endogenas de ABA
y de ACC, tanto en raices como en hojas (Gomez-Cadenas y cols., 1998; 2002). Por lo tanto, el
ABA y el etileno juegan un papel de moduladores de algunas de las respuestas de los citricos a

la salinidad (Gémez-Cadenas y cols., 1998).

Se ha demostrado que el sistema radicular desempefa un papel importante en la absorcion del
agua y de cloruros (Moya y cols., 2002). Se puede deducir que existe una mejora adaptativa del
genotipo MC tolerante a la salinidad debido una correlacion lineal entre el contenido de cloruro
y el uso de agua (Moya y cols., 2003). Parece que MC tiene un mecanismo mas restrictivo que
CC para la afluencia de cloruros en las raices, siendo mdas eficiente en la limitacién de la

traslocacion del i6n a la parte aérea (Moya y cols., 1999; 2002).

Puesto que las diferencias no s6lo se restringen a la parte aérea o al sistema radicular, en plantas
cultivadas en campo es muy dificil estudiar otras supuestas diferencias bioquimicas entre los
genotipos de citricos sensibles y tolerantes a la salinidad. En estas condiciones, bajo una
determinada concentracion de NaCl externa, MC siempre acumulara menos cloruro en las hojas

que CC (Lopez-Climent y cols., 2008; Moya y cols., 2002; 2003).

Con el fin de estudiar diferencias bioquimicas entre distintos patrones de citricos sometidos a
salinidad, se desarroll6 un sistema de cultivo de tejidos vegetales in vitro. La hipotesis a estudiar
fue si después de eliminar el sistema radicular, la absorcion del cloruro seria similar en los
genotipos con diferente tolerancia a la salinidad. Ademas, este sistema permitié estudiar la
importancia del estrés oxidativo inducido por salinidad y otros pardmetros de tolerancia junto

con sefiales hormonales especificas.
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4.2. MATERIAL Y METODOS
4.2.1. Material vegetal y medios de cultivo

4.2.1.1. Efecto del estrés salino en plantas de diferentes genotipos de citricos cultivadas en

invernadero

El material utilizado en este estudio fue plantas de tres patrones de citricos: citrange Carrizo
(Citrus sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.), citrumelo CPB 4475 (Citrus paradisi L.

Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) y mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.).

Un primer experimento se llevd a cabo con plantulas de tres meses de edad cultivadas en
invernadero en donde la humedad relativa se mantuvo entre 50 y 80 %, la temperatura diurna
26.0 + 4.0 °C y la temperatura nocturna 18.0 + 3.0 °C. Estas plantas se obtuvieron de la
germinacion de semillas. Como sustrato se utilizd una mezcla de turba, perlita y vermiculita

(80: 10: 10).

Las plantas se regaron tres veces por semana con riego por goteo con 0.5 L de solucion de
Hoagland modificada para citricos (Bafiuls y cols., 1997). Tres meses después de la
germinacion, se aplicé en la solucion de riego una concentracion de 90 mM de NaCl. Se
determinaron los porcentajes de plantas afectadas, el contenido de iones Cl en hojas, y el

contenido de MDA, 10, 20 y 30 dias después de iniciado el tratamiento.

En una segunda serie de experimentos llevados a cabo in vitro, se utilizo como fuente de
material vegetal plantas de los diferentes patrones cultivadas en el invernadero. El
establecimiento de los cultivos se llevd a cabo como se describe en el Apartado 3.2.1.1 del

Capitulo 3 de esta Memoria.
4.2.1.2. Determinacion de la concentracion de NaCl adecuada para el estudio

Al igual que en el Capitulo anterior, se procedioé a la micropropagacion de las plantas obtenidas,
para disponer de suficiente cantidad de material vegetal para realizar los ensayos de estrés
osmotico. Los brotes se cultivaron individualmente en tubos de ensayo, con medio de cultivo de
multiplicacion (MM) para promover el desarrollo de yemas axilares. Los brotes se
individualizaron y se cultivaron en un medio de elongacion (ME) para que alcanzaran una altura
de 15 mm (ver Apartado 3.2.1.1). Los brotes elongados se mantuvieron en medio sin hormonas

durante 15 dias antes de iniciar los tratamientos de estrés.

Con el proposito de determinar la concentracion de NaCl mas adecuada para estudiar los dafios
causados por el estrés salino en citricos, se anadieron diferentes concentraciones de NaCl al
medio de cultivo (ME). Se consider6 como la concentraciéon mas adecuada para el estudio
aquella que causase en las plantas los dafios propios de este estrés, sin llegar a causarle la

muerte. Para realizar el estudio se cultivaron los brotes en medios de cultivo a los que se
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afladieron concentraciones crecientes de NaCl. El medio MEI1, corresponde al medio ME
suplementado con 30 mM NaCl, el medio ME2 se corresponde con la adicion de 60 mM al
medio ME y ME3 en el que se adicion6 90 mM NaCl al medio de cultivo ME. Como control se
cultivaron los brotes en medio ME. Después de 10, 20 y 30 dias en cultivo se determiné el
contenido de cloruro en tejido foliar y el porcentaje de plantas afectadas por estrés salino. Estos
datos permitieron seleccionar 60 mM NaCl como tratamiento de estrés salino para los siguientes

experimentos.

4.2.1.3. Efecto del estrés salino en los brotes cultivados in vitro de los diferentes genotipos

de citricos

En un segundo experimento, se estudio el efecto del estrés salino causado por 60 mM de NaCl
en brotes de tres genotipos de citricos con diferente tolerancia al mencionado estrés (CC, CIT y
MC) cultivados in vitro. Los brotes control se cultivaron en ME mientras que los brotes
sometidos a estrés se cultivaron en ME2. Se determinaron los porcentajes de brotes afectados
por salinidad, contenido de CI', MDA, ABA y SA foliar a 10, 20 y 30 dias después de iniciado

el tratamiento.
4.2.1.4. Estudio del efecto del estrés salino a tiempos cortos

En experimentos posteriores se utilizaron los brotes de CC como material vegetal. Los brotes
fueron sometidos a un tratamiento salino de estrés como se describe anteriormente. El material
vegetal fue recogido después de 2, 5, 10 y 20 dias de la imposicion del estrés. Se analiz6 el

contenido de CI', MDA, ABA y SA en hojas.
4.2.1.5. Estudio del efecto de los reguladores de crecimiento utilizados

Se realizdé un nuevo experimento para evaluar si los reguladores de crecimiento afadidos en los
medios de cultivo habian tenido algin efecto sobre los resultados obtenidos. Se cultivaron
brotes de CC en los siguientes cuatro medios: medio suplementado con reguladores de
crecimiento, sin adicion de NaCl (ME) o con 60 mM de NaCl (ME2) y medio sin reguladores
de crecimiento, sin adicion de NaCl (MB) o con adicion de 60 mM de NaCl (MB60). Después
de 20 dias de tratamiento, se cuantificd el porcentaje de plantas afectadas por el estrés, se

analiz6 la acumulacion de CI' y se determiné la concentracion de MDA en el material vegetal.

En todos los experimentos, el material vegetal se cultivdo en camaras de cultivo con un
fotoperiodo de 16 horas (h) de luz y 8 h de oscuridad, una temperatura 26.0 + 0.1 °C y con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) de 70 pmol m™?s™.
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4.2.2. Seguimiento del cultivo y recogida de datos
4.2.2.1. Sintomas visibles de dafios de la hoja

Los sintomas que se observan en las plantas cultivadas en campo/ invernadero en condiciones
de estrés salino son: amarillamiento de las hojas, necrosis en los vértices de las hojas y en los
apices, y abscision foliar, principalmente (Storey y Walker, 1999). Por lo tanto, para cuantificar
los dafios foliares en estos experimentos, se anotd de forma periddica el numero de plantas
afectadas. Se considerd que una planta afectada era aquella que mostraba al menos un 50 % de
sus hojas con dafios. El numero de plantas afectadas se representd en valores porcentuales
respecto del total de plantas sometidas a estrés salino. Para constatar la evolucion de la
sintomatologia foliar caracteristica del estrés salino en plantas tratadas con respecto a plantas

control se tomaron fotografias de las plantas de forma periddica.
4.2.2.2. Obtencién de material vegetal para las determinaciones analiticas

Las hojas y los tallos se recogieron y se lavaron con agua destilada para eliminar cualquier
residuo del medio de cultivo. Seguidamente se trituraron y congelaron en nitrogeno liquido. El

material vegetal se conservo a -80 °C hasta su utilizacion.
4.2.2.3. Determinacion del contenido de cloruro

El proceso de determinacion de la concentracién de cloruros se llevo a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Gomez-Cadenas y cols. (1998). En primer lugar, se pesaron 0.25 g del
material vegetal fresco y se incubaron durante 12 h a temperatura ambiente en una solucion de
HNO; 0.1 N (Panreac, Barcelona, Espafia) y acido acético glacial 100 % (Panreac).
Posteriormente, se filtr6 a través de un papel de filtro Whatman n°1. El liquido filtrado se utiliz6
para la valoraciéon automatica de los iones Cl' con un clorimetro automatico (Modelo 926,

Sherwood Scientific Ltd., Cambridge, RU).
4.2.2.4. Analisis de MDA y fitohormonas

La cuantificacion del daifio oxidativo provocado por el estrés por salinidad se realiz6 mediante el
analisis de la concentracion de MDA, siguiendo el protocolo descrito por Arbona y cols. (2008)
y Hodges y cols. (1999), tal y como se detalla en el Capitulo 3, Apartado 3.2.2.3, de esta

Memoria.

Para la determinacion de las fitohormonas se siguid el protocolo descrito en Arbona y Gémez-
Cadenas (2008) y Durgbanshi y cols. (2005) tal y como se refleja en el Capitulo 3, Apartado
3.3.2.6.
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4.2.3. Andlisis estadistico

Para la realizacion del ensayo se utiliz6 un disefio completamente al azar. Los resultados fueron
analizados utilizando el programa informatico S-PLUS 6.1 (Insigghtful Corporation). Los
efectos de las diversas pruebas realizadas se determinaron mediante la aplicacion del analisis de
varianza unifactorial y separacion de medias, de los datos tomados para cada dia de tratamiento
y para cada genotipo. En la separacion de medias se us6 el método de Tukey, con un nivel de

significacion de p<0.05.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Efecto del estrés salino en plantas de diferentes genotipos de citricos cultivadas en

invernadero

En un primer experimento, se regaron plantulas de tres meses de edad de tres genotipos de
citricos CC, CIT y MC, con una concentracion de NaCl elevada (90 mM). El objetivo fue

estudiar el efecto del estrés salino sobre material vegetal de corta edad (Tabla 4.1).

El dafio en hojas de CIT fue evidente desde el primer dia de medicion. En este genotipo,
después de 30 dias de estrés, el porcentaje de plantas afectadas fue del 61 %. Las plantas de CC
también mostraron dafios evidentes debido a la mayor concentracion de NaCl a partir del dia 10,
registrando el 50 % de plantas afectadas por el estrés en el dia 30 después de iniciado el
tratamiento. En cambio, el porcentaje de plantas de MC afectadas por salinidad fue s6lo del 11

% a los 30 dias.

La acumulacion de iones toxicos fue mayor en las plantas de CIT y de CC, mientras que en las
hojas de MC, el contenido de cloruro fue mucho menor durante todo el periodo experimental.

Los niveles basales de CI” fueron menores en MC que los medidas en el resto de los genotipos.

La concentracion de MDA en hoja aument6 en los genotipos sensibles (CIT y CC) y se mantuvo
en niveles elevados durante todo el ensayo. Por el contrario en hojas de plantas de MC
sometidas a estrés, el contenido de MDA fue similar al de las plantas control durante todo el

periodo experimental.
4.3.2. Estudio del efecto de distintas concentraciones de NaCl en plantas de citricos

Se cultivaron in vitro brotes de CC, CIT y MC sometidos a diferentes tratamientos salinos (30,
60 y 90 mM de NaCl) y se midio la concentracion de CI” después de 10, 20 y 30 dias de cultivo
(Figura 4.1).

La concentracion de cloruros en los brotes control de los tres genotipos fue muy baja durante
todo el periodo experimental. Después de la salinizacion del medio, los niveles del CI
acumulado en los brotes aumentaron progresivamente en todos los genotipos y para todos los
tratamientos. La concentracion de CI foliar mas alta fue determinada cuando se afiadié al medio
de cultivo 90 mM NaCl. Aunque los genotipos de citricos estudiados mostraron patrones de
acumulacion de CI' ligeramente diferentes (mdas rapidos en CC y CIT que en MC) todos

tendieron a valores maximos similares al final del periodo experimental (Figura 4.1).

Para los experimentos posteriores, se establecio la concentracion de 60 mM de NaCl como el
tratamiento de estrés salino, por diversas razones: el dafio causado por la salinidad fue gradual

en todo el periodo experimental, es una concentracion intermedia que no produce una alta
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mortalidad (como la observada en los brotes tratados con 90 mM de NaCl) pero provoca una

acumulacion significativa y progresiva de Cl” (mayor que en el tratamiento de 30 mM).
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Figura 4.1. Contenido de cloruros (CI') en brotes cultivados in vitro de tres genotipos citricos sometidos a diferentes
condiciones de estrés salino: medio control (e), medio suplementado con 30 (o), 60 (V¥), y 90 (A) mM de NaCl.

Cada punto corresponde a la media + el error estindar de 6 determinaciones independientes.

-96-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




4. Estrés salino. RESULTADOS

Tabla 4.1. Dafio foliar, contenido de cloruro (CI) y malondialdehido (MDA) en hojas de plantas cultivadas en invernadero de tres genotipos de citricos sometidos a estrés

salino.

Tiempo de tratamiento (dias)

10 20 30

Control 90 mM NacCl Control 90 mM NaCl Control 90 mM NacCl

Dario foliar citrange Carrizo 0.00+0.00 6.15+0.04* 0.00+0.00 12.50+0.80* 0.00£0.00 48.42+191*
(% planta afectada) citrumelo CPB 4475  0.00£0.00 12.02+1.01* 0.00£0.00 21.12+3.29* 0.00+0.00 61.08 £1.54*
mandarino Cleopatra  0.00£0.00 0.00£0.00 0.00£0.00 4.00+0.42* 0.00+0.00 11.64=+0.29*%

cr citrange Carrizo 4.14+£0.84 632+039* 387+£0.65 14.47+2.09* 5.11+£0.56 32.19+0.98*
(mg g”' peso fresco) citrumelo CPB 4475  2.36+0.64 6.96+0.80* 2.14+0.58 1824+£1.57* 294+020 35.12+2.67*
mandarino Cleopatra  1.94+0.20 2.53+049* 147+£0.11 4.50+0.95* 153+0.01 12.61+0.19*%

MDA citrange Carrizo 29.57+2.15 30.00 £ 1.58* 27.41+1.21 42.01+£1.29*% 27.78+£2.52 37.56+2.00*
(nmol g peso fresco)  citrumelo CPB 4475  25.65+1.92 32.09+2.19% 23.99+2.08 51.19+2.84* 2639+1.90 48.52+3.25%
mandarino Cleopatra 2530+ 1.81 24.22+0.33 21.33+0.63 23.76+0.88* 22.43+1.32 22.03+0.50

* Cada asterisco muestra que existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, con un nivel de significacion de p<0.05
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4.3.3. Efecto del estrés salino en los brotes cultivados in vitro de los diferentes genotipos de

citricos

Es bien sabido que, en condiciones de campo, los sintomas causados por la salinidad son
amarillamiento, necrosis de las hojas y abscision foliar. En el sistema experimental que se
describe en esta Memoria, los brotes de tres genotipos de citricos con diferente tolerancia a la
salinidad cuando se cultivan en campo, se cultivaron en medio salinizado con 60 mM de NaClL
Los dafios foliares debidos a la exposicion de los brotes a estas condiciones de estrés salino
fueron evidentes a partir de los 10 ddt, en todos los patrones estudiados (Figura 4.2). Tanto el
porcentaje de plantas afectadas como la severidad de los sintomas observados aumentaron con
el tiempo de tratamiento. La evolucion de la sintomatologia foliar fue similar en los tres
patrones, no encontrandose diferencias significativas entre ellos. Después de 10 dias, se observo
amarillamiento foliar en todos los genotipos. La clorosis foliar aumentd después de 20 ddt
salino en todos los casos y, al final del tratamiento (30 dias) el necrosamiento en el tejido foliar

fue evidente en todos los genotipos.

Para cuantificar la aparicion de toxicidad debido al i6n CI, se considerd6 que un brote estaba
afectado cuando mostraba al menos el 50 % de sus hojas dafadas. La Figura 4.3 representa el
porcentaje de brotes de CC, MC y CIT afectados por la salinidad a los 0, 10, 20 y 30 dias de
tratamiento. El dafo foliar aumentd rapidamente en CIT (60 % de plantas afectadas frente a 20
% en MCyel 17 % en CC el dia 10). Después de 20 dias de tratamiento, el porcentaje de brotes
danados fue 75 y 66 % en CC y MC, respectivamente, mientras que casi todos los brotes de CIT
mostraban un dafio foliar evidente. En todos los casos, y a pesar de una ligera diferencia en el
tipo de dafio en las hojas, los brotes estaban severamente afectados después de 30 dias de

tratamiento (Figuras 4.2 y 4.3).

Se determino el contenido de CI en los brotes a 10, 20 y 30 ddt y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres genotipos estudiados (Tabla 4.2). En todos ellos, la
acumulacion de iones Cl fue progresiva durante el periodo experimental. Después de 10 dias de
tratamiento, la concentracion del i6n en brotes salinizados fue tres veces superior a la registrada
en los controles. Al final del experimento, la concentracion de CI en brotes salinizados aumentd
hasta alcanzar los valores mas altos (que van desde 1.63 = 0.09 a 3.30 = 0.04 mg g en los

brotes control y de 8.43 £0.14 a 12.09 £ 0.11 mg g”' en los salinizados).

Como indicador del dafio oxidativo se midi6 el contenido de MDA en los brotes. En los
genotipos CIT y MC no se encontraron diferencias significativas entre brotes estresados y
control (Tabla 4.2). Sin embargo, en brotes de CC tratados con 60 mM de NaCl se observo una
disminucion del contenido de MDA 10 y 30 dias después de iniciado el tratamiento. Se observo

también, un ligero aumento el dia 20 (1.2 veces superior al de los controles).
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El tratamiento salino no indujo una acumulacién de ABA importante en los brotes de ninguno
de los genotipos estudiados en este trabajo (Tabla 4.2). En los brotes control, los contenidos de
ABA fueron mayores en todos los genotipos durante todo el periodo experimental a excepcion
de un transitorio aumento en los brotes de CIT cultivados en medio salinizado después de 20
dias. Se observaron valores elevados en los niveles de SA en los brotes sometidos a estrés de
todos los genotipos estudiados después de 10 dias de tratamiento (Tabla 4.2), aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas en el caso de CC. Los valores analizados
de esta hormona a 20 y 30 ddt fueron similares en ambos tratamientos, siendo los brotes control

los que mostraron valores ligeramente superiores.

Figura 4.2. Efecto del estrés salino en diferentes genotipos citricos. Amarillamiento, acucharamiento y necrosis en

las hojas de mandarino Cleopatra (A), citrumelo CPB 4475 (B) y citrange Carrizo (C) afectado por salinidad. En cada
imagen y de la izquierda a la derecha: hojas control y hojas a los 10, 20 y 30 ddt. (D) Hojas necrdticas de mandarino

Cleopatra después de 30 ddt (derecha) y control (izquierda).
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Figura 4.3. Evolucion de los dafios foliares (%) de brotes cultivados in vitro de citrange Carrizo, citrumelo CPB
4475 y mandarino Cleopatra sometidos a estrés salino. Brotes cultivados en medio control (¢) o medio

complementado con 60 mM NaCl (o). Cada punto corresponde a la media + el error estandar de 60 determinaciones
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Tabla 4.2. Contenido de cloruros (CI'), malondialdehido (MDA), acido abscisico (ABA) y acido salicilico (SA) en brotes de tres genotipos de citricos sometidos a estrés salino (60

mM NaCl).
Tiempo de tratamiento (dias)
10 20 30
Control 60 mM NaCl Control 60 mM NaCl Control 60 mM NaCl
cr citrange Carrizo 1.9240.04  6.75+£0.01° 1.51+0.05 7.56+£0.01" 330+£0.04 843+0.14°
(mg g’ tejido fresco)  citrumelo CPB 4475 1.70+0.03  6.75+0.02° 1.97+0.03  9.50+0.08°  2.27+0.05 12.09+0.11"
mandarino Cleopatra ~ 2.22+0.07  5.48+0.08  2.14+021 10.76+0.53" 1.63+£0.09 9.17+0.28"
MDA citrange Carrizo 18.55+1.46 12.74+135 745+085  921+133  10.65+2.92  8.46+0.70
(nmol g™ tejido fresco) citrumelo CPB 4475  10.99+1.18  10.77+1.47 11.02+0.50 10.32+0.51 11.87+0.84 10.22+1.55
mandarino Cleopatra - - 1034+096 10.51+0.76 12.41+047 12.61+0.74
ABA citrange Carrizo 37204935  29.05+4.99 53.55+232° 23.65+3.84 9137+831" 33.13+£3.95
(ng g tejido fresco )  citrumelo CPB 4475  78.75+7.51° 52.05+2.74 40.70+1.85 78.42+14.54" 157.40+7.38" 82.39+3.40
mandarino Cleopatra 104.50 £ 18.84 90.50+3.16 26.00+0.56 22.00+2.30 24.95+230 13.30+2.15
SA citrange Carrizo 5760+ 11.03 74.90+9.05 79.45+6.05 7520+2.66 108.15+6.31° 57.15+18.54
(ng g tejido fresco)  citrumelo CPB 4475 33.25+5.34  5535+6.32" 42.60+498 5425+11.49 60.15+5.28 6220+11.59
mandarino Cleopatra  67.20+4.88 176.45+5.16" 116.10+7.92° 71.35+5.02  79.60£9.02  62.35+7.56

* Cada asterisco muestra que existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, con un nivel de significacion de p<0.05. Se representan medias + error estandar.

-101-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




4. Estrés salino. RESULTADOS

4.3.4. Efecto del estrés salino a tiempos cortos

Para investigar los efectos tempranos del estrés salino en brotes de CC cultivados in vitro, se
midio el contenido de CI', MDA, ABA y SA 2, 5y 10 dias después de someterlos a condiciones
de salinidad (60 mM NaCl; Tabla 4.3).

En brotes control, el contenido de Cl" se mantuvo casi invariable a lo largo de todo el periodo
experimental. Por el contrario, el contenido de este idn en los brotes salinizados aumentod
progresivamente en el tiempo. Dos dias después del inicio del tratamiento, el contenido de CI
en los brotes salinizados fue 1.5 veces superior a los valores alcanzados en los brotes control. A

los 10 dias se alcanzaron niveles 4.6 veces mayores que en los controles.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de MDA entre los
brotes control y brotes sometidos a estrés salino durante un corto periodo de tiempo. Las
concentraciones de MDA registradas después de 2 dias de tratamiento fueron ligeramente
superiores en los brotes salinizados que en los control (9.97 + 2.01 vs 10.39 + 0.49 nmol g") al
igual que ocurrid en brotes cultivados durante 10 dias en medio suplementado con 60 mM NaCl

(13.65 + 1.35 vs 14.87 + 1.76 nmol g').

El contenido de ABA en los brotes control fue similar al medido en los brotes cultivados en
medio salino, y s6lo después de 5 dias de tratamiento se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Como se observo en el ensayo anterior, el contenido de ABA en los brotes
control fue mucho mayor que en los estresados (33.20 + 5.91 vs 9.60 + 1.40 ng g"). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de SA, entre brotes
control y salinizados después de 2 y 5 dias de tratamiento. Después de 10 dias de estrés, se
produjo un aumento del contenido de esta hormona en brotes sometidos al estrés. El analisis

estadistico evidencid diferencias significativas con respecto al control (Tabla 4.3).
4.3.5. Efecto de los reguladores de crecimiento utilizados en el medio de cultivo

Con el fin de esclarecer si la adicion de reguladores de crecimiento al medio de cultivo habia
tenido algun efecto en los resultados obtenidos se llevo a cabo un nuevo ensayo. Por un lado se
cultivaron los brotes de CC en medio que contenia GA; y BAP, tanto en el medio control como
en el medio tratamiento (60 mM de NaCl); y por otro lado, se cultivaron brotes de CC en medio
control y medio suplementado con 60 mM de NaCl, sin los mencionados reguladores de
crecimiento. Se evaluo el dafio foliar y se midieron contenidos de CI' y MDA después de 20 dias

de tratamiento (Tabla 4.4).

Los brotes cultivados en los medios de cultivo ME, ME2, MB y MB60, mostraron el mismo
comportamiento. Se observaron hojas sanas (sin dafio evidente) en los brotes cultivados en

ambos medios de cultivo (cuando no se adicion6 NaCl al mismo, Tabla 4.4). Esto sugiere que
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no es necesario la adicion de hormonas al medio para mantener los brotes in vitro durante 20
dias. Los brotes cultivados en condiciones de estrés salino mostraron dafios foliares (dafios en
aproximadamente un 70 % de los brotes). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores obtenidos en brotes cultivados en medios suplementados con
reguladores de crecimiento frente a los cultivados en medios que no los contenian en su
composicion. Se observaron incrementos similares en el contenido de CI' en los brotes
cultivados en ambos medios salinizados (4.71 £ 0.12 mg g en medio complementado con los
reguladores de crecimiento y 5.23 + 0.12 mg g en los medios de cultivo sin los reguladores).
De la misma manera, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de MDA entre los brotes cultivados en medio control y medio suplementado con 60

mM de NaCl, tanto si en su composicién contenian reguladores de crecimiento o no.
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Tabla 4.3. Contenido de cloruros (CI'), malondialdehido (MDA), &cido abscisico (ABA) y acido salicilico (SA) en brotes de citrange Carrizo después de 2, 5y 10 dias de
tratamiento salino.

Tiempo de tratamiento (dias)

5 10

60 mM NaCl Control 60 mM NaCl Control 60 mM NaCl
CI' (mg g tejido fresco) 2.73+£0.04" 1.72 £0.08 5.02+0.09" 1.15 £ 0.04 538+0.13"
MDA (nmol g tejido fresco) 9.97+£2.01  10.39+0.49 9.20 + 1.04 8.65 % 0.69 13.65+135  14.87+1.76
ABA (ng g tejido fresco ) 2520+2.80 30.07+3.87 33.20+591" 9.60 + 1.40 8.40 + 1.60 1133 +0.4
SA (ng g™ tejido fresco) 34.60+13.00 27.73+6.82  2893+528  37.80+524  35.00+3.60 56.73+12.91*

* Cada asterisco muestra que existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, con un nivel de significacion de p<0.05. Se representan medias =+ error estandar.

Tabla 4.4. Dafio foliar, contenido de cloruros (CI') y malondialdehido (MDA) en brotes de citrange Carrizo cultivados en medio suplementado (+) con reguladores de
crecimiento o cultivados en medio sin reguladores de crecimiento (-). Determinaciones después de 20 dias de tratamiento salino.

Tratamiento
+
60 mM NaCl Control 60 mM NaCl
Dario foliar (%) 0.00 £ 0.00 72.90 + 1.10° 0.00 +0.00 68.00 + 0.20"
CI'(mg g peso fresco) 1.67 +0.03 471 +0.12" 1.63 +0.07 5.23+0.12
MDA (nmol g’ peso fresco) 14.03 £ 0.77 16.62 = 1.34 8.75+£0.83 9.17+1.97

Almudena Montoliu Vidal
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4.4, DISCUSION

Tradicionalmente, el estudio de las respuestas y adaptaciones de los citricos a diferentes tipos de
estrés se ha llevado a cabo mediante ensayos en campo. Ello implica que sean necesarios largos
periodos de tiempo, gran cantidad de mano de obra y que los resultados estén influenciados por
numerosas variables ambientales. Como consecuencia, no existe una unica clasificacion de los

patrones de citricos en relacion a su tolerancia al estrés salino (Maas, 1993).

Las técnicas de cultivo in vitro, pueden solucionar algunas de estas limitaciones (Zhang y cols.,
1998) ya que permiten el cultivo de plantas clonales en condiciones climaticas y nutricionales
idénticas durante todo el afio. Se ha descrito que en condiciones de invernadero, las hojas de
plantas sometidas a estrés salino de los genotipos CC y CIT, sensibles a la salinidad, acumulan
mayores cantidades de CI” que las hojas de MC, genotipo tolerante (Tabla 4.1; Lopez-Climent y
cols., 2008; Romero-Aranda y cols., 1998). En estas condiciones, la acumulacion de Cl” en hoja
es totalmente dependiente del sistema radicular, que tiene un papel importante en el control de
la entrada de iones cloruro (Lopez-Climent y cols., 2008; Moya y cols., 2002; 2003). El
genotipo tolerante MC posee un mecanismo mas restrictivo que CC o CIT (genotipos sensibles)
para la captacion de Cl a nivel de raiz. Por tanto, bajo condiciones de cultivo en estrés salino,
las plantas de CC y CIT siempre acumularan mas cloruro en hojas que las plantas de MC (Tabla

4.1; Lopez-Climent y cols., 2008; Moya y cols., 2002; 2003).

El enfoque del cultivo de tejidos vegetales in vitro utilizado en este trabajo permite estudiar el
comportamiento de diferentes genotipos de citricos evitando el efecto de la raiz, y comprobar si
eliminando el sistema radicular de la planta, MC responde de la misma manera que en
condiciones de campo. Con los resultados obtenidos en este estudio se ha puesto de manifiesto
que éste no es el caso. De manera diferente a lo observado en las plantas cultivadas en
invernadero en condiciones de alta salinidad, tanto los brotes de genotipos sensibles como los
genotipos tolerantes a la salinidad acumularon cantidades similares de Cl” cuando carecian de
sistema radicular. El contenido de CI en los brotes aumento con la adicion de NaCl al medio de
cultivo, y proporcionalmente a la cantidad de NaCl afiadida al medio. Estos datos muestran que
el cultivo in vitro permite estudiar otros posibles factores fisiologicos implicados en la
tolerancia de los citricos a la salinidad, cuando todos los genotipos presentan concentraciones
similares de CI" en hojas. El porcentaje de plantas afectadas por la salinidad en MC fue similar
al obtenido en CIT y CC, después de 30 dias de tratamiento de estrés salino. Por otra parte, los
brotes de MC, presentaron sintomas en hoja similares a los mostrados en CIT y CC. La
sintomatologia de las plantas cultivadas in vitro sometidas a estrés salino fue similar a la
descrita en plantas cultivadas en campo (Storey y Walker, 1999). Estos sintomas fueron mas

severos a medida que transcurria el tiempo de tratamiento. Se observo clorosis foliar 10 ddt y, al
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final del experimento, la necrosis fue evidente en las hojas de todos los genotipos estudiados. El
sistema de cultivo in vitro descrito ha permitido comprobar que independientemente de la
tolerancia a la salinidad en campo de los genotipos estudiados, al ser cultivados desprovistos del
sistema radicular todos acumularon cantidades similares de CI" en hojas. Este estudio no se
podria haber realizado en condiciones de campo, por lo que el método propuesto parece ser una
buena herramienta para el estudio de los procesos bioquimicos implicados en la respuesta de los

citricos al estrés salino.

En la literatura se ha descrito que callos de patrones de citricos tolerantes al estrés salino
acumulan concentraciones mayores de Cl” que los obtenidos a partir de genotipos tolerantes a
salinidad (Singh y cols., 2004). Esta discrepancia con los resultados descritos en esta Memoria
puede ser debida a que el estado desdiferenciado de las células que constituyen los callos hace
que éstos no se comporten como un sistema biologico. Ademas, mientras que el sistema
utilizado por Singh y cols. (2004) podria ser utilizado como una herramienta practica para
evaluar la tolerancia a la salinidad de citricos en el germoplasma (debido al comportamiento
similar de los callos y plantas intactas), nuestro sistema esta orientado a interpretar la respuesta

especifica a la toxicidad de iones entre los genotipos, evitando el filtro de la raiz.

En diversas especies vegetales se ha correlacionado la tolerancia al estrés salino con un
incremento en la respuesta antioxidante y una disminucion en el dafio oxidativo (Perl-Treves y
Perl, 2002; Shalata y cols., 2001). Para estudiar el posible dafio oxidativo inducido por salinidad
en citricos se determin6 el contenido de MDA (Hernandez y cols., 2000) en brotes de los
diferentes genotipos. En plantas cultivadas en invernadero en las mismas condiciones de
salinidad, MC no sufri6 dafio oxidativo, mientras que en CC y CIT si se observé un incremento
del contenido de MDA en la parte aérea, lo que es indicativo de la aparicion de este dafio. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre los brotes estresados por salinidad y brotes
control de MC y CIT cuando se cultivaron in Vvitro sin el sistema radicular. No existe una
correlacion entre el dafio foliar y el estrés oxidativo, puesto que los sintomas foliares causados
por la salinidad (coloracién amarillenta, necrosis, etc.) se observaron en todos los genotipos
estudiados, mientras que no se detectdé acumulacion de MDA. Por otro lado, el hecho de que el
contenido de MDA en brotes control fue ligeramente superior al obtenido en las plantas
estresadas, nos lleva a pensar que las plantas tratadas hayan activado sus sistemas antioxidantes,
como respuesta frente al estrés salino. Por tanto se debe considerar otros factores como la
intoxicacion por iones CI° como responsables de desencadenar un mal funcionamiento del

metabolismo de estas plantas.

El ABA desempefia un papel fundamental en la respuesta de las plantas a condiciones de estrés
abiotico (Christmann y cols., 2006; Gémez-Cadenas y cols., 1998). Se ha descrito que esta
fitohormona es la sefial que comunica el estrés hidrico desde la raiz a la parte aérea (Dodd y
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cols., 2008). Los datos presentados en el Capitulo 3 de esta Memoria indican que los citricos
pueden acumular ABA en cultivos de brotes aislados sometidos a estrés osmotico. Ademas, se
ha descrito previamente que el genotipo CC responde a la salinidad aumentando los niveles del
ABA foliar (Gomez-Cadenas y cols., 1998). Estos experimentos se realizaron con las plantas
intactas y es posible que tales tratamientos salinos provocaran un mal funcionamiento del
sistema radicular que se tradujeran en dafios en la fisiologia en la parte aérea que, a su vez,
promovieran el aumento de concentraciones endogenas de ABA tanto en raices como en hojas
(Gémez-Cadenas y cols., 2001). Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo
osmoregulador y un organo especifico de respuesta al estrés. Esta sugerencia es apoyada
también por el hecho de que la expresion génica en respuesta al estrés salino es por lo general
especifica de 6rgano o tejido (Jia y cols., 2002). Cuando se cultivaron brotes in vitro, no se
observo acumulacion de ABA en ninguno de los genotipos estudiados, lo cual parece descartar
el ABA como un mecanismo de sefializacion de este sistema. Estos resultados son similares a
los obtenidos en maiz por Jia y cols. (2002), que observaron que el tratamiento de NaCl inducia
una ligera acumulacion de ABA en tejido foliar, mientras que el mismo tratamiento causaba una

acumulacion significativa de la hormona en el tejido radicular.

El aumento transitorio de los niveles de SA a 10 dias de tratamiento salino podria sugerir un
papel de esta hormona en la respuesta de los citricos a la salinidad. Aunque es necesario
profundizar los estudios en este sentido, nuestros datos sugieren la existencia de una sefal
comun no relacionada con el genotipo, independientemente de su tolerancia a la salinidad. Tal y
como se ha descrito en el capitulo anterior, la acumulacion de SA podria sefializar un dafio

oxidativo transitorio.

La falta de acumulacion de ABA en brotes podria ser debida al hecho de que la sefial para
aumentar la biosintesis deba ocurrir en las raices y la falta de este tejido en este sistema haga
imposible que se produzca esta sefial. También seria posible que la sefializacion hormonal
tuviera lugar antes de 10 dias de tratamiento salino, momento en que se registraron los valores
de contenido de esta hormona en el experimento descrito. Para excluir esta Gltima posibilidad, y
para esclarecer los efectos tempranos del estrés salino sobre el crecimiento in vitro de brotes de
citricos, se determino el contenido del i6n CI, de MDA y de hormonas en brotes de CC después
de 2, 5y 10 dias de tratamiento de estrés salino. La acumulacion de CI” en brotes fue gradual en
este breve periodo experimental. No se encontraron diferencias significativas en el contenido de
MDA, ni en los niveles de ABA y SA, entre brotes control y salinizados a cortos periodos de
tratamiento, por lo que estos resultados no apoyan la teoria de una sefializaciéon temprana,

dependiente de la sintesis del ABA o el SA en los brotes.

En este sistema no fue posible cuantificar los niveles de JA por problemas técnicos. Todas las

medidas quedaron por debajo del limite inferior de cuantificacion (LOQ). Sin embargo, se
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puede apuntar que no existieron diferencias cualitativas en el perfil de acumulacién de esta

hormona entre los diferentes genotipos estudiados (datos no mostrados).

En resumen se puede concluir que cuando los brotes son cultivados sin el sistema radicular,
todos los genotipos de citricos estudiados, tanto los que en campo se comportan como
tolerantes, como los sensibles, acumulan los mismos niveles de Cl'. Ademas, presentan dafios
similares en las hojas como consecuencia de la imposicion del estrés. Por otra parte, la ausencia
de un aumento en los niveles de MDA en todos los genotipos, y los patrones comunes de
sefializacion hormonal, en periodos de estudio desde 2 hasta 30 ddt indican que, en las mismas
condiciones de cultivo y con el mismo nivel de acumulacion de CI foliar, no existen diferencias
bioquimicas entre los genotipos. Los datos mostrados en esta Memoria junto a trabajos
anteriores (Arbona y cols., 2008; Goémez-Cadenas y cols., 2002) indican que MC no parece
mostrar ninguna ventaja a nivel bioquimico sobre el resto de patrones estudiados. Esto apunta a
las raices como un 6rgano clave no sélo como un filtro de iones Cl sino también como un
sistema fundamental en la sefializacion hormonal de la respuesta al estrés salino en los citricos.
Estos datos se complementan con los expuestos en el Capitulo 3 de esta Memoria, donde se
observa que en respuesta al estrés osmotico severo la sefalizacion de ABA si ocurre en hojas
independientemente de la presencia del sistema radicular y dan cuenta de la complejidad del

estudio del efecto del estrés salino en plantas.
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5. ESTRES EN LIMA INDUCIDO POR CTV

5.1. INTRODUCCION

El virus de la tristeza de los citricos (CTV) es el causante de la enfermedad viral mas grave de
este cultivo y es conocida internacionalmente como tristeza (Bar-Joseph y cols., 1989). Este
virus se trasmite por injerto, por algunas especies de pulgones y de forma mecanica mediante
determinadas practicas culturales (Cambra y cols., 1990a). La tristeza es la enfermedad que,
desde el punto de vista econdomico, mas dafo ha ocasionado, y esta considerada como una de las
epidemias mas destructivas e importantes que ha afectado a la citricultura a escala mundial

(Cambra y Moreno, 2000).

La tristeza es originaria de Asia, desde donde se extendié a las principales zonas citricolas de
todo el mundo. El virus fue probablemente introducido en Espafia en la década de los afios
treinta y fue detectado en 1957, en la Comunidad Valenciana, cuando se convirtié en epidemia
(Cambra y cols., 1990a; Planes y cols., 1965). Actualmente se encuentra presente en la mayoria
de los paises productores de citricos, y se considera como una grave amenaza en aquellas zonas
productoras donde el naranjo amargo es el patron dominante (Roistacher y Moreno, 1991).
Existe gran diversidad de cepas de CTV que son causantes de un amplio espectro de sintomas
en las plantas a las que infectan. La presencia de cepas virulentas hace practicamente inviable el
cultivo de naranjos dulces y pomelos en aquellas areas citricolas en las que estan presentes

(Naranjo, 1997b; Navarro, 1981).

En cuanto a los sintomas, existen tres sindromes caracteristicos de la enfermedad: el llamado
decaimiento rapido o tristeza (Decline inducing, DI), las acanaladuras o punteaduras del tallo
(Stem pitting, SP) y el aclaramiento o clorosis discontinua de nerviaduras (Seedling yellow, SY)
(Besoain y cols., 2003; Rocha-Pefia y cols., 1995).

El decaimiento rapido o tristeza produce una extensa gama de sintomas. En primer lugar,
produce un decaimiento lento, acompafiado de clorosis. Ocasiona también defoliacion de los
arboles asociada con la pudricion de las raicillas. En segundo lugar, este sindrome provoca una
disminucion del tamafio del arbol acompafiado de una reduccion del tamafio de los frutos, que
maduran antes y son de mala calidad. La tercera manifestacion se conoce como quick decline o
colapso rapido. Es la mas espectacular, los arboles aparentemente sanos comienzan a mostrar un
marchitamiento de las hojas similar al producido por falta de agua y en cuestion de una o dos
semanas mueren (Besoain y cols., 2003; Rocha-Pefia y cols., 1995). Esto es debido a que el
CTYV induce el colapso y necrosis de los tubos cribosos y las células acompaiantes cerca de la
union del brote, produciendo una cantidad excesiva de liber no funcional (Schneider, 1959) que
causa una progresiva reduccion del sistema radicular y como consecuencia un aporte deficiente

de agua y nutrientes. El sindrome de la tristeza se puede evitar usando patrones tolerantes al
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CTV ya que la tristeza afecta a la combinacion patron/ variedad y su manifestacion depende

mucho de los genotipos utilizados (Moreno y cols., 2008).

Las acanaladuras del tallo, se producen como consecuencia de la interrupcion de la actividad
meristematica en areas limitadas de cambium que da lugar a un crecimiento radial irregular con
una depresion local en los puntos inactivados. Estas proyecciones puntiagudas de la corteza de
la madera se ajustan perfectamente con las cavidades a nivel del xilema (Schneider, 1959). En
las plantas infectadas tiene lugar un decaimiento y clorosis del follaje con pérdida de
productividad. Los arboles afectados presentan atrofia, bajo rendimiento y pobre calidad de
fruta (Besoain y cols.,, 2003; Rocha-Pefia y cols., 1995). Las limas acidas muestran la
sensibilidad mas alta a este sindrome, los pomelos y algunas variedades de naranja dulce
sensibilidad intermedia, y los mandarinos la tolerancia mas alta (Duran-Vila y Moreno, 2000;
Timmer y cols., 2000). Los aislados de CTV que causan este sindrome predominan en la

mayoria de las areas citricolas (Gottwald y cols., 1999).

Por ultimo, el aclaramiento se manifiesta en algunas especies de citricos, tanto injertadas como
de pie franco. Rara vez se observa en el campo (Moreno y cols., 2008) y se caracteriza por
inducir atrofia, pequenas hojas palidas o amarillas, sistema radicular reducido y a veces un cese
completo del crecimiento en algunos genotipos como naranjo amargo, pomelo o limonero
(Fraser, 1952; McClean, 1960). A veces, las plantas que presentan este sindrome se recuperan y

producen de nuevo hojas normales (McClean, 1963; Wallace y Drake, 1972).

Segun su comportamiento ante el CTV, Carrero (1981) y Navarro (1981) clasificaron los
distintos genotipos de citricos como hipersensibles, muy sensibles, sensibles y moderadamente
tolerantes. La lima mejicana se incluyo en el grupo de genotipos muy sensibles y se ha utilizado
tradicionalmente como planta indicadora para diagnosticar la presencia del CTV (Wallace y
Drake, 1951). La intensidad de los sintomas que provoca la infeccion depende de la cepa viral y
del tiempo transcurrido desde la inoculacion. En estos ensayos biologicos, se necesita un
periodo de 4-6 meses desde la inoculacion hasta la observacion de los sintomas en las plantas de

lima mejicana cultivadas a una T* 6ptima entre 18 y 26 °C (Roistacher, 1991).

La respuesta de una planta a cualquier estimulo exdgeno o endogeno es la consecuencia de una
compleja red de interacciones entre distintas rutas de sefializacion. E1 ABA participa de forma
activa en la sefializacion de muchas de las respuestas al estrés abidtico (Albacete y cols., 2009;
Arbona y Gomez-Cadenas, 2008). Otras hormonas como el etileno, el SA y el JA, estan
implicadas en la transmision de la sefial de infeccion por patdégenos (Dong, 1998; Feys y Parker,
2000). La senal generada por estas hormonas es transportada por cascadas moleculares
complejas hasta llegar al nucleo celular donde participan tanto en la activacién como en la

represion de la transcripcidn de ciertos genes de respuesta (Azcon-Bieto y Talon, 2008).
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Existen escasos trabajos que estudien la implicacion de las fitohormonas en la regulacion de la
respuesta de los citricos frente al estrés bidtico producido por el CTV. Salvador y cols. (1984)
estudiaron las alteraciones hormonales en plantas de lima mejicana infectada con CTV y
determinaron que, en hojas jovenes, no se producia incremento de la actividad auxinica ni se
observaron variaciones en el contenido de ABA pero si un aumento considerable de la actividad
tipo giberelina. En cambio, cuando se determinaron los niveles hormonales en el floema de
corteza se observo que el contenido de sustancias tipo giberelinas y tipo auxinas era mucho
mayor en arboles infectados y que solo se detectaba ABA en el floema de estos arboles
(Salvador y cols., 1983). El efecto de la infeccion del virus en la biosintesis y el metabolismo de

la planta es muy complejo y se debe profundizar mas en su conocimiento.

En especies herbaceas, sin embargo, existen numerosos trabajos sobre la interaccion de virus y
plantas, que estudian la influencia del virus en el transporte y actividad fisiologica de diferentes
grupos de fitohormonas. Después de la infeccion viral, se produce un cambio en la biosintesis y
el metabolismo de las hormonas de la planta, especialmente en los niveles de JA y SA. Hay
ejemplos de cambios en la biosintesis y/o metabolismo de ABA, giberelinas, auxinas o
citoquininas en uno o mas sistemas vegetales (Jameson y Clarke, 2002; Yasuda y cols., 2008).
No obstante, falta por determinar si esos cambios son debidos directamente a la invasion del
virus, son consecuencia de la redistribucion de asimilados o tienen lugar por los dafios celulares
derivados de la infeccion. Ademas, seria de gran interés conocer la relacion entre los cambios en
el metabolismo y la sintesis de JA, SA y etileno. Estudios de Sano y cols. (1996) indican que
estos cambios pueden estar relacionados directamente con las citoquininas. Las rutas de
sefializacion hormonal no son independientes y lineales, por lo que la comprension de cualquier
ruta requiere también entender qué interacciones establece con otras y como se regulan esas
interacciones desde un punto de vista molecular (Jameson y Clarke, 2002; Vlot y cols., 2009).
En algunas publicaciones se describe la acumulacion de SA, JA y etileno en plantas enfermas
aunque no hacen referencia a la interaccion con el virus (Feys y Parker, 2000; Vlot y cols.,
2009), debido a la gran complejidad de los senderos de transduccion de sefial que funcionan en
la defensa de la planta (Inoue y cols., 2001; Smith y cols., 2000; Takei y cols., 2001; Yang y
cols., 2006).

La exposicion de la planta a condiciones desfavorables provoca un estrés oxidativo (Arbona y
cols., 2003; 2008). El proceso de infeccion por patdgenos esta modulado especificamente por
las condiciones luminicas de crecimiento de la planta (Karpinski y cols., 2003). Durante el
fotoperiodo, en condiciones naturales, el cloroplasto ha de adaptarse a las altas y bajas
intensidades luminicas para optimizar el uso de la luz absorbida durante la fotosintesis,
mantener un estado energético Optimo, un correcto balance NADPH/ATP y minimizar la
formacion de especies reactivas de oxigeno que se derivan de estos procesos. Esto implica el

establecimiento de un equilibrio entre los llamados mecanismos fotoprotectores, que tratan de
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disipar la energia de excitacion en exceso, no utilizable en fotosintesis y los mecanismos
fotoinhibidores, que se activan cuando se excede la capacidad de fotoproteccion y antioxidante
de la planta (Arbona y cols., 2009a; Chow y cols., 2002; Lépez-Climent y cols., 2008; Naumann
y cols., 2008; Rahoutei y cols., 2000).

El virus emplea la maquinaria celular del huésped para replicarse y esto lleva a una alteracion en
la distribucion del fotoasimilado dentro de la planta (Lucas, 2006). Esta alteracion se ve
incrementada debido a la activacion de los mecanismos de defensa y sintesis de proteinas
inducidas por el estrés (Balachandran y cols., 1997a; b; 2000). El aparato fotosintético actla
como un sensor ambiental mediante la generacion de sefales redox, que pueden regular la
expresion de los genes como respuesta a distintos factores de estrés (Pfannschmidt y cols.,

2001; 2003).

En este Capitulo se estudian las respuestas fisiologicas y bioquimicas de plantas de lima
mejicana infectadas con dos cepas de CTV. Se estudia el dafio foliar asi como el dafio oxidativo
inducido por el patégeno. Ademas, se investigan las respuestas de la planta frente al estrés
biotico mediante el estudio de los parametros de intercambio gaseoso, fluorescencia de
clorofilas y el estudio de la maquinaria antioxidante. Finalmente, se estudia la regulacion
hormonal de las diferentes respuestas fisiologicas, especialmente el patron de acumulacion de
ABA, JA y SA, asi como los cambios metabolémicos inducidos en las hojas de la planta por

CTV.
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5.2. MATERIAL Y METODOS
5.2.1. Material vegetal
5.2.1.1. Cultivo de plantas

En los diferentes ensayos se utilizaron plantas de lima mejicana (Citrus aurantifolia (Christm.)
Swing.) procedentes de semilla. El estudio se llevo a cabo sobre plantas control y plantas
infectadas por dos cepas de CTV facilitadas por el Dr. Pedro Moreno del Instituto Valenciano

de Investigaciones Agrarias.

Las plantas se cultivaron en macetas de plastico de 20 cm de diametro y 20 cm de altura que
contenian como sustrato una mezcla turba y arena (1:1) (Arregui y cols., 1982). Las condiciones
de cultivo dentro del invernadero fueron: una humedad relativa de entre 50 y 80 %, una

temperatura diurna de 26.0 £ 4.0 °C y una temperatura nocturna de 18.0 = 3.0 °C.

Durante el tiempo que duraron los experimentos, las plantas se regaron tres veces por semana
con 500 mL/ maceta de soluciéon de Hoagland modificada para citricos diluida a la mitad con

agua desionizada (Bafuls y Primo-Millo, 1995).
5.2.1.2. Diseiio experimental e infeccion de las plantas

Con el objetivo de obtener plantas de lima mejicana infectadas con CTV, se inocularon plantas
de 12 meses de edad mediante injerto de chapas de corteza sin yema procedentes de plantas
infectadas, bien con una cepa de virulencia severa (T318) o bien con una de virulencia
moderada (T385). Las plantas que sirvieron como control fueron injertadas con corteza

procedente de plantas sanas.

En un primer ensayo se utilizé6 como material vegetal plantas inoculadas ese mismo afio. Las 18
plantas se distribuyeron de forma aleatoria en tres bloques: 6 plantas infectadas con la cepa
T318, 6 plantas con la T385 y otras 6 plantas se utilizaron como control. El ensayo se repitio al
afio siguiente. Para ello se utilizaron plantas de lima mejicana con las mismas caracteristicas
agronomicas que el afio anterior. Se podaron las plantas a una altura de 20 cm, se eliminaron

todos los brotes y se procedi6 a la inoculacion del virus con material vegetal infectado.

En ambos casos, las plantas se dispusieron en un recinto aislado del resto del invernadero, por

motivos de seguridad sanitaria.
5.2.1.3. Verificacion de la infeccion de las plantas por CTV

Para comprobar que las plantas del experimento estaban infectadas por CTV, se utilizé la
técnica de inmunoimpresion-ELISA (del inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). De la
misma forma se comprobd que las plantas control estaban libres del virus. Para ello, se

seleccionaron 4 brotes por planta, de 10-15 cm de longitud. Se realizaron 2 impresiones por
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brote (realizando 2 cortes perpendiculares al tallo) y se efectuaron 8 impresiones por planta. Las
improntas en la membrana se realizaron inmediatamente después de cortar el brote.
Posteriormente, las membranas se enviaron a un laboratorio externo para el revelado. En los
analisis serologicos de inmunoimpresion-ELISA se utilizo6 la mezcla de anticuerpos
monoclonales 3DF1 y 3CAS (Cambra y cols., 2000b) y el protocolo recomendado por la

Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de Plantas (2004).
5.2.2. Seguimiento del cultivo y recogida de datos
5.2.2.1. Obtencion de material vegetal para el ensayo

Como material vegetal para el estudio, se escogieron las hojas de los brotes en crecimiento. Se
diferenciaron 4 grupos segun el numero de hojas en cada brote: de 3 a 5 hojas, de 6 a 8 hojas, de

9allyde12a 14 hojas.

Las muestras se tomaron a primera hora de la mafiana y todo el material muestreado se
transportd desde el invernadero al laboratorio en un contenedor con hielo. Una vez en el
laboratorio, las muestras se trituraron con nitrogeno liquido y se introdujeron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL. Este material se conservo en un congelador a -32 °C hasta su posterior

utilizacion en los analisis.
5.2.2.2. Sintomas foliares caracteristicos de la enfermedad en lima

El CTV provoca en plantas de lima acanaladuras en la madera, aclaramiento de nerviaduras y
acucharamiento de las hojas, por lo que se sigui6 la evolucion de estos sintomas en las plantas
objeto del ensayo. Los resultados se expresaron como porcentaje de plantas afectadas respecto
del total. Los criterios utilizados para estudiar la intensidad de los sintomas foliares fueron los

siguientes:

- Los sintomas se consideraron graves cuando, al menos el 50 % de las nerviaciones de las hojas

presentaban aclaramiento, siendo al mismo tiempo el acucharamiento foliar muy acusado.

- Los sintomas se consideraron leves cuando el porcentaje de nerviaciones foliares afectadas era
menor del 50 %, siendo la clorosis de las nerviaduras menos acusada que en el caso anterior y el

acucharamiento de las hojas leve.
5.2.2.3. Parametros de fluorescencia de clorofilas

Para evaluar el funcionamiento del sistema fotosintético en condiciones de estrés bidtico se
midieron distintos parametros relacionados con la fluorescencia de clorofilas. Para ello se utilizo
un fluorémetro digital OS1-FL (Opti-Sciences, Tyngsboro, Massachussets, EEUU). Se
seleccionaron al azar 5 plantas de cada tratamiento y se marcaron 4 hojas de tamaiio intermedio,
se adaptaron a oscuridad durante 30 min envolviéndolas con una hoja de cartulina negra y

después se aplico un pulso de luz saturante (5000 pmol m™ s™). En estas condiciones la
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fluorescencia se incrementa rapidamente desde un nivel minimo (Fy) hasta un valor maximo
(Fum). La diferencia entre ambos pardmetros se denomina fluorescencia variable (Fv), a partir de
la cual se puede obtener la fluorescencia variable maxima de clorofilas (Fy/Fy). La medida de la
eficiencia cuantica del PSII bajo condiciones de luz actinica (®psy) se realizo sobre hojas
adaptadas a las condiciones de luz reinante dentro del invernadero. A partir de las medidas que
proporciona el instrumento se calcularon el resto de parametros fotosintéticos, para describir

mejor el sistema:
1) Fy/Fy=(Fu-Fo)/Fum (Bjorkman y Demming-Adams, 1987)
2)  Dpgy =(Fy’-Fs)/Fu® (Genty y cols., 1989)
3) NPQ=(Fv—Fu’)/Fy’ (Bilger y Bjorkman, 1990)

Donde Fy es la fluorescencia basal de clorofilas antes de aplicar el pulso de luz saturante, Fy; es
la fluorescencia maxima de clorofilas en hojas adaptadas a oscuridad, Fy,” es la fluorescencia
maxima de clorofilas en hojas bajo condiciones de iluminacién actinica y Fs es la fluorescencia
basal. El parametro NPQ, determina la incidencia de procesos de disipacion de energia mediante

procesos que no emiten luz.

Todos estos parametros estan relacionados con diversos componentes de la cadena de transporte
electronico. Asi, mientras Fy/Fy mide la viabilidad a nivel del PSII, obviando otros procesos
que pueden tener lugar a nivel de la cadena de transporte electronico fotosintético, ®@ps;; mide el
transporte no ciclico de electrones entre el PSII y el PSI. Mientras que, variaciones en F
estarian relacionados con dafios sobre los pigmentos antena y variaciones en NPQ con la

capacidad del PSII de disipar energia.

Todos los calculos se han realizado segiin Arbona y cols. (2009a), Lopez-Climent y cols. (2008)
y Maxwell y Johnson (2000).

5.2.2.4. Parametros de intercambio gaseoso

A lo largo del periodo experimental se midieron regularmente los distintos parametros de
intercambio gaseoso. Para ello, se seleccionaron 4 plantas al azar de cada tratamiento,
eligiéndose para hacer las mediciones 4 hojas de tamafio medio en distintas posiciones de la
planta. Se realizaron 3 mediciones por hoja. En total se realizaron 48 mediciones para cada

tratamiento.

Para realizar las medidas se utilizé un analizador de gases con detector de infrarrojos (IRGA)
portatil Lepro+ (ADC bioscientific, Hoddesdon, RU). Las mediciones se realizaron por la
mafiana, entre las 8h 00' y las 11h 30" utilizando una radiacion artificial de 750 pmol m™? s™. La

temperatura dentro del invernadero donde se tomaron los datos fue de 26 + 4.0 °C y el flujo
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molar de aire se fij6 en 150 pmol s™'. Todas las medidas se realizaron a concentracion de CO, y

de vapor de agua atmosféricas.

Durante el segundo afio del experimento, no se pudieron realizar medidas de parametros de
fluorescencia de clorofilas ni de intercambio gaseoso en plantas de lima mejicana infectadas con

la cepa T318 ya que las hojas eran demasiado pequefias.
5.2.2.5. Analisis de MDA y enzimas antioxidantes

La determinacion del dafio oxidativo provocado por el estrés osmotico se realizé mediante el
analisis de MDA. El calculo del contenido de MDA se realizé de la misma forma descrita en el

Capitulo 3, Apartado 3.2.2.3 de esta Memoria.

La extraccion y la determinacion de la actividad del enzima APX se realizé segin el método
espectrofotométrico descrito por Asada (1984) y la extraccion y la determinacion de la actividad
del enzima CAT segin el método de Brennan y Frenkel (1977). Tal y como se describe con mas

detalle en el Capitulo 3, Apartado 3.2.2.4.
5.2.2.6. Determinacion de la concentraciéon de prolina

Para la extraccion y determinacion de la concentracion de prolina en hojas, se siguid el

protocolo descrito por Bates y cols. (1973), detallado en el Capitulo 3, Apartado 3.2.2.5.
5.2.2.7. Determinacién de fitohormonas

Para la determinacion de estas fitohormonas se siguié el protocolo descrito en Durgbanshi y

cols. (2005) descrito en el Capitulo 3, Apartado 3.2.2.6.
5.2.2.8. Analisis metabolomicos

Para realizar el estudio metabolémico de las plantas se incubaron 100 mg de tejido foliar en
diferentes estadios fenologicos (brotes de 3 a 5 hojas, de 6 a 8 hojas, de 9 a 11 hojasy de 12 a
14 hojas) en dos pasos consecutivos en 400 uL de una solucion de metanol:agua (80:20) (ambos
de calidad HPLC, Scharlau) enriquecida con kinetina (6-Furfurilaminopurina), biochanina A
(5,7-dihidroxi-4'-metoxisoflavona; C;sH;,0s), rutina (quercetina-3-rutinoxido; Cy;H30015), acido
0-anisico (acido 2,5-dicloro-6-metoxibenzoico; CsH¢Cl,03), acido feralico (acido 4-hidroxi-3-
metoxicinamico; CioH1004) y  N-(3-indolilacetil)-L-fenilalanina  (C;9H;sN,O;), todos
suministrados por Sigma-Aldrich, a una concentracion de 1 ppm. La extraccion se llevo a cabo
mediante incubacion en bafio de ultrasonidos durante 10 min. A continuacion, la solucioén
resultante se centrifugd a 8600 rpm durante 10 min a 4 °C y se recogid el sobrenadante. Los
pasos anteriores se repitieron dos veces, recogiendo el sobrenadante final en el mismo vial. La
soluciodn resultante se filtrd a través de filtros de membrana de PTFE de 0.45 um de didmetro de
poro. Los extractos (aliquotas de 20 pL) se analizaron mediante HPLC (Waters Alliance 2965
HPLC, Waters Corp., Milford, EEUU) acoplado mediante una interfase de electrospray a
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presion atmosférica a un espectrometro de masas tipo QTOF (QTOF I, Micromass Ltd.,
Manchester, RU). La separacion del extracto se llevd a cabo en fase reversa en una columna de
C18 (5 pum de tamafio de particula, 100 x 2.1 mm, XTerra ™, Waters) utilizando como
solventes agua ultrapura (A) y acetonitrilo (B; grado HPLC, Scharlau), ambos complementados
con acido formico (grado HPLC, Scharlau) al 0.1 % (v/v), a un flujo de 300 uL min™. El
gradiente usado fue: (0-4 minutos) 95:5 (A:B), (4.01-55 minutos) 5:95 (B), (5§5.01-60 minutos)
95-5 (B) y (60.01-65 minutos) 95:5 (A:B).

El analisis espectrométrico se llevo a cabo en modo electrospray positivo empleando nitrogeno
como gas de nebulizacion y de desolvatacion a un flujo de 100 y 800 unidades, respectivamente.
La temperatura del bloque de la fuente se mantuvo a 120 °C y el gas de desolvatacion a 350 °C.
Se fijaron los voltajes para el tubo capilar, el cono y el extractor en 4 kV, 25 eV y 3 eV,
respectivamente. Antes del analisis, el espectrometro de masas QTOF fue calibrado
infusionando una solucién de formiato sédico a un flujo de 25 uL min™. Después del calibrado,
el error medio fue menor de 5 ppm. Durante la adquisicion, se infusioné de forma continua Leu-
encefalina ([M+H]'= 556.2771) a una concentracién de 1 ppm como masa de referencia. Los
datos fueron adquiridos en modo continuo en un rango de 50-900 uma (unidades de masa

atomica). Los detalles sobre la metodologia analitica se describen en Arbona y cols. (2009b)

Para estudiar la induccion o represion de metabolitos como respuesta de las plantas a la
infeccion por CTV, en brotes en diferentes estadios fenologicos, se llevd a cabo el
procedimiento descrito anteriormente. Las muestras vegetales se extrajeron y analizaron tal y
como se ha descrito en el presente Apartado. Se analizaron los datos obtenidos utilizando el
software Dchip (Li y Wong, 2001) mediante Analisis de Varianza (ANOVA) tomando
‘tratamiento’ (control, plantas infectadas con la cepa mas virulenta, plantas infectadas con la

cepa menos virulenta) como factor y asumiendo un p<0.01.
5.2.3. Analisis estadistico

Para la realizacion del ensayo se utilizé un disefio completamente al azar. Salvo los estudios
metaboldmicos que requieren un analisis estadistico particular, tal y como se describe en el
Apartado 5.3.2.8. La validez estadistica del resto de parametros se determiné mediante la
aplicacion del analisis de varianza unifactorial (ANOVA) y separacion de medias (método de
Tukey, p<0.05) de los datos. Los resultados fueron analizados utilizando el programa

informatico S-PLUS 6.1 (Insightful Corporation).
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5.3. RESULTADOS
5.3.1. Daiio foliar en plantas de lima mejicana infectadas con CTV

Para cuantificar los dafios foliares se considerd que una planta afectada era aquella que mostraba
al menos un 50 % de sus hojas con sintomas de infeccion por CTV. La Figura 5.1 muestra los
dafios foliares observados tras la infeccion. Los sintomas mas caracteristicos son: clorosis de
nerviaduras, hojas de menor tamafio y acucharadas (curvatura del limbo foliar hacia el haz) y

acanaladadura en la madera (Roistacher, 1991) (Figura 5.1 B; K).

Los primeros dafios causados por el CTV aparecieron en las plantas infectadas 4 semanas
después de la inoculacion. El primer sintoma en manifestarse fue el acucharamiento foliar,
especialmente en las plantas infectadas con el aislado menos virulento (Figura 5.1 C) estas hojas
presentaron ademas, una coloracion verde muy oscura. A las 8 semanas, el 54 % de las hojas de
las plantas infectadas manifestaron este sintoma, mientras que las plantas infectadas con la cepa
mas virulenta del virus el porcentaje era del 47 %. En cuanto al sintoma conocido como clorosis
de nerviaduras, se observé en las hojas de las plantas independientemente del aislado con el que
habian sido infectadas, siendo mas evidente en hojas infectadas con la cepa del virus maés
agresiva (Figura 5.1 D). A las 10 semanas la proporcion de plantas afectadas aumentd de forma
muy acusada. Seis meses después de la infeccion, el porcentaje de plantas infectadas que
mostraban este dafio foliar fue muy proximo al 100 %. De forma simultanea, en plantas
infectadas con el aislado T318 se observo una lignificacion del nervio central, que pas6 a tener
una consistencia coriacea (Figura 5.1 B). A las 8 semanas un 25 % de las hojas de las plantas
infectadas mostraron este sintoma y 23 semanas tras la infeccion se observd que esta
lignificacion se habia extendido a las nerviaciones secundarias y las plantas empezaban a
defoliarse. A las 20 semanas, otro sintoma observado en plantas infectadas con la cepa mas
virulenta fue la muerte de un 15 % de las nuevas brotaciones (Figura 5.1 G; H; I). Las hojas de
las plantas infectadas redujeron su tamafio aproximadamente un 60 % con respecto a las plantas
control (Figura 5.1 B). Este sintoma se observé en todas las plantas infectadas con la cepa més
agresiva del virus, mientras que en el caso de plantas infectadas con la cepa suave

aproximadamente el 70 % mostraban este sintoma.
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Durante el segundo afio después de la infeccion, el sintoma mas caracteristico fue la
lignificacion del nervio central de las hojas (Figura 5.1 M). Ademas se produjo, de forma
generalizada, la muerte de brotes jovenes, e incluso de pequefias ramas en plantas infectadas
con la cepa agresiva del virus (Figura 5.1 N; O; P). En un 80 % de las plantas infectadas, con
independencia de la severidad del virus, las hojas presentaban un tamafio reducido (60 % con
respecto al control), una coloracion mas oscura y lignificacion tanto del nervio central como de

las nerviaciones secundarias (Figura 5.1 J; K).

Durante el segundo afio, en las plantas infectadas con la cepa agresiva del virus, se produjo una
abscision foliar generalizada y las acanaluduras en la madera se hicieron mas evidentes (Figura
5.1 O). Tuvo lugar también, la muerte tanto de brotes jovenes como de brotes en un estadio de
desarrollo mas avanzado (de 15 a 22 hojas). Ademas, se observé un decaimiento generalizado
de la parte aérea de las plantas infectadas. El porcentaje de plantas que mostrd esta

sintomatologia fue mayor en el caso de plantas infectadas con T318 (91 % vs 67 %; Figura 5.1

.

Figura S.1. Sintomas foliares en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Primer afio después de la
inoculacion: (A) Planta control, planta infectada con la cepa T385 y planta infectada con la cepa T318; (B) Dafios en
hojas infectadas (de derecha a izquierda): coloracion verde oscuro y clorosis de las nerviaduras; moteado y clorosis
internervial; nervio central lignificado; necrosis del extremo distal de la hoja; necrosis y hoja de menor tamafio; (C)
Acucharamiento de las hojas; (D) Clorosis foliar; (E) Hojas moteadas; (F) Brote con hojas necrosadas; (G), (H), (I)
Brotes jovenes necrosados. Segundo afo desde la inoculacion: (J) Planta control, planta infectada con la cepa T385 y
planta infectada con la cepa T318; (K) Sintomas foliares caracteristicos de plantas infectadas (de derecha a
izquierda): coloraciéon verde oscuro y acucharamiento; moteado y clorosis foliar; clorosis foliar; nervio central
lignificado; (L) Acucharamiento de las hojas; (LL) Clorosis generalizada y necrosis de los extremos de las hojas; (M)
Nervio central y nerviaciones secundarias lignificadas; (N), (O), (P) Muerte de los brotes jovenes; (Q) Decaimiento y

muerte de brotes.
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5.3.2. Parametros de fluorescencia de clorofilas

5.3.2.1. Fluorescencia variable maxima de clorofilas (Fy/Fy)

En la Figura 5.2 se representa la fluorescencia variable méaxima de clorofilas durante el primer y
segundo afio después de la infeccion. El estrés bidtico inducido por CTV en plantas de lima
afect6 al parametro de Fy/Fy en mayor o menor medida, dependiendo del tiempo transcurrido
desde la infeccion. No obstante, no se observo una clara tendencia en la evolucion de los valores
de Fy/Fy en funcion de la virulencia de la cepa. A las 17, 19 y 21 semanas después de la
infeccion, los valores de Fy/Fy en hojas de plantas infectadas fueron significativamente
menores a los de plantas control. En plantas infectadas con la cepa menos virulenta el descenso
mas drastico de este parametro tuvo lugar 19 y 21 semanas después de la infeccion, no
encontrandose diferencias significativas entre los valores medidos en plantas infectadas con las
cepas de diferente virulencia. En cambio, en plantas infectadas con el aislado mas virulento, este
descenso se produjo varias semanas antes. A las 17 semanas, los valores de Fy/Fy en plantas
infectas con T318, eran inferiores a los obtenidos tanto en plantas infectadas con T385 como en
plantas control, que presentaron valores similares. Esta situacion se mantuvo hasta 39 semanas
después de la infeccion. En las siguientes mediciones (43 y 45 semanas) se observd una
recuperacion en los valores de este parametro medidos en plantas infectadas que fueron
semejantes a los obtenidos en plantas control. En todas las determinaciones llevadas a cabo el
segundo afio, los valores de Fy/Fy en plantas infectadas con el aislado T385 se mantuvieron por

debajo de los obtenidos en plantas control.

5.3.2.2. Rendimiento cuantico del PSII (quantum yield, ®pgy)

El ®@pg;; indica la proporcion de la energia absorbida que estd siendo usada en los procesos
fotoquimicos. En la Figura 5.3 se representan los valores de ®pg;; obtenidos en plantas de lima
en el primer y segundo afio después de la infeccion. De forma similar a lo descrito en el caso de
Fy/Fu, los valores de ®pg); se redujeron en respuesta al estrés bidtico. Durante el primer afio tras
la infeccion (panel izquierdo), los valores de ®pgy, de plantas infectadas con la cepa T318,
fueron inferiores a los medidos en plantas control. El analisis estadistico revelo que las
diferencias tenian relevancia estadistica. La evolucion de este parametro en plantas infectadas
con la cepa suave del virus fue diferente. Tras un periodo inicial (19 semanas) en que
presentaron valores inferiores a los determinados en plantas control, se produjo una
recuperacion en la eficiencia cuantica de estas plantas, llegando a valores similares a los

determinados en plantas control.

En el panel derecho de la Figura 5.3 se representan los valores de ®pgy; durante el segundo afio
tras la infeccion. En este periodo experimental, los niveles en el rendimiento cuantico medidos
en plantas infectadas con la cepa T385 fueron inferiores a los determinados en plantas control.
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Figura 5.2. Fluorescencia variable maxima de clorofilas (Fy/Fy;) en plantas de lima mejicana infectadas con
CTYV. Cada punto representa la media de 20 mediciones independientes + error estandar. Donde (0) indica plantas
control, (&) indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Figura 5.3. Rendimiento cuantico del PSII (®pgy;) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada punto
representa la media de 20 mediciones independientes + error estandar. Donde (0) indica plantas control, (&) indica
plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas segtin test de Tukey (p<0.05).
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5.3.2.3. Fluorescencia minima de clorofilas después de adaptacion a oscuridad (Fo)

F, representa la fluorescencia basal de clorofilas antes de aplicar un pulso de luz saturante. Las
variaciones observadas en los valores de este parametro en respuesta al estrés bidtico estan
representadas en la Figura 5.4. La infeccion por CTV no produjo un incremento en este
parametro. Desde las 17 semanas tras la infeccion hasta transcurridas 23 semanas, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre plantas control y plantas infectadas.
Los valores de Fy obtenidos variaron durante todo el primer afio tras la infeccion, pero sin llegar
a experimentar diferencias estadisticamente significativas en plantas infectadas. A las 31
semanas se observo un aumento puntual en los valores de este pardmetro en plantas infectadas
(tanto con T385 como con T318), siendo los valores registrados 1.71 veces superiores a los
obtenidos en plantas control. En las siguientes mediciones se observo un incremento de los
valores de Fy en el caso de plantas control. No obstante, los valores obtenidos en plantas

infectadas no fueron diferentes a los medidos en plantas control.
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Figura 5.4. Fluorescencia minima de clorofilas después de adaptacion a oscuridad (Fy) en plantas de lima
mejicana infectadas con CTV. Cada punto representa la media de 20 mediciones independientes + error estandar.
Donde (o) indica plantas control, @) indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la

cepa T318. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Durante el segundo afio tras la infeccion (panel derecho, Figura 5.4), no se observaron
diferencias en los valores de Fy en plantas infectadas con la cepa T385 con respecto al control.
Unicamente a las 92 semanas después de la infeccion, los valores de F, en plantas infectadas
descendieron un 13.33 % con respecto a los valores obtenidos en plantas control. La tendencia
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en los valores de la fluorescencia minima de clorofilas fue hacia la estabilidad, tanto durante el

primer como en el segundo afio tras la infeccion.

5.3.2.4. Disipacion no fotoquimica (NPQ)

En la Figura 5.5 se representa la evolucion de la disipacion no fotoquimica en plantas infectadas
con CTV. Después de 17 semanas de infeccion, NPQ aumento6 un 28.21 % en plantas infectadas
con respecto a las plantas control, independientemente de la virulencia de la cepa. A las 23
semanas tras la infeccion, los valores de NPQ en plantas infectadas con la cepa T385 fueron
1.95 veces superiores a los obtenidos en plantas control, mientras que en las plantas infectadas
con la cepa T318, el incremento fue del 19.00 %. En ambos casos las diferencias fueron
estadisticamente significativas, tanto respecto al control como entre cepas. En las siguientes
mediciones, los valores de NPQ, descendieron en plantas infectadas con la cepa T318,
registrandose valores similares a los obtenidos en plantas control. Treinta y nueve semanas
después de la infeccion, no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos de
plantas estudiadas. Esta tendencia varid6 a las 41 semanas, observandose un descenso
significativo de NPQ en plantas infectadas (del 18.75 % en plantas infectadas con T385 con
respecto al valor determinado en plantas control). Este parametro también disminuy6 en plantas
infectadas con la cepa severa del virus, aunque el descenso no fue tan acusado (del 12.50 %).
Los valores de NPQ en plantas infectadas con la cepa T385, en las siguientes mediciones hasta
el final del primer afio, fueron inferiores a los obtenidos en plantas control y en plantas
infectadas con la cepa severa. Mientras que, en ese mismo periodo experimental, los valores de
NPQ en plantas infectadas con T318, aumentaron, alcanzando valores 1.27 veces superiores a

los valores control.

Durante el segundo afo (panel derecho, Figura 5.5) se observd una clara tendencia a la
disminucion de NPQ en respuesta a la infeccion viral en plantas de lima. Ochenta y seis
semanas después de la infeccion, los valores de NPQ en plantas infectadas con la cepa T385
fueron un 22.22 % mas bajos que los obtenidos en plantas control. Este porcentaje se mantuvo
durante las 4 semanas siguientes. En general, los valores de NPQ en plantas infectadas fueron
significativamente menores que los obtenidos en plantas control durante todo el segundo afio

después de la infeccion.
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Figura 5.5. Disipacion no fotoquimica (NPQ) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada punto
representa la media de 20 mediciones independientes + error estandar. Donde (O) indica plantas control, (@) indica
plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

5.3.3. Parametros de intercambio gaseoso
5.3.3.1. Tasa fotosintética neta (A)

En la Figura 5.6 se muestra el comportamiento de la tasa fotosintética neta de plantas infectadas
con dos cepas del virus de CTV en el primer (panel izquierdo) y en el segundo afo (panel

derecho) tras la infeccion.

La infecciéon viral en las plantas provocd un descenso generalizado de la tasa fotosintética
durante el primer afio. Este descenso fue mayor en plantas infectadas con la cepa agresiva del
virus que en plantas infectadas con la cepa menos virulenta; especialmente al principio de la
infeccion, cuando la asimilacion de CO,; se redujo un 62.50 % en plantas infectadas con la cepa
T318 con respecto al control. A medida que transcurrié el tiempo, se observo una reduccion
drastica (del 73.60 %) en la tasa fotosintética en plantas infectadas con la cepa T385,
manteniéndose en valores proximos a los obtenidos en las plantas infectadas con la cepa
agresiva (5.64 £ 0.51 y 4.56 + 0.98 pmol m™ s™', respectivamente). El valor minimo de A para
plantas infectadas con el aislado T385 fue de 3.21 + 0.32 a las 21 semanas y en las plantas
infectadas con el aislado agresivo fue de 2.53 + 0.71 pmol m? s, 23 semanas tras la infeccion.

En las mediciones realizadas a las 31 y 39 semanas, se observo una recuperacion en los niveles
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de tasa fotosintética tanto en plantas infectadas con la cepa suave como con la agresiva. Se
alcanzaron valores proximos a los obtenidos en las plantas control, no siendo las diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, durante el resto del primer afo (41, 43 y 45
semanas) los niveles de A en plantas infectadas descendieron de forma significativa con
respecto al control. Las diferencias entre plantas infectadas y plantas control se mantuvieron
durante el segundo afio tras la infeccion, con valores de A entre 8.74 = 0.38 y 9.02 + 0.38 umol
m™ s para las plantas control y entre 3.67 = 0.20 y 5.22 + 0.31 pmol m™” s para las plantas

infectadas con la cepa suave del virus.
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Figura 5.6. Tasa fotosintética neta (A) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada barra representa la
media de 48 determinaciones independientes + error estandar. Donde (O0) indica plantas control, (&) indica plantas
infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

5.3.3.2. Tasa de transpiracion (E)

En la Figura 5.7 se representa la tasa de transpiracion de las plantas infectadas con CTV a
diferentes tiempos después de la inoculacion. En las plantas infectadas con la cepa T385 se
observo un incremento de la tasa de transpiracion al inicio de la infeccion, siendo el valor de E
1.21 veces superior al obtenido en plantas control. En posteriores mediciones se observo un
descenso en este parametro en plantas infectadas. El descenso mas drastico para plantas
infectadas con el aislado T318 tuvo lugar 19 semanas tras la infeccidon alcanzando valores de
1.64 £ 0.07, mientras que en las control fue de 2.74 + 0.08 mmol H,O m™ s, Esta reduccion se
mantuvo hasta mitad del primer afio. A las 31 semanas de la infeccion, los valores obtenidos en
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plantas infectadas con la cepa suave fueron muy similares a los valores medidos en las plantas
control, mientras que en las plantas infectadas con la cepa mas virulenta fueron ligeramente
inferiores. Esta pauta en la tasa de transpiracion varid 39 semanas tras la infeccion, cuando se
produjo un incremento de E en las plantas infectadas hasta niveles 1.42 veces superiores a los
registrados en plantas control. No obstante, en las posteriores mediciones se observd que, al
igual que ocurria al inicio de la infeccion, se producia un descenso en la tasa de transpiracion de
las plantas infectadas con la cepa T318, mientras que en las plantas infectadas con la cepa T385
se incrementaba. Al final del primer afio los niveles de transpiracion en plantas infectadas
fueron similares a los obtenidos en plantas no infectadas. De forma similar, en el segundo afio
tras la infeccion tampoco se registraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
transpiracion entre plantas infectadas con la cepa suave del virus y plantas control. Unicamente,
92 semanas después de la infeccion, se observo un descenso significativo de los valores de este

parametro en plantas infectadas.
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Figura 5.7. Tasa de transpiraciéon (E) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada barra representa la
media de 48 determinaciones independientes + error estandar. Donde (O0) indica plantas control, (&) indica plantas
infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segiin test de Tukey (p<0.05).
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5.3.3.3. Conductancia estomatica (g)

En la Figura 5.8 se muestran los valores de conductancia estomatica en plantas control e
infectadas con CTV, a diferentes intervalos de tiempo. Al inicio de la infeccion no se
observaron diferencias entre plantas infectadas con el aislado agresivo del virus y plantas
control. Sin embargo, en las plantas infectadas con la cepa suave se observdé un acusado
incremento en la conductancia estomatica (0.26 £ 0.01 mmol m™ s, 1.53 veces superior al
control). Este aumento fue puntual ya que en las posteriores mediciones se produjo una
progresiva disminuciéon en la conductancia estomatica de hojas de plantas infectadas,
proporcional a la virulencia del indculo, con respecto a plantas control. Esta disminucion fue
progresiva y hacia la mitad del primer afio los niveles de este parametro en todos los grupos de
plantas estudiados fueron muy similares (valores cercanos a 0.06 mmol m~ s™). Durante el resto
del afio, los valores de g, medidos en plantas control fueron significativamente superiores a los
determinados en plantas infectadas;, de la misma forma, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre plantas infectadas con cepas del virus de diferente
virulencia, siendo las plantas infectadas con la cepa T318 las que presentaron en todos los casos
valores menores. En el segundo afio tras la infeccion, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de g, medidos en plantas infectadas con la cepa
T385 y los alcanzados en plantas control, manteniéndose en valores cercanos a 0.15 mmol m™

s,

5.3.3.4. Relacion entre la concentracion de CO; intracelular y ambiental (C;/C,)

Los resultados de C;/C, en plantas infectadas con CTV se muestran en la Figura 5.9. Durante los
primeros meses tras la infeccion, se obtuvieron valores de este parametro muy similares en
plantas infectadas, con independencia de la virulencia de la cepa viral con la que fueron
inoculadas. Estos valores fueron superiores a los obtenidos en plantas control desde las 17 hasta
las 23 semanas después de la infeccion (ej. 1.30 veces superiores a las 21 semanas). Hacia la
mitad del periodo experimental, los valores de C;/C, determinados en las plantas infectadas se
igualaron a los obtenidos en las plantas control. En la segunda mitad del afio, los valores
correspondientes a plantas infectadas con la cepa suave siguieron siendo superiores a los
obtenidos en plantas control, sin embargo se produjo una reduccion paulatina en este parametro
en las plantas infectadas con la cepa severa. En el segundo afio tras la infeccion se produjo un
incremento muy importante de Ci/C, en plantas infectadas con la cepa T385. Este incremento se
mantuvo constante hasta el final del experimento. Los valores obtenidos en plantas control
oscilaron entre 0.35 + 0.02 y 0.41 + 0.02 mientras que en plantas infectadas fueron
significativamente superiores, registrandose valores de Ci/C, que oscilaron entre 0.57 = 0.04 y

0.68 +0.02.
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Figura 5.8. Conductancia estomatica (g;) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada barra
representa la media de 48 determinaciones independientes + error estandar. Donde (O0) indica plantas control, ( &)
indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Figura 5.9. Relacién entre la concentracién intracelular y la ambiental de CO, (Ci/C,) en plantas de lima
mejicana infectadas con CTV. Cada barra representa la media de 48 determinaciones independientes + error
estandar. Donde (0O) indica plantas control, (@) indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas
infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey

(p<0.05).
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5.3.4. Estrés oxidativo

El grado de dafio oxidativo generado por la infeccion viral en la planta se evalué mediante la
determinacion de la concentracién de MDA en el tejido foliar. En la Figura 5.10 se muestran los
valores de MDA medidos durante el primer y el segundo afio después de la infeccion. Durante
el primer afio (panel superior), el contenido de MDA en los primeros estadios de crecimiento
(brotes de 3 a 5 y de 6 a 8 hojas) fue muy similar entre plantas infectadas, con independencia de
la virulencia de la cepa con la que fueron infectadas, y superior al determinado en plantas
control. El analisis estadistico revel6 que las diferencias en el contenido de MDA entre plantas

infectadas y control eran estadisticamente significativas.
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Figura 5.10. Concentracion de malondialdehido (MDA) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada
barra representa la media de 6 determinaciones independientes =+ error estandar. Donde (0) indica plantas control, (&)
indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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En estadios de desarrollo posteriores se registraron concentraciones de MDA menores, tanto en
plantas sanas como infectadas, a los medidos en brotes con menor nimero de hojas. En estas
etapas de desarrollo (brotes de 9-11 y de 12-14 hojas), las plantas infectadas mostraron
contenidos significativamente mayores a los determinados en plantas no infectadas. La
concentracion de MDA en plantas infectadas con la raza severa fue superior a la determinada en

plantas infectadas con la cepa suave del virus.

Durante el segundo afio (panel inferior, Figura 5.10), y en todas las etapas de desarrollo de los
brotes, las plantas infectadas exhibieron mayores concentraciones de MDA que las plantas
control. Unicamente en el estadio de brotes con 9-11 hojas estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Ademas, durante este segundo afio no se observaron diferencias
en la concentracion de MDA en funcion de la agresividad de la cepa del virus con que las

plantas habian sido inoculadas.

5.3.5. Actividad de los enzimas antioxidantes
5.3.5.1. APX

En la Figura 5.11 se representan los valores de la actividad del enzima APX medidos en plantas
infectadas y en plantas control. Durante el primer afio (panel superior, Figura 5.11), la infeccion
por CTV provoco un incremento en la actividad APX en todos los estadios de crecimiento del
brote, registrandose valores significativamente superiores a los medidos en plantas control. En
brotes jovenes (de 3-5 hojas) se produjo un aumento notable de la actividad de este enzima en
las plantas infectadas, registrando valores 4.29 veces superiores al control en plantas infectadas
con la cepa T385 y 4.28 veces superiores al control en aquellas infectadas con la cepa T318. En
todos los estadios de crecimiento del brote, la actividad APX fue ligeramente superior en
plantas infectadas con el aislado mas virulento que con el menos virulento, aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Durante el segundo afio, a semejanza de lo sucedido en el primer afio tras la infeccion, la
actividad del enzima APX en plantas infectadas experimentd un aumento muy acusado en todos
los estadios de desarrollo respecto a la determinada en plantas control. No obstante, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la actividad APX entre plantas
infectadas, independientemente de la virulencia de la cepa viral. Esta actividad enzimatica se
mantuvo en niveles similares en todos los estadios del brote. Los valores de APX en plantas
infectadas se mantuvieron en valores proximos a 0.14 U mg”, mientras que en las plantas

control se mantuvieron en valores cercanos a 0.05 U mg™.
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Figura 5.11. Actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX) en plantas de lima mejicana infectadas con
CTV. Cada barra representa la media de 6 determinaciones independientes =+ error estandar. Donde (0) indica plantas
control, (& ) indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segtn test de Tukey (p<0.05).

5.3.5.2. CAT

En la Figura 5.12 (panel superior) se representan los valores de la actividad CAT durante el
primer afio de infeccion. En las plantas infectadas se produjo una disminucién de la actividad de
este enzima antioxidante respecto a las plantas control, durante todo el desarrollo del brote. En
los brotes de 3-5 hojas de las plantas control los valores de CAT registrados fueron 0.55 £+ 0.02
U mg' mientras que en plantas infectadas, fueron menores, 0.38 + 0.04 y 0.37 + 0.04 U mg”
para las cepas T385 y T318, respectivamente. A medida que se desarrollaba el brote se

observaron ligeras diferencias en la actividad enzimatica entre plantas infectadas. No obstante,

_134-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




5. Estrés bidtico en citricos. RESULTADOS

la actividad CAT fue 1.50 veces mayor en plantas control que en plantas infectadas, en

practicamente todos los estadios de desarrollo de los brotes.

En el panel inferior de la Figura 5.12 se representan valores de la actividad de este enzima
antioxidante en el segundo afio después de la infeccion. Al igual que en primer afo, al inicio del
crecimiento del brote (brotes de 3-5 hojas), la actividad CAT en plantas infectadas fue un 33.3
% menor al determinado en las plantas control. En este caso, los datos obtenidos de la actividad
CAT en las plantas control fue de 0.62 + 0.05 U mg" mientras que, en plantas infectadas con la
cepa suave fue de 0.40 + 0.03 U mg™ y 0.43 + 0.02 U mg™' en plantas infectadas con el aislado
mas agresivo, no se observaron diferencias significativas entre plantas infectadas con las

diferentes cepas del virus.
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Figura 5.12. Actividad del enzima catalasa (CAT) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada barra
representa la media de 6 determinaciones independientes + error estandar. Donde (O0) indica plantas control, (&)
indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Esta pauta se mantuvo en las etapas posteriores de desarrollo del brote, determinandose en todos
los casos valores de actividad menores en plantas infectadas. Después de realizar el analisis
estadistico no se encontraron diferencias significativas entre plantas infectadas con cepas de

diferente virulencia.
5.3.6. Concentracion de prolina

En la Figura 5.13 (panel superior) se representa el contenido de prolina en las nuevas
brotaciones durante el primer afio después de la infeccion. Los brotes procedentes de plantas
infectadas con la cepa mas virulenta acumularon mayor cantidad de prolina en las primeras
etapas de crecimiento (de 3 a 5 hojas), registrdndose valores significativamente superiores a los
medidos en plantas control. En el mismo estadio, los brotes desarrollados en plantas infectadas
con el aislado T385 presentaron concentraciones de este osmolito mucho menores. En los
estadios intermedios de crecimiento, el contenido de prolina en las plantas infectadas con el
aislado menos virulento aumentd ligeramente, llegando a alcanzar valores similares a los
obtenidos en plantas control (valores proximos a 5.40 pmol g™ en ambos casos). Se produjo un
incremento significativo del contenido de prolina en brotes de 12 a 14 hojas de plantas
infectadas con la cepa T385, registrando valores de 14.27 + 1.58 pmol g, 2.34 veces superior
al obtenido en plantas control. El estrés inducido por la infeccion con el aislado mas virulento,
provoco un incremento en el contenido de prolina foliar, en practicamente todos los estadios de
desarrollo del brote. Las concentraciones de prolina registradas en plantas infectadas con el
aislado T318 fueron superiores, a las determinadas tanto en plantas control como en plantas

infectadas con el aislado menos virulento.

En el segundo afio, la pauta de acumulacion de prolina foliar en plantas infectadas con el aislado
menos virulento fue diferente a la observada durante el primer afio después de la infeccion.
Como se muestra en la Figura 5.13 (panel inferior), las plantas infectadas con la cepa T385
incrementaron la concentracion de prolina foliar de forma acusada, mostrando valores
significativamente superiores a los determinados en plantas control en todos los estadios de
desarrollo de los brotes. En brotes de 6-8 hojas alcanzaron valores semejantes a los obtenidos en
plantas infectadas con la cepa severa (18.37 £ 0.35 y 18.95 + 1.77 pmol g”', respectivamente). A
diferencia de lo observado el afio anterior, estos valores se mantuvieron constantes con
independencia del tamafio del brote y del aislado del virus. En los tlltimos estadios de desarrollo
del brote (de 12-14 hojas) la concentracion de prolina en plantas infectadas con la cepa T385 y
T318 registraron los valores maximos de todo el periodo experimental, alcanzando valores 2.34

y 2.49 veces superiores al control, respectivamente.
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Figura 5.13. Concentracion de prolina en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada barra representa
la media de 3 determinaciones independientes + error estandar. Donde (O) indica plantas control, (&) indica plantas
infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segiin test de Tukey (p<0.05).

5.3.7. Concentracion de fitohormonas
5.3.7.1. ABA

En la Figura 5.14 se representa la evolucion en la concentracion de ABA en nuevas brotaciones
de plantas sometidas a estrés biotico. La concentracion de ABA en plantas infectadas fue menor
a la medida en las plantas control, durante todo el periodo de crecimiento del brote. Se observo
un descenso en la concentracion de ABA en brotes jovenes (de 3 a 5 hojas) de plantas infectadas
con la cepa T318 (27.01 % menor que las plantas control). Esta diferencia aument6 en brotes un
poco mas desarrollados, de 6 a 8 hojas, en este caso, en las plantas infectadas con la cepa mas

virulenta la concentracion de esta fitohormona se redujo un 56.30 %. Las plantas infectadas con
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el aislado T385, también mostraron un descenso de la concentracion de ABA foliar con respecto
a las plantas control (valores 17.81 y 44.58 % menores en brotes de 3-5 y 6-8 hojas,
respectivamente). En brotes de 12 a 14 hojas se observo un incremento en los niveles endogenos
de esta hormona en plantas infectadas con la cepa agresiva del virus, manteniéndose en valores

similares a los obtenidos en plantas control.
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Figura 5.14. Concentracion de acido abscisico (ABA) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada
barra representa la media de 4 determinaciones independientes =+ error estandar. Donde (o) indica plantas control, (&)
indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).

Durante el segundo afio (Figura 5.14, panel inferior), la infeccion viral provoco, en todos los
estadios de desarrollo del brote, un descenso muy acusado en el contenido de ABA endogeno
foliar, con independencia de la cepa utilizada para la infeccion. La concentracion de ABA en
brotes de 3 a 5 hojas infectados fue un 76.45 % menor que la determinada en plantas control.

Los niveles de ABA en plantas control se mantuvieron en valores proximos a 250 ng g”' durante
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el segundo afo de estudio, independientemente del tamafio del brote. En plantas infectadas con
la cepa suave, el contenido de ABA fue un 85.53 % menor que el determinado en plantas
control. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de esta
hormona entre plantas infectadas con los aislados T318 o T385, manteniendo valores cercanos a

70 ng g durante todo el segundo afio tras la infeccion.

5.3.7.2. SA

En la Figura 5.15 (panel superior) se representa la concentracion en SA en brotes de plantas
control e infectadas con diferentes cepas de CTV durante el primer afio del ensayo. En brotes
jovenes (de 3-5 hojas) se observo un incremento significativo de la concentraciéon de SA
endégeno en plantas infectadas; siendo las plantas infectadas con la cepa T385 las que
mostraron un mayor contenido de SA (2.97 veces superior al control). De la misma manera, en
los siguientes estadios de crecimiento del brote, las diferencias en el contenido hormonal fueron

estadisticamente significativas entre plantas infectadas y plantas control.
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Figura 5.15. Concentracion de acido salicilico (SA) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada
barra representa la media de 4 determinaciones independientes + error estandar. Donde (0) indica plantas control, (&)
indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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Durante el segundo afio (Figura 5.15, panel inferior), la concentracion de esta hormona se
mantuvo en niveles proximos a 150 ng g durante todo el periodo de crecimiento del brote en
plantas infectadas con la cepa T318, siendo estos valores 6.00 veces superiores a los medidos en
las plantas control. En las plantas infectadas con el asilado T385 el contenido endoégeno de SA
fue 8.01 veces mayor al determinado en plantas control; siendo significativamente superiores a
los valores obtenidos en plantas infectadas con la cepa agresiva. Tanto en plantas infectadas
como en control, el contenido en SA se mantuvo constante independientemente del tamafio del

brote.
5.3.7.3. JA

En la Figura 5.16 se representa la concentraciéon endogena de JA en las nuevas brotaciones
durante el primer ano después de la infeccion viral. En los brotes de 3-5 hojas de plantas
infectadas con la cepa agresiva, se determinaron niveles de JA superiores a los medidos en
plantas control (2.09 veces mayores). Cabe destacar que el incremento en el contenido de JA en
el mismo estadio de brotes de plantas infectadas con el aislado T385 fue muy acusado y
transitorio. La concentracion de esta hormona descendié de forma acusada en los siguientes
etapas de crecimiento del brote (pasando de un contenido de JA de 856.84 + 41.58 ng g”' en
brotes de 3 a 5 hojas a 330.29 + 15.99 ng g en brotes de 6 a 8 hojas). No obstante, este valor de
JA fue todavia superior al valor determinado en las plantas control, durante los siguientes dos
estadios de desarrollo del brote. No fue asi en las plantas infectadas con la cepa T318, en este
caso el contenido de JA se redujo a valores similares a valores semejantes a los medidos en las

plantas control en el estadio de 12-14 hojas.

El patrén de acumulacion de JA en plantas infectadas por el virus en el segundo afio difiere
ligeramente del observado durante el primer afo tras la infeccion. Como se observa en la Figura
5.16 (panel inferior) la infecciéon provocd un incremento muy acusado en el contenido de esta

hormona.

_140-

Almudena Montoliu Vidal Tesis Doctoral




5. Estrés bidtico en citricos. RESULTADOS

ler afio de infeccion

JA (ng g'l peso fresco)

N hojas en cada brote

Figura 5.16. Concentracion de dcido jasmonico (JA) en plantas de lima mejicana infectadas con CTV. Cada
barra representa la media de 4 determinaciones independientes + error estandar. Donde (o) indica plantas control, (&)

indica plantas infectadas con la cepa T385 y (m) indica plantas infectadas con la cepa T318. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Tukey (p<0.05).
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5.3.8. Metabolomica
5.3.8.1. Clusters

Para estudiar las variaciones en el metaboloma de plantas infectadas con CTV, se realizé un
analisis metabolomico basado en LC-QqTOF-MS, tanto en plantas control, como en plantas
infectadas. Se estudiaron los brotes de 3-5 hojas (Figura 5.17), 6-8 hojas (Figura 5.18), 9-11
hojas (Figura 5.19) y de 12-14 hojas (Figura 5.20). El analisis estadistico de los datos dio como
resultado senales significativamente alteradas que se agrupan en clusters (representa un

conjunto de sefiales que presentan una tendencia similar).
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Figura 5.17. Representacion grafica de los clusters obtenidos después del analisis de varianza (ANOVA) y clustering
jerarquico (HCA) del total de sefiales presentes en los perfiles metabolicos de brotes de lima mejicana de 3-5 hojas
infectados con dos cepas de CTV: T385 (aislado suave) y T318 (aislado severo). Los colores de los clusters indican la
intensidad de cada sefial, siendo la roja mas intensa, la verde menos intensa, pasando por la negra que tendria un valor

intermedio.
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Tras realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos en brotes de 3 a 5 hojas (Figura 5.17)
se obtuvieron 82 sefiales significativamente alteradas que se agruparon en 5 clusters. El cluster
A contenia 16 sefales que se reprimieron en plantas infectadas con la cepa T318 y se indujeron
en plantas infectadas con la cepa T385, con respecto a las plantas control. El cluster B estaba
compuesto por 20 sefiales ligeramente mas reprimidas en plantas infectadas con la cepa suave
que en plantas infectadas con la cepa severa. El cluster C, contenia 27 sefiales, que estaban
unicamente reprimidas en plantas infectadas con T385 con respecto al control. Las 11 sefiales
que componen el cuarto cluster D estaban inducidas en plantas infectadas con ambas cepas del
virus. Finalmente, el cluster E, que contenia 8 sefiales, mostrd una induccion mayor en el caso

de plantas infectadas con la cepa severa.

T318 T385 Control T318 T385 Control

T318 T385 Control T318 T385 Control
T318 T385 Control

Figura 5.18. Representacion grafica de los clusters obtenidos después del analisis de varianza (ANOVA) y clustering
jerarquico (HCA) del total de sefiales presentes en los perfiles metabdlicos de brotes de lima mejicana de 6-8 hojas
infectados con dos cepas de CTV: T385 (aislado suave) y T318 (aislado severo). Los colores de los clusters indican la
intensidad de cada sefial, siendo la roja mas intensa, la verde menos intensa, pasando por la negra que tendria un valor

intermedio

El analisis estadistico de los datos obtenidos en brotes de 6-8 hojas (Figura 5.18) dio como
resultado 100 senales significativamente alteradas que se agruparon en 5 clusters. Como puede
verse en el cluster A con 24, los perfiles obtenidos muestran que los niveles de los metabolitos
unicamente disminuyeron en plantas infectadas con la cepa T318. En el cluster B, con 23,

sefales se observo el mismo comportamiento para las plantas infectadas, con independencia del
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indculo, con una mayor represion en el caso de la cepa T385. El cluster C, muestra el perfil de

30 sefiales que disminuyeron de forma muy acusada en respuesta a la infeccion con la cepa

menos virulenta, con respecto al control. Las 14 sefiales del cluster D se mostraron alteradas en

las plantas infectadas con el aislado suave, aumentando considerablemente su nivel. El cluster

E, muestra 9 sefiales que incrementaron su intensidad en respuesta a la infeccion con el aislado

mas agresivo del virus.
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Figura 5.19. Representacion grafica de los clusters obtenidos después del andlisis analisis de varianza (ANOVA) y
clustering jerarquico (HCA) del total de sefiales presentes en los perfiles metabolicos de brotes de lima mejicana de
9-11 hojas infectados con dos cepas de CTV: T385 (aislado suave) y T318 (aislado severo). Los colores de los
clusters indican la intensidad de cada sefial, siendo la roja mas intensa, la verde menos intensa, pasando por la negra

que tendria un valor intermedio

El analisis estadistico de los datos obtenidos de brotes de 9-11 hojas (Figura 5.19) dio como
resultado 385 senales significativamente alteradas que se agruparon en 8 clusters. Las 2 senales
que componen el cluster A estaban reprimidas en plantas infectadas con la cepa T318 del virus.
El cluster B, esta compuesto por 18 sefiales que se vieron reducidas en respuesta a la infeccion,
independientemente de la cepa, respecto a plantas control. Las 118 sefiales contenidas en el
cluster C y las 114 del cluster D solo estaban alteradas en la infeccion por el aislado suave, en
este caso, los niveles de los metabolitos disminuyeron considerablemente. En el cluster E, se
agrupan 14 sefiales que se encuentran en los niveles mas elevados en plantas infectadas con el
aislado T318 respecto a plantas control mientras que en plantas infectadas con el aislado T385
estas sefiales estaban reprimidas. Las 16 sefiales que componen el cluster F solo estaban
inducidas en plantas infectadas con T385. En el cluster G, con 65 sefales, se observo el mismo
comportamiento para ambos grupos de plantas infectadas, con una mayor induccion en plantas
infectadas con el aislado virulento. EI perfil obtenido en el cluster H, con 15 sefiales muestra
que los niveles de los metabolitos aumentaron de forma acusada en plantas infectadas con la

Ccepa severa.

El analisis estadistico de los datos obtenidos en brotes de 12-14 hojas (Figura 5.20) dio como
resultado 435 senales significativamente alteradas que se agruparon en 6 clusters. Como puede
verse en el cluster A, en ambos casos las 312 sefales que lo componen estaban reprimidas. Los
niveles de las 23 sefiales que componen el cluster B disminuyeron de forma muy acusada en
respuesta a la infeccion con la cepa menos virulenta, con respecto al control. Las 13 sefiales del
clustes C se mostraron alteradas en la infeccion por el aislado mas virulento, disminuyendo
considerablemente su nivel. En el cluster D, los niveles de las 23 sefiales disminuyeron de forma
muy acusada en plantas infectadas con T385 y en las infectadas con T318 aumentaron. Las 53
sefiales del cluster E estaban inducidas en plantas infectadas. El perfil obtenido en el cluster F,
con 11 sefiales muestra que los niveles metabolomicos aumentaron de forma acusada en plantas

infectadas con la cepa T385.
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Figura 5.20. Representacion grafica de los clusters obtenidos después del analisis de varianza (ANOVA) y clustering
jerarquico (HCA) del total de sefales presentes en los perfiles metabolicos de brotes de lima mejicana de 12-14 hojas
infectados con dos cepas de CTV: T385 (aislado suave) y T318 (aislado severo). Los colores de los clusters indican la
intensidad de cada sefial, siendo la roja mas intensa, la verde menos intensa, pasando por la negra que tendria un valor

intermedio.

5.3.8.2. Seiiales

En la Figura 5.21 se muestran el numero de sefiales significativamente alteradas por la infeccion
viral en cada estadio de desarrollo del brote y aquellas comunes a cada par de tratamientos. A la
vista de los diagramas de Venn, se observa que existe un mayor grado de solapamiento entre
grupos de sefiales significativamente alteradas en estadios tempranos de desarrollo (82 sefales
comunes al comparar los grupos brotes de 3-5 hojas y 6-8 hojas, lo que comprende la totalidad
de las sefales significativamente alteradas en el primer grupo). Por el contrario, al realizar la
misma comparacion entre estadios tempranos y mas tardios el grado de solapamiento se reduce
drasticamente (13 y 22 sefales se solapan al comparar el grupo de brotes con 3-5, 9-11 y 12-14
hojas). De forma similar, al comparar las sefiales significativamente alteradas en el grupo de
brotes con 6-8 hojas con las del grupo de brotes con 9-11 hojas solapan 13 senales y 24 con el
grupo de brotes con 12-14 hojas. Finalmente, al comparar el conjunto de senales
significativamente alteradas en los brotes con 9-11 y 12-14 hojas, se detectan un total de 152

sefiales comunes.

3-5 hajas 6-8 hojas 3-5hojas 9-11 hojas

3-5 hojas 12-14 hojas 6-8 hojas 9-11 hojas

6-8 hajas 12-14 hojas 9-11 hejas 12-14 hojas

Figura 5.21. Numero de sefiales (mz_Rt) significativamente alteradas por la infeccion con CTV comunes entre los
distintos estadios de desarrollo del brote de plantas de lima mejicana (brotes con 3-5 hojas, 6-8 hojas, 9-11 hojas y
12-14 hojas). El grado de solapamiento entre cada par de grupos estudiados viene representado en diagramas de

Venn.
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En la Figura 5.22 se resumen los resultados generados en los analisis metabolomicos, en
términos de numero de sefales significativamente alteradas, independientemente de su
comportamiento. El histograma refleja un elevado niumero de sefiales alteradas por la infeccion
viral en los grupos de brotes con 3-5 y 6-8 hojas (82 y 100 sefiales, respectivamente). EI nimero
de senales alteradas por la infeccion con CTV fue mayor en el grupo de brotes con 9-11 hojas
(384 senales) y aumentd ligeramente en el ultimo estadio con un total de 435 sefiales

significativamente alteradas por el tratamiento.
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Figura 5.22. Numero de sefiales (mz_Rt) significativamente alteradas por la infeccion de CTV en brotes de plantas
de lima mejcana. Realizado para cada estadio de desarrollo del brote (brotes con 3-5 hojas, 6-8 hojas, 9-11 hojas y

12-14 hojas).
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5.5. DISCUSION

Entre las enfermedades virales que afectan a los citricos, la tristeza (causada por el CTV), es la
que ha tenido una mayor repercusion a escala mundial (Cambra y Moreno, 2000; Moreno y
cols., 2008). Esta enfermedad afecta a naranjos, mandarinos y pomelos injertados sobre naranjo
amargo, haciendo inviable la utilizacion de este portainjertos en aquellas areas citricolas en las

que la enfermedad esta presente.

Muchos aislados de CTV no causan sintomas en las plantas a las que infectan, por lo que para el
diagnodstico de la enfermedad es necesario llevar a cabo diferentes pruebas (biologicas,
inmunolégicas, moleculares, etc.). El método bioldgico, ampliamente utilizado, se lleva a cabo
mediante el injerto de chapas de corteza sin yema de la planta que se quiere testar sobre plantas
indicadoras, que en un plazo razonable de tiempo manifiestan claramente los sintomas
caracteristicos de la enfermedad. La especie lima mejicana estd considerada como el mejor
indicador para diagnosticar la presencia de CTV en planta. Al injertar plantas de este genotipo
con chapas de corteza de arboles infectados, los sintomas que deben observarse son: clorosis de
nerviaduras, hojas de menor tamafo, acucharamiento foliar, asi como acanaladaduras en la
madera (Bar-Joseph y cols., 1981; Roistacher, 1991). La intensidad de los sintomas varia segin
la virulencia de la cepa. En el trabajo que se describe en esta Memoria se seleccionaron dos
cepas del virus, T385 (cepa de virulencia moderada) y T318 (cepa agresiva). Se realizaron los
injertos con material vegetal infectado con estos aislados. Como cabia esperar, seis meses
después, el 100 % de las plantas manifestaban los sintomas descritos, siendo mucho mas
drésticos en el caso de la infeccion con T318. En plantas infectadas con esta cepa se produjo la
muerte de brotes jovenes asi como de pequefias ramas 2 afios después de la infeccion. Los
sintomas de la enfermedad en plantas infectadas son, al menos en parte, consecuencia del efecto
del CTV en los vasos conductores y sus células acompafantes, que al perder turgencia, se
aplastan produciendo hipertrofia de las células del parénquima (Schneider, 1959). Por otra parte,
en las interacciones patdgeno-planta, se produce la formacion de lignina y consiguiente

endurecimiento de la pared celular (Baker y Orlandi, 1995).

Los procesos fotoprotectores y fotoinhibitorios juegan un papel fundamental en la respuesta de
las plantas a cualquier tipo de estrés (Rahoutei y cols., 2000). Aunque es generalmente aceptado
que la magnitud de los dafios que la planta sufre a nivel del PSII como consecuencia del estrés
varia en funcion de la especie vegetal y principalmente, de la severidad del estrés (Medrano y
cols., 2002), los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que no existen diferencias
en los parametros de fluorescencia estudiados en plantas de lima mejicana infectadas con las

cepas suave o agresiva de CTV.

La eficiencia fotoquimica del PSII, expresada como la relacion Fy/Fy, es un pardmetro muy

estable entre las especies vegetales y se situa en valores cercanos a (.8 en condiciones 6ptimas
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(Bjorkman y Demming-Adams, 1987). En plantas infectadas con CTV se observa un descenso
en este parametro respecto a dicho valor que indica que estd teniendo lugar un proceso de
fotoinhibicion (Osmond y cols., 1999). El ®pg;; mide la proporcion de energia absorbida por el
PSII (Genty y cols., 1989) que se utiliza en el transporte electronico fotosintético, y suele ser
directamente proporcional a la tasa de fijacion de CO, (Bilger y Bjorkman, 1990). En respuesta
al estrés bidtico provocado por CTV, los valores de ®@pgy; de plantas infectadas fueron menores a
los registrados en plantas control. Varios autores han observado que, en condiciones de estrés,
las reducciones en ®pgy;, vienen asociadas a un aumento en NPQ (Lopez-Climent y cols., 2008;
Osmond y cols., 1999), lo que sugeriria un intento de disipacion del exceso de energia. El hecho
de que la infeccion por CTV no provoque un aumento en los valores de NPQ podria indicar que

la planta esta ajustando el flujo de electrones fotosintéticos a una menor actividad del sistema.

La inhibicion del transporte electronico fotosintético observada en plantas infectadas por virus
ha sido atribuida, bien a la interaccion de algiin componente viral con los distintos elementos del
PSII (Banerjee y cols., 1995; 1999), o bien a un descenso en los niveles de proteinas
constituyentes del PSII (Lehto y cols., 2003). La disminucion del numero de centros funcionales
se relaciona con la integridad de la maquinaria fotosintética (Flexas y Medrano, 2002) y podria
estar asociada con la llamada fotoinhibicién (Osmond y Grace, 1995). Aunque existen pocos
estudios del dafio directo ocasionado, diversas evidencias sugieren que estreses severos podrian
causar dafios en la maquinaria implicada en el transporte de electrones (Araus y cols., 1998).
Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que no existen dafios directos sobre el fotosistema,
al menos a nivel de la antena, ya que no se observa un incremento de Fy. Por tanto, no parece
que exista una reduccion en la eficiencia de los complejos de captacion de luz. En términos
generales, la disminucion de la tasa del transporte electronico suele ser de menor magnitud que
la caida de la tasa fotosintética (Flexas y cols., 1998). Esto sugiere que otros procesos, distintos

a la asimilacion de CO,, se convierten en destinos alternativos de electrones (Lawlor, 2002).

La medida registrada por un analizador de gases con detector de infrarrojos (IRGA) portatil
permite estudiar gran cantidad de parametros para determinar la eficiencia fotosintética y
evaluar el efecto de un determinado factor de estrés sobre la misma. Otra ventaja de esta técnica
es que es precisa, no destructiva y de gran rapidez en las medidas (Lichtenthaler, 1996). La
disminucion de la fotosintesis en plantas infectadas por patdogenos es un fenomeno bien
documentado en plantas herbaceas (Goodman y cols., 1986; Ma y Ptashne, 1987; Zaitlin y Hull,
1987); asi ocurre en el caso de los acaros (Lin y cols., 1999), hongos (Sholes y cols., 1994) y
virus (Balachandran y Osmond, 1994; Balachandran y cols., 1994; 1997b; Osmond y cols.,
1999; Rahoutei y cols., 2000). Los resultados descritos en esta Memoria muestran que, la
infeccion por CTV desencaden6 una disminucidon de la tasa fotosintética en plantas de lima

mejicana independientemente de la agresividad de la cepa viral. No obstante, los mecanismos
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concretos a través de los cuales los virus inhiben la fotosintesis de la planta huésped son en gran

parte desconocidos.

La infeccion viral puede llegar a afectar procesos que controlan la asimilaciéon de CO, como los
de apertura estomatica o difusion en el mesofilo (Sampol y cols., 2003). En plantas infectadas
por CTV se observo una disminucion en A, a pesar de aumentar la disponibilidad de CO, en las
células subestomaticas (C;). De esto se deduce que la difusion y disponibilidad de CO; no es la
causa fundamental de la inhibicion de la fijacién de CO, observada, sino que los factores no

estomaticos son los que ejercen una mayor influencia sobre la reduccion en la tasa fotosintética.

Para algunos autores (Dawson y Hilf, 1992) la interferencia de ciertos componentes virales con
procesos tales como la sintesis o el transporte de proteinas del PSII en el cloroplasto y/o del
ciclo de Calvin-Benson codificadas en el nucleo, podria ser el mecanismo responsable de las
alteraciones en el cloroplasto durante el proceso de infeccion viral y, por lo tanto, el estrés
inducido por virus produciria en la planta efectos a diversos niveles. Tal y como se ha indicado
arriba, en este trabajo se observd que el descenso en A ocurria de forma paralela a un
incremento de C;/C,. Esto junto a los descensos concomitantes en Fy/Fy y ®@pgp, redundaria en
las evidencias que indican que las limitaciones en la actividad fotosintética inducidas por CTV
en citricos se deben mas a una reduccion en la eficiencia carboxilativa que a una limitacién en la
difusion de CO, a través del estoma. Se ha detectado que en las plantas infectadas se producen
graves alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y en su transporte a través del floema
(Hull, 2002). Ello podria afectar la expresion génica y rutas metabolicas del huésped y llevar a
una sintesis deficiente de complejos, enzimas y pigmentos fotosintéticos en la planta infectada

(Balachandran y cols., 1997a; Havedla y Maule, 2000; Herbers y cols., 2000).

La falta de activacion de un mecanismo de disipacion de la energia en un sistema fotosintético
defectuoso puede llevar a la aparicion de dafio oxidativo. Este parece ser el caso del sistema
aqui descrito, tal y como sugiere la falta de incremento en el parametro NPQ y se confirma con
la acumulacion de MDA. Los dafios producidos en los componentes celulares pueden conducir
a una pérdida o disminucion de su funcion (Levine y cols., 1994; Sgherri y cols., 2000) si el
dafio no es reparado. Los resultados presentados indican que el dafio provocado por el virus en
las plantas se intensificd con el tiempo de infeccion. El dafio oxidativo inducido por las dos

cepas del virus fue similar independientemente de su agresividad.

El estrés oxidativo puede entenderse como una situacion en la que se observa un aumento en la
velocidad de produccion de especies oxidantes o una disminucion en la actividad de las
defensas antioxidantes, resultando en un aumento sostenido de las concentraciones de ROS.
Hoy en dia, se interpreta la actividad antioxidante no s6lo como el proceso de atrapar ROS, sino

que incluye los mecanismos que evitan la formaciéon de estas especies reactivas de oxigeno,
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junto con los procesos de reparacion y eliminacion de los productos de oxidacion, por lo que

resulta de gran importancia la evaluacion de todos ellos en conjunto.

La actividad APX en todos los estadios de desarrollo de los brotes, y de plantas infectadas
durante 2 afios consecutivos, experimentd un incremento en respuesta al estrés bidtico, lo que
indica que la maquinaria responsable de la eliminacion de H,O, no sufrié ningun dafio como
consecuencia del estrés. El enzima APX presentd una activacion mads intensa y temprana
durante el segundo afio tras la infeccion, que se mantuvo durante todo el crecimiento del brote
para las plantas de lima infectadas con independencia de la cepa de CTV con que estaban
inoculadas. Por otra parte, los datos muestran que la actividad CAT disminuy6é de forma
significativa, especialmente durante el primer afio de infeccion. Esto difiere con estudios
realizados en hojas de Cucurbita pepo infectadas por virus en donde se produjo la activacion
tanto de APX y como de CAT (Radwan y cols., 2006). En nuestro caso, el estrés inducido por
CTV provocé un importante aumento de la actividad APX, mientras que la actividad CAT no se
vio alterada en las plantas infectadas. Esto puede ser debido a que el dafio esté localizado en los
cloroplastos (organulo en donde se activa el APX) mientras que el enzima CAT se localiza en
los peroxisomas y esta ausente en los cloroplastos (Diaz-Vivancos y cols., 2006; Singh y cols.,
2010). Por tanto, el estudio de la actividad enzimatica indica una cierta capacidad de
detoxificacion de H,O, en las plantas de lima infectadas con las dos cepas CTV, con
independencia de la agresividad del virus. Sin embargo, la existencia de acumulacion de MDA
en plantas infectadas indica que parte de las ROS escaparian del sistema de detoxificacion,
como consecuencia de la presion continua que ejerce el estrés, y provocarian el incremento en la

peroxidacion lipidica.

En las interacciones patdégeno-planta es bien conocida la implicacion del H,O, en la formacion
de lignina y consiguiente endurecimiento de la pared celular (Carver y cols., 1994; Mauch-Mani
y Slusarenko, 1996; Moérschbacher y cols., 1990) fenémeno que se observa en el nervio central
y nerviaciones secundarias de las hojas de lima mejicana infectadas por CTV durante el
segundo afio tras la infeccion. La lignina se forma por la polimerizacion y deshidrogenizacion
de precursores producidos en la via metabolica de fenilpropanoides involucrados en la respuesta
de defensa frente a patogenos (Vance y cols., 1980). En cuanto a su funcion durante la respuesta
de defensa, es sabido que el H,O, dispara sistemas protectores celulares endogenos del

hospedador, limitando el tamaifio de la lesion.

Los resultados expuestos en esta Memoria muestran un incremento de la concentracion de
prolina foliar en las plantas de lima mejicana infectadas con el virus de la tristeza de los citricos.
El incremento de la concentracidon de este osmolito compatible también ocurre en plantas de
citricos sometidas a estrés salino (Arbona y cols., 2003; 2005; Gémez-Cadenas y cols., 1998) y
por inundaciéon (Arbona y cols., 2008) y se ha descrito también en otras especies vegetales,
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como tomate (Claussen, 2005) y judia (Tiirkan y cols., 2005), entre otras. En el caso de plantas
de lima infectadas con el aislado agresivo de CTV, el incremento de prolina tuvo lugar desde el
primer afio después de la infeccion, mientras que en las plantas infectadas con el aislado suave
del virus fue durante el segundo afio cuando aumentaron los niveles de este osmolito compatible
de forma estadisticamente significativa respecto al control. Esto podria indicar que la prolina se
acumula en la planta en funcion de la presion que el estrés ejerce sobre ella. Las funciones
atribuidas a la prolina son principalmente tres: (i) osmorregulador (Gémez-Cadenas y cols.,
1998; Molinari y cols, 2004); (ii) detoxificador de ROS (Arbona y cols., 2008; Okuma y
Murata, 2004; Tiirkan y cols., 2005) vy, (iii) estabilizador de las membranas celulares (Hamilton
y Heckathorn, 2001; Hare y cols., 1998). Los datos muestran que, la acumulacion de prolina en
plantas infectadas con el aislado agresivo fue mayor que en plantas infectadas con el aislado
suave, lo que indica que, a mayor estrés la acumulacion de prolina es mayor. Estos resultados
concuerdan con los estudios realizados por Claussen (2005) que afirma que cuanto mas fuerte es
el estrés, mas rapidamente se estimula la sintesis y acumulacion de prolina en los tejidos de la
planta infectada. Ademads, descartan una posible funcién efectiva de la prolina como
detoxificador de ROS ya que la mayor concentracion de MDA coincide con el mayor aumento

en los niveles de prolina.

El ABA se sintetiza en bajas cantidades en casi todas las células que contienen cloroplastos o
amiloplastos, en especial en tejidos vasculares no sometidos a estrés, distribuyéndose a
continuacion, a todos los organos y tejidos (Jordan y Casaretto, 2007). Contrariamente a lo
descrito por otros autores (Ruiz-Medrano y cols., 2001), los datos expuestos en esta Memoria
muestran que el contenido de ABA en plantas infectadas fue menor al medido en las plantas no
estresadas, durante todo el experimento, independientemente de la virulencia de la cepa del
virus con que habian sido infectadas. Esto puede ser causado por una disminucién del transporte
de ABA desde la parte radicular hacia la parte aérea de la planta (Else y cols., 2001) debido a
que el virus afecta el transporte a nivel de floema. El ABA es transportado por via floematica y
xilematica a brotes, raices, y también a las células de parénquima fuera de los haces vasculares,
aumentando su concentracion en condiciones de estrés en estas vias. La magnitud de este
cambio depende de las especies (Taiz y Zeiger, 2006). El CTV afecta a los vasos conductores y
células acomplafiantes, produciendo hipertrofia de las células parenquimaticas (Schneider,
1959) y esa puede ser la razén por la cual se acumula menos ABA en el tejido foliar de las
plantas infectadas. No obstante, el ABA se sintetiza también de forma masiva en las hojas
(Goémez-Cadenas y cols., 1996; ver Capitulo 3), por tanto seria interesante completar el trabajo
mediante estudios moleculares sobre genes de sintesis y catabolismo de ABA para tener una
vision mas completa de las causas de la reduccion de los niveles foliares provocados por la

infeccion del virus.
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Otra respuesta observada en trabajos previos es un menor crecimiento de la parte aérea de
plantas infectadas en relacion a la raiz (Duran-Vila y Moreno, 2000). En el sistema
experimental aqui descrito, se produjo una reduccion significativa del tamafio de las plantas
infectadas con la cepa mas agresiva de CTV, aproximadamente un 70 % con respecto al control
mientras que en las plantas infectadas con la cepa suave la disminucion fue del 40 % durante el
primer afio. Los datos parecen descartar una influencia del ABA en la ralentizacion del
metabolismo vegetal y el descenso del crecimiento de las plantas deberia relacionarse con el
menor flujo de fotoasimilados debido al deterioro floematico provocado por la infeccion del

virus (Taiz y Zeiger, 2006).

Como respuesta al ataque de patogenos, se activan numerosos genes cuyos productos degradan
la pared celular de bacterias u hongos, destruyen células infectadas, etc. Ademas se activa la
respuesta sistémica adquirida por via del SA (Vlot y cols., 2009). Esta induccioén no ocurre sélo
en el tejido inicialmente infectado, sino en hojas y otros tejidos no expuestos al patdgeno
gracias a sefiales que son transportadas a través del floema (Ruiz-Medrano y cols., 2001). Los
resultados descritos en este Capitulo concuerdan con estos trabajos puesto que se observo una
acumulacion de SA en el tejido foliar en respuesta a la infeccién por CTV. Trabajos anteriores
sugieren que el SA actiia como potenciador de la respuesta de defensa ya que inhibe la actividad
de los enzimas CAT y APX, aumentando la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(Abramovitch y cols., 2006; Horvath y cols., 2007; Palma y cols., 2009). No obstante, los datos
obtenidos en el estudio del efecto del virus en plantas de citricos no confirman que exista dicha
correlacion. Después de la infeccion de CTV, se produjo un incremento en el contenido de SA, a

su vez, la actividad APX también aument6 mientras que la actividad CAT disminuyo.

Estudios previos demuestran que cuando se produce un dafio en la pared celular, aumentan los
niveles endogenos de JA (Creelman y cols., 1992; Farmer y cols., 2003) e inducen la activacion
de diversos genes inhibidores de proteasas y de la via de los fenilpropanoides (CHS, PAL,
HMGR) (Dittrich y cols., 1992). Estos genes dan lugar a la sintesis de fitoalexinas, compuestos
antimicrobianos de bajo peso molecular que se sintetizan y se acumulan en las plantas después
de la exposicion a microorganismos. Los resultados descritos en esta Memoria, indican que se
produce un aumento muy acusado en los niveles de JA en brotes jovenes al inicio de la
infeccion, lo que puede dar cuenta de una respuesta activa de la planta frente al patdgeno y
sugiere que el JA podria tener un papel como mediador entre la percepcion del estrés y la

estimulacion de las respuestas fisiologicas (Anderson y cols., 2004; Devoto y Turner, 2005).

El JA al igual que cualquier otra hormona, no participa de forma aislada en la activacion de los

procesos que regula, sino que lo hace interaccionando con otras moléculas sefializadoras. Se ha

descrito un amplio nimero de interacciones entre los jasmonatos y otras rutas de sefalizacion

hormonal como las de etileno, SA, auxinas o ABA (Flors y cols., 2008; Rojo y cols., 2003;
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Turner y cols., 2002). En el presente trabajo se describe una correlacion en la acumulacion de
JA y SA en plantas de lima infectadas con CTV, durante todo el periodo experimental a la vez
que se observa una disminucion de ABA. Aunque existen numerosos ejemplos en plantas de
tomate y tabaco sobre interacciones entre SA y JA en la sefializacion de los mecanismos de
defensa, aun faltan por elucidar los componentes implicados y la forma en que estas
interacciones se llevan a cabo (Li y cols., 2004). Se ha puesto de manifiesto que el ABA puede
actuar como regulador positivo en la resistencia a enfermedades a través de la potenciacion de la
deposicion de calosa (Mauch-Mani y Mauch, 2005; Ton y Mauch-Mani, 2004; Ton y cols.,
2005). Seria interesante, en estudios posteriores, analizar si la hipersensibilidad de lima
mejicana al CTV esta relacionada con el importante descenso en los niveles de ABA
determinados en este trabajo. El estudio de la concentracion endogena de ABA en genotipos de
citricos tolerantes a la infeccion permitiria esclarecer el papel del ABA en citricos infectados

por CTV.

La infeccion por CTV provoco importantes cambios en el metabolismo de plantas de lima y se
detectaron un gran nimero de sefiales significativamente alteradas en todos los tratamientos. En
estudios realizados para analizar las variaciones en el metaboloma de raices de citricos en
respuesta a estrés por inundacion, no se obtuvieron tantas sefiales (datos no publicados) como en

respuesta a la infeccion por virus.

El analisis estadistico de los perfiles metabolomicos reveld un gran nimero de sefales
significativamente alteradas por la infeccion viral en los brotes con 3-5, 6-8, 9-11 y 12-14 hojas,
con el mayor numero de sefiales recogidas en este ultimo grupo. En este sentido, se observo un
salto cuantitativo y cualitativo en las sefiales alteradas entre los estadios mas tempranos (3-5 y
6-8 hojas) y los estadios tardios (9-11 y 12-14 hojas). Los grupos de brotes en estadios mas
tempranos presentaron un numero relativamente moderado de sefiales significativamente
alteradas por la infeccion con CTV (82 y 100, respectivamente) con un elevado grado de
solapamiento entre ellos. Por el contrario, los estadios mas tardios presentaron un elevado
numero de sefales alteradas (384 y 435, respectivamente) con un relativamente bajo grado de
solapamiento entre ellos (39.5% y 34.9% en brotes con 9-11 y 12-14 hojas, respectivamente).
Esto podria indicar, por un lado un incremento en la capacidad de respuesta del metabolismo
secundario a medida que el brote se va desarrollando al mismo tiempo que los metabolitos
inducidos adquieren mayor especificidad, de ahi el bajo grado de solapamiento. Este hecho esta
posiblemente relacionado con la carga viral de los brotes. Las particulas virales se transportan a
los tejidos vegetales a través de los vasos conductores. Por tanto, cuanto mayores son los brotes
mayor es el grado de desarrollo de los vasos conductores y también la eficiencia de transporte

de las particulas virales.
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Los perfiles descritos en respuesta a la infeccion viral indican que el efecto que el CTV ejercio
sobre el metabolismo secundario de las plantas de lima mejicana fue principalmente inhibitorio.
En la Figura 5.17 (brotes de 3-5 hojas), los clusteres A, B y C (64 sefiales) son representativos
del claro efecto inhibitorio, independientemente de la cepa viral, frente a 19 sefiales inducidas
(representadas por los clusteres D y E). De forma similar, en la Figura 5.18 se observaron 77
sefales significativamente reducidas, asi como en la Figura 5.19 se observaron (A+B+C+D)

sefales reducidas respecto de valores control y en la Figura 5.20, un total de 348 sefiales.

Examinando los perfiles, se observo también un claro efecto diferencial entre las dos cepas del
virus indicando que los perfiles de metabolitos secundarios no sélo responden a la infeccion per
se sino que la agresividad de la cepa es también un aspecto clave. Contrariamente a lo que se
podria esperar, la infeccion con la cepa T318, mas agresiva, no ejercio, de forma generalizada,
un efecto mas drastico respecto al numero de sefales significativamente alteradas en
comparacion con la cepa mas suave. Al contrario, el efecto de ambas cepas sobre el
metabolismo secundario fue bastante similar, difiriendo Unicamente en el tiempo que tardo en
provocar la muerte de las plantas infectadas. En el caso de la infeccion con el aislado T318 tuvo
lugar un afo después de la infeccidn, mientras que la inoculacidon con la cepa mas suave
permitié a las plantas sobrevivir un aflo mas, aunque mostrando graves sintomas. No obstante,
como se ha comentado anteriormente, a nivel metabolémico se pudieron identificar clusters de
respuesta especifica a cada uno de los aislados de CTV en todos los grupos de brotes analizados,
lo cual indica que existe una respuesta especifica, dentro del abanico de metabolitos

secundarios, a cada uno de los aislados, dependiendo de su agresividad.

A la vista de los prometedores resultados obtenidos en este estudio, el siguiente paso para
completar el analisis metabolomico seria la identificacion de las distintas sefiales que permitira

su anotacion fisiologica y funcional.
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% El cultivo in vitro supone una alternativa efectiva y versétil para el estudio de las

respuestas de los citricos a condiciones de estrés hidrico y salino.

7
0’0

Las plantas de citricos cultivadas in vitro mantienen su maquinaria antioxidante intacta
incluso cuando se cultivan brotes aislados. De forma similar, estas plantas son capaces

de acumular prolina y activar sefiales hormonales frente al estrés osmatico y salino.

¢ El estrés osmotico provoca un aumento de la presion oxidativa en hojas de citricos que
se traduce en un estrés oxidativo independientemente de la presencia de raices. Sin
embargo, la elevada salinidad en el medio de cultivo no provoca dafio oxidativo en
brotes cultivados en ausencia de raiz, probablemente porgue el sistema antioxidante no

se ve desbordado.

% Las plantas de tres genotipos de citricos (MC, CC y CIT) con distinta sensibilidad al
estrés salino, cultivadas in vitro desprovistas del sistema radicular acumulan cantidades

similares de CI" en hojas.

7
0’0

El ABA se confirma como sefial clave en las respuestas de los citricos al estrés
osmatico, tanto en el sistema radicular como en la parte aérea. Sin embargo, en ausencia
del sistema radicular, el ABA no parece implicado en la sefializacién por toxicidad
i6nica. La acumulacién de ABA foliar en respuesta a estrés salino en condiciones de
campo se relacionaria, por tanto, con sefiales procedentes de la raiz o incluso con

deficiencias fisioldgicas debidas al mal funcionamiento del sistema radicular.

< La acumulacion de SA estaria relacionada con la presion del estrés oxidativo en tejidos

fotosintéticos tanto en condiciones de estrés osmatico como de estrés salino.
¢ EI genotipo MC no muestra ninguna ventaja a nivel bioquimico sobre el resto de
patrones estudiados. Su mayor tolerancia se basa, en gran medida, en la capacidad para

restringir la entrada de iones al sistema radicular y su transporte a la parte aérea.

« EI CTV no provoca dafios directos sobre el fotosistema, al menos a nivel de la antena.
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¢ La disponibilidad de CO, en la cavidad subestomatica no es un parametro limitante en
el proceso fotosintético en plantas infectadas por CTV. Las limitaciones en la actividad
fotosintética inducidas por CTV se deben relacionar con una reduccion de la eficiencia

carboxilativa.

5

€

La infeccion por CTV, independientemente de la virulencia de la cepa, provoca dafio
oxidativo en hojas del genotipo objeto de estudio debido en parte a la falta de activacion

de mecanismos de disipacion de energia.

% Las plantas de lima mejicana infectadas muestran cierta capacidad de detoxificacion de
H,O,, mediante la activacién del enzima APX. Sin embargo, este mecanismo de defensa

se ve desbordado con el tiempo debido a la presion continua del estrés biotico.

¢ La acumulacién de prolina es proporcional a la presion del estrés ejercida por la
infeccion con CTV. Este compuesto se confirma como un marcador claro de dafio en

citricos, descartandose una funcion efectiva como detoxificador de ROS.

¢+ EIl descenso en la concentracion de ABA foliar en plantas de lima infectadas podria, al
menos en parte, explicar la elevada sensibilidad de este genotipo a la infeccién por
CTV.

7
0’0

El JA'y el SA actian como sefiales positivas de la infeccion de CTV en plantas de lima.

7
0’0

El CTV ejerce un efecto fundamentalmente inhibitorio sobre el metabolismo

secundario.

« EI metabolismo secundario de la planta no sélo responde a la infeccion per se sino que
la agresividad de la cepa virica también es un elemento clave en la alteracion de las

rutas metabolicas.

X/

+ Existe una capacidad de respuesta especifica del metabolismo secundario en funcién del

estadio de desarrollo del brote infectado.
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Abstract. The objective of this work was to develop an efficient in vitro rooting protocol
for one of the most commercially used citrus rootstocks in Spain, Carrizo citrange (Citrus
sinensis L. Osbeck X Poncirus trifoliata L. Raf.). Single-node cuttings taken from
greenhouse-grown plants were cultured in petri dishes containing basal Murashige
and Skoog medium. Shoots from nodal stem segments were excised and cultured in
a multiplication medium (basal medium supplemented with 1.8 wM 6-benzylaminopur-
ine) to promote the development of axillary buds. Individual shoots (15 mm long) were
treated with different hormones at several concentrations for root induction evaluations.
The addition of activated charcoal (AC) to the culture medium was also explored. The
addition of auxins to the culture medium enhanced rooting percentage. Optimal results
were obtained when 1-naphthalene acetic acid (10.8 wM) and gibberellic acid (0.3 pwM)
were added to the culture medium. The addition of AC to the rooting medium resulted
in negative effects on the percentage of rooted shoots but had a positive effect on number
of roots per rooted shoot. Chemical names used: activated charcoal (AC); 6-benzylami-
nopurine (BA); 1-naphthalene acetic acid (NAA); gibberellic acid (GAj3); indole-3-

butyric acid (IBA)

The efficient de novo regeneration of
plants from cell and tissue cultures is recog-
nized as a prerequisite for the application of
biotechnological approaches to crop improve-
ment (Castellanos et al., 2008; Nehra et al.,
2005).

During the last 30 years, it has become
possible to regenerate plantlets from explants
and callus in many types of plants. As a re-
sult, large-scale micropropagation protocols
are available for a wide range of species and,
at present, tissue-culture technology is widely
used for the vegetative propagation of se-
lected plants in horticulture and, to a lesser
extent, in forestry (Debergh and Zimmerman,
1991; George et al., 2008).

Highly efficient and reproducible methods
for in vitro regeneration through somatic
embryogenesis or organogenesis are a pre-
requisite for clonal propagation of selected
genotypes (Debergh and Zimmerman, 1991;
George et al., 2008). Although plant regener-
ation through somatic embryogenesis systems
has been reported in a number of species, the
production of plants from axillary buds or
shoots has proven to be the most generally
applicable and reliable method of true-to-type
in vitro propagation (George et al., 2008).
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Micropropagation is used for the com-
mercial-scale propagation of several woody
species such as Vitis, Prunus rootstocks, Malus,
and so on (George et al., 2008). However, in
many others species, adventitious root forma-
tion is still a major problem. Root formation
of woody species was found to be regulated
by a great number of factors, including to a
great extent auxins (Arena et al., 2005; Baksha
et al., 2003; George et al., 2008). Some pro-
gress has been made in rooting of different
species using different chemical or natural
compounds in the rooting media (Fotso et al.,
2004).

Research has indicated the activated char-
coal (AC) alone or in combination with auxins
can promote growth and development be-
cause of its capacity to adsorb inhibitory sub-
stances, decrease phenolic oxidation, buffer
pH, or establish a dark environment simulating
soil conditions (reviewed in Thomas, 2008).

There have been some reports on organ-
ogenesis from different types of explants in
citrus genotypes as reviewed by Carimi (2001).
The morphogenic responses of citrus cultured
in vitro are influenced by the genotype, the
explant type, and the culture medium. Sev-
eral attempts to induce in vitro rhizogenesis
have been described for different explants
(nodal and internodal segments, hypocotyls,
epicotyls, shoot tip, and internodal seedling
stem sections) from several citrus species
(Citrus sinensis, Poncirus trifoliata, C. acida,
C. aurantifolia, and C. limon) through the
addition of plant growth regulators in various
combinations and concentrations (Al-Bahrany,
2002; Bordon et al., 2000; Chakravarty and
Goswami, 1999; Hassanein and Azooz, 2003).

MISCELLANEOUS

Because of the variable response of citrus
species and cultivars to the in vitro environ-
ment, the objective of this study was to im-
prove rooting efficiency of Carrizo citrange
microshoots produced from cultures initiated
from nodal explants. Carrizo citrange is a
main citrus rootstock widely used in impor-
tant citrus-producing areas such as Spain and
California, where ~90% of the new plantings
are grafted onto citranges.

Materials and Methods

Plant material and culture media. Three-
year-old greenhouse-grown plants of the cit-
rus rootstock Carrizo citrange [Citrus sinen-
sis L. Osbeck X Poncirus trifoliata L. Raf
(CC)] were used as source of plant material.
Stem pieces (15 cm long) were stripped of
leaves, disinfected by immersion for 10 min
in a 2% (v/v) sodium hypochlorite solution
containing 0.1% (v/v) Tween 20, followed
by three rinses, 5 min each, in sterile water.
Node stem segments (1 cm long) were cul-
tured in petri dishes (10 cm diameter) with 25
mL of basal medium containing the inorganic
salts of Murashige and Skoog (1962) supple-
mented with 0.55 mwm i-inositol, 4.8 uM
pyridoxine-HCI, 0.6 pM thiamine-HCI, 8 uM
nicotinic acid, and 88.2 mwm sucrose. The
medium was solidified with 9 gL' agar
(Pronadisa, Madrid, Spain). The pH was
adjusted to 5.7 + 0.1 with 0.1 N NaOH before
autoclaving.

Shoots recovered from nodal stem seg-
ments were excised from the explant and
cultured in 150 X 20-mm tubes on a multipli-
cation medium to promote the development
of axillary buds. The multiplication medium
consisted of basal medium supplemented with
1.8 uM 6-benzylaminopurine (BA). New
shoots from axillary buds were excised when
they reached 15 mm for use in subsequent
experiments.

Throughout the experimental period, all
cultures were maintained at 26 + 2 °C with
a 16-h photoperiod provided by cool-white
fluorescent light (70 wmol-m2-s™"). Subcul-
tures were performed every 2 weeks.

Effect of different plant growth regulators
on in vitro rooting. Individual shoots (15 mm
long) cultured into 150 X 20-mm tubes were
subjected to different rooting treatments fol-
lowing procedures reported in the literature
(Table 1). Rooting media consisted of basal
medium supplemented with the following:
5.4 uM I-naphthalene acetic acid (NAA) plus
0.3 uM gibberellic acid (GA;) (R1); 8.1 uM
NAA plus 9.8 uM 3-indolebutyric acid (IBA)
(R2); 1.1 uM BA, 2.7 uM NAA plus 4.9 uM
IBA (R3); 5.4 uM NAA (R4); and 2.7 uM
NAA plus 9.8 uM IBA (R5) (Al-Bahrany,
2002; Bordon et al., 2000; Chakravarty and
Goswami, 1999; Hassanein and Azooz, 2003).
In all cases, the medium was solidified by
the addition of 9 g-L ™! agar (Pronadisa). The
pH was set at 5.7 = 0.1 with 0.1 N NaOH
before autoclaving.

According to preliminary rooting results,
the following treatments were used for sub-
sequent experiments: (R1.1) R1 plus 2.7 uM

1



Table 1. Characteristics of the assayed rooting treatments.

PGR  Dipping in
BA NAA IBA GA filter- IBA AC
Medium (uM) (uM) (uUM) (uM) sterilized (50 uM)  (12.0 uM) Reference
Rl 0 54 0 0.3 No No No Al-Bahrany, 2002;
Bordon et al., 2000
R2 0 81 98 0 No No No Al-Bahrany, 2002
R3 1.1 27 49 0 No No No Hassanein and Azooz, 2003
R4 0 54 0 0 No No No Chakravarty
and Goswami, 1999
RS 0 27 98 0 No No No Al-Bahrany, 2002
RI1.1 0 81 0 0.3 No No No NR
R1.2 0 108 0 0.3 No No No NR
RS.1 0 2.7 98 0 Yes No No NR
RS5.2 0 27 98 0 No Yes No NR
R5.3 0 27 98 0 No No Yes NR
R5.4 0 2.7 98 0 No Yes Yes NR

BA = 6-benzylaminopurine; NAA = 1-naphthalene acetic acid; IBA = indole-3-butyric acid; PGR = plant
growth regulator; AC = activated charcoal; NR = the rooting treatment has not been reported in the literature.

NAA; (R1.2) RI plus 5.4 uM NAA; (R5.1)
R5 composition, but in this case, the plant
growth regulators were filter-sterilized (in-
stead of autoclaved) and added to the medium
once cooled down to 60 °C after autoclaving;
(R5.2) R5 plus dipping of basal part of ex-
plant in an IBA concentrate solution (50 uM)
for 10 s before subculture onto RS medium;
(R5.3) R5 plus 0.25 gL' AC; and (R5.4)
R5.3 plus a basal dip of the explant in an IBA
concentrate solution (50 uM) for 10 s before
subculture.

Measurements after 10, 20, 30, and 40 d
of culture in rooting media included percent-
age of rooted shoots and number of roots per
explant.

Statistical analysis. For each set of exper-
iments, 48 replicates were used per treatment,
and the experiment was repeated twice. One-
way analysis of variance and comparisons be-
tween means were made following the least
significant difference test at P = 0.05 by
using the STATGRAPHICS PLUS Version
5.1 (Statistical Graphics Corporation, Hern-
don, VA) software (Montoliu et al., 2009).

Results and Discussion

Regeneration of shoots from in vitro-
cultured node explants. As was described
for other species (Dewan et al., 1992; Pereira
et al., 1995), shoot multiplication appeared
to be highly affected by the concentration of
BA. Although the micropropagation of CC
was not the main objective of this work, it
was observed that the omission of BA in the
medium resulted in single shoots only, but ad-
dition of 1.8 uM BA stimulated shoot multi-
plication (data not shown).

Effect of different treatments on in vitro
rooting. To improve in vitro rooting of CC
shoots, different rooting media were used.
The addition of BA together with NAA and
IBA in the medium (R3) resulted in zero roots
on CC shoots, even after 40 d of culture, in
contrast to results obtained with Citrus retic-
ulata, in which 85% of shoots rooted after 12 d
culture (Hassanein and Azooz, 2003). Low
rates of rooting were also observed in shoots
cultured on medium containing exclusively
NAA (R4) after 40 d on rooting medium.
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The rooting process of different citrus
genotypes in a culture media supplemented
with 5.4 uM NAA and 0.3 uM GA; (R1) has
been described. The percentage of rooted
shoots was higher in R1 than the one ob-
served in media containing other auxins in
Citrus aurantifolia (Al-Bahrany, 2002) and
was 28% for Troyer Citrange (Bordon et al.,
2000). In our study, as shown in Table 2, the
highest rooting rates in CC shoots were
observed in medium supplemented with 5.4
UM NAA and 0.3 pM GA; was added to the
medium (R1) or when the medium contained
NAA (2.7 uM) in addition to 9.8 uM IBA
(R5). The pattern of rooting was different
between shoots cultured in R1 or RS medium
throughout the experiment. In R1, the per-
centage of shoots that exhibited roots after
20 d of culture was 41.67% and this value
remained almost constant throughout the rest
of the experiment (45.45% at Day 40). In
RS, only 23.21% of shoots had roots after
25 d in culture, which was significantly lower
than the percentage observed in shoots cul-
tured in R1 (42.00%). Rooting of shoots
cultured in medium RS progressively in-
creased throughout the experimental period.
At Day 30, the percentage of rooting in RS
was similar to that observed in R1 (39.87% in
RS versus 43.90% in R1) and at the end of the
experiment (Day 40), shoots cultured in R5
exhibited the highest rooting rates (Table 2).

Number of roots per rooted shoot after
different time periods is also shown in Table
2. In all cases, the number of roots per rooted
shoot was similar after 25 d in culture re-
gardless of the composition of the medium
(with the exception of R3), ranging from 1.37
in R2 to 2.06 in R1 and RS. At Day 35,
differences among treatments were evident
with shoots in R5 showing the highest num-
ber of roots per shoot (5.08). At the end of the
experiment (Day 40), the best results were
obtained when RS was used as culture me-
dium (5.23) followed by R1 (4.14).

The presence of a higher number of
adventitious roots on the shoots is highly
recommended to ensure the success in the
transfer of vitroplants to greenhouse condi-
tions (George et al., 2008). It has been
reported that in the genotypes Citrus auran-

tifolia (Al Bahrany, 2002) and Citrus limon
(Pérez-Tornero et al., 2010), the number of
roots formed per shoot increased in response
to increasing IBA concentrations in com-
bination with other auxin (NAA and indole-
3-acetic acid, respectively) in the rooting
medium. However, in CC, the best results
were obtained when using 9.8 uM IBA plus
2.7 uM NAA in the rooting medium (RS5)
or 5.4 uM NAA in absence of IBA (RI)
(Table 2).

In most plants, the addition of gibberellins
in the culture media is detrimental for in vitro
rooting (George et al., 2008); in others such
as Citrus lemon, gibberellins had no effect
(Pérez-Tornero et al., 2010). Our results
pointed that, in the case of CC, the addition
of GA; had a positive effect. Therefore, the
percentage of rooting after 40 d of treatment
increased from 30.20% (R4) to 45.45% in R1
(R4 plus 0.3 uM GA;). Moreover, GA; had
a positive effect on the number of roots per
rooted shoot, with the differences statistically
significant between R1 and R4 (4.14 and 2.13
roots/rooted shoot, respectively).

To improve in vitro rooting of CC shoots,
the two media that provided better results (R1
and R5) were modified and new experiments
performed. The percentages of rooted shoots
in each medium throughout the experimental
period are shown in Table 3. Shoots cultured
in media derived from R1, in which NAA
concentration was increased, resulted in higher
rooting percentage than its precursor; R1.2
(R1 plus 5.4 uM NAA) provided the highest
rate of rooting (68.18%). The percentage of
rooted shoots in media derived from R5 was,
in all cases, lower than that observed in R5.
Neither of the following variations had a pos-
itive effect on rooting: filter sterilization of
the plant growth regulators (instead of auto-
claving, R5.1), dipping process of the explant
in IBA solution (R5.2); addition of AC to the
culture media (R5.3); or a combination of
both dipping in IBA and AC (R5.4).

There is no an evident explanation for the
lack of effectiveness of these treatments that
have proved to be valuable in inducing rhizo-
genesis in other species (reviewed in Thomas,
2008). Data point to a specific behavior of
this genotype important to take into consid-
eration in future research.

Shoots cultured in media RS.1 and R5.2
exhibited the same pattern as those cultivated
in RS throughout the experimental period;
the percentage of rooting was low for 25 d of
treatment (Table 3). From Day 30, a higher
increase in rooting was observed in shoots
growing in RS, R5.1, and R5.2, achieving
similar values of those obtained in shoots cul-
tured in media containing NAA and GA3 (R1
and R1.1).

When the number of roots per rooted
shoot was considered (Table 3), significant
differences were observed among treatments.
Shoots cultured in media with high NAA plus
GA; (R1.2) or low NAA plus IBA and AC
(R5.3) gave the highest number of roots per
rooted shoot (6.69 and 7.10, respectively).
However, the pattern was different over time
(Table 3).
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Table 2. Effect of culture medium on percentage of rooted shoots and number of roots per rooted shoot in Carrizo citrange shoots cultured in vitro.”

Days
10 15 20 25 30 35 40
Rooted shoots (%) R1 1250+ 1.5b  30.11+12c 4l.67+12d 4200+15d 4390+12d 4407+1.0d 4545+03d
R2 7.01+£1.0b 1050 +1.6b 12.00+24b 1271+13b 13.03+12b 1433+£13b 1404+1.1Db
R3 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a
R4 9.07+2.0b 1230+ 14b 2200+1.8c 2482+1.1c 2732+15c¢c 2856+12c 3020+13c
R5 8.98+1.3b 11.01+12b 2250+1.7¢ 2321+12c 3987+12d 4432+1.7d 5320+18¢
Number of roots/rooted shoot ~ R1 1.02+0.7b 1.05+04b 1.98+0.7b 206+03b 207+04b 208+0.2b 414+03c¢c
R2 1.20+04b 1.20+0.2b 1.25+04b 1.37+03b 1.43+02b 1.56 +£0.5b 1.54+03b
R3 0.00£0.0a 0.00 £ 0.0 a 0.00£0.0a 0.00 £ 0.0 a 0.00+0.0a 0.00 £ 0.0 a 0.00+0.0 a
R4 1.73+0.1b 1.73+£0.1b 1.73£0.1b 1.79+£0.1b 1.86 0.1 b 1.99+0.0b 2.13+0.1b
R5 094+0.2b 0.98+04b 1.06+0.7b 2.06+0.3b 3.07+04c¢ 5.08+02c¢ 523+03d
“Shoots were grown in R1, R2, R3, R4, or R5 medium. Each point corresponds to the average of 48 replicates + SE.
YData within each column, and for each parameter, followed by dissimilar letters differ significantly at P = 0.05.
Table 3. Effect of culture medium on percentage of rooted shoots and number of roots per rooted shoot in Carrizo citrange shoots cultured in vitro.”
Days
10 15 20 25 30 35 40
Rooted shoots (%) R1 1250+ 1.5 30.11+12c 41.67+12c¢c 42.00+15¢ 4390+12c 4407+1.0c 4545+03c
R1.I  1148+08b 28.12+13c 4545+12c 4632+09c 4800+ 1.6¢c 49.00+1.6c 5532+0.8d
R12 1393+1.6b 3502+0.6c 4925+12c¢ 5798+0.6d 5877+1.0d 59.60+1.0d 68.18+09¢
RS 898+13b 11.01+£12b 2250+1.7b 2321+12b 39087+12b 4432+17c 53.20+1.8d
R5.1 986+05b 1296+1.0b 2330+1.0b 2584+13b 3027+09b 3422+08b 39.50+£0.7b
R52 1195+04b 1522+1.6b 2050+13b 2243+09b 3298+04b 3523+04b 3890+0.7b
R5.3 1.71+0.7° 321+0.5° 520+£1.1% 791+1.0° 1090+1.6* 1511£05* 19.13+£04a
R5.4 1.00+ 0.8 a 1.21+09a 210+ 1.5a 523+1.0a 6.22+1.0° 838+09° 10.76 £ 0.4 *
Number of roots/rooted shoot ~ R1 1.02+0.7° 1.05+04* 1.98+0.7b 2.06+0.36° 207+04° 2.08+0.2° 4.14+£03°
R1.1 1.50 £ 0.6 ° 230+£04b 2.60+£04b 270 £0.43* 3.00£04b 3.07+0.3*° 4.11+03*
R1.2 2.70+0.2b 250+£02b 301+05¢ 430+£0.20c¢ 4.40+0.2c 567+1.1b 6.69+1.4c
R5 0.94+0.2° 098 +0.4° 1.06 0.7 ° 2.06+0.36° 3.07+04b 5.08+02b 523+03b
R5.1 1.11+0.7° 1.56 £0.4b 2.05+03b 332+041b 333040 3.11+03¢ 3.67+03¢
R5.2 0.50+04° 0.70+0.2° 1.00+0.3* 2.00+£0.32* 210+0.2° 250+13¢% 3.10+0.2°*
R5.3 3.00+03b 3.00+£04c¢ 3.00+0.5¢ 3.60+£0.80 b 370+ 04 ¢ 370 +£0.2° 390+1.0°
R5.4 0.70 £ 0.1 ° 1.00+0.2° 3.00£0.1c¢ 6.00+£0.13d 7.00+£0.2d 7.00 £0.1 ¢ 7.10£1.2¢

“Shoots were grown in R1, R1.1, R1.2, R5, R5.1, R5.2, R5.3, or R5.4 medium. Each point corresponds to the average of 48 replicates =+ SE.
YData within each column, and for each parameter, followed by dissimilar letters differ significantly at P = 0.05.

Different auxins at different concentra-
tions provided diverse percentages of rooting
when added to the culture medium. Best re-
sults, in terms of percentage of rooting, were
obtained when 10.8 uM NAA and 0.3 uM
GA; were added to the culture medium. AC
had a negative effect on the percentage of
rooted shoots when incorporated into the cul-
ture medium; however, it had a positive ef-
fect when the number of roots per rooted
shoot was considered. Because of the highest
percentages of rooting together with a high
number of roots per rooted shoot were ob-
tained when R1.2 was used as rooting media,
we conclude that a combination of 10.8 uM
NAA and 0.3 uM GA; in the culture medium
is the best option for the development of in
vitro adventitious roots in CC shoots.
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8. Angjo

Figure 8.1. Figure showing in vitro cultured shoots of citrange Carrizo. (A) Shoot 4 days
after subculture on rooting medium. (B) Shoot 40 days after subculture on R3 medium. No roots
were developed. (C) Rooted shoots 40 days after subculture on R4 medium. (D) Rooted shoots
40 days after subculture on R5.3 medium. (E) Rooted shoots 40 days after subculture on R1.2

medium.
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