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RESUMEN

El estrés hidrico promueve la floracion en los citricos, aunque son escasos los
conocimientos acerca de las sefiales y los procesos metabodlicos involucrados en la
induccion floral. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de tres condiciones
hidricas (bien regado (BR): Yw -0,8 a -1,2 MPa; estrés hidrico moderado (DM): ¥Yw
-2,2 a -2,8 MPa y estrés hidrico severo (DS): Yw < -4,0 MPa) sobre el
funcionamiento del aparato fotosintético (Fv/Fm, Fo, ®psn), vias metabodlicas
relacionadas con los procesos de fotoproteccion; prolina (Pro) y el estado de de-
epoxidacion de xantofilas (DPS) y su relacion con el dafio oxidativo y el HO, en dos
variedades (‘Ellendale’ y ‘Valencia’). La eficiencia del aparato fotosintético (PSII),
el dafio oxidativo y los niveles de H,O, fueron relacionados con el nivel de floracion
obtenido luego de 70 dias de tratamiento. La condicion de DS en ambas variedades
promovié la fotoinhibicion permanente evidenciado por un descenso en F,/Fy y
®pgyr, asi como un aumento en la intensidad de floracién. Bajo esta condicion,
diversos mecanismos fueron promovidos en respuesta al déficit hidrico, aunque el
dafio oxidativo y el H,O, fueron mayores en estas condiciones respecto a las plantas
BR. El aumento en el contenido de Pro en esta condicion podria actuar disminuyendo
el dafo oxidativo, siendo evidente su accion en ‘Ellendale’. Asi, el dafio oxidativo en
‘Valencia’ fue 25% mayor que en ‘Ellendale’, mientras que la intensidad de floracion
lo fue en un 55%, alcanzando 160 flores/100 nudos. Para el resto de las condiciones
hidricas, el dafio oxidativo y la intensidad de floracién también fueron superiores en
‘Valencia’ respecto a los mismos tratamientos en ‘Ellendale’. Estos resultados
sugieren que la floracion en Citrus en respuesta a condiciones de estrés es
dependiente de la variedad. Nuestros resultados permiten relacionar directamente la
floracion y el dafo oxidativo en Citrus, el cual podria ser empleado como un
indicador de la induccion floral. Ademas se confirmo la relacion entre la floracion y
el H,O,. Estos datos respaldan la idea de que el H,O, podria estar involucrado como

molécula sefializadora de la floracion en Citrus.

Palabras clave: H,0,, F\/Fn, Fo, especies reactivas del oxigeno, estrés oxidativo
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Metabolic and reproductive response of two Citrus varieties under water

stress conditions

ABSTRACT

Water deficit promotes flowering in citrus plants, although related signals and
metabolic pathways involved flower induction are still unknown. The aim of this
work was to evaluate the effect of three water conditions (well watered (BR): Ww -
0,8 a -1,2 MPa; moderate water deficit (DM): ¥Yw -2,2 a -2,8 MPa and severe water
deficit (DS): Yw < -4,0 MPa) on photosynthetic apparatus behavior (F./Fn, Fo,
®psir), metabolic pathways related to photoprotection; proline (Pro) and de-
epoxidation state of xanthophylls (DPS), and its relationship with oxidative damage
and H,O; in two varieties (‘Ellendale’ and ‘Valencia’). Photosynthetic apparatus
efficiency (PSII), oxidative damage and H,O; levels were related to flowering after
70 days of treatment. In both varieties, DS treatments promoted permanent
photoinhibition evidenced by a decrease in F./Fn, ®psy and also increased flower
intensity. Under this condition, many pathways were promoted in response to water
deficit; however, oxidative damage and H,O, were higher than BR plants. Pro
content could act as a scavenger against oxidative damage; however, this protection
was evident only in ‘Ellendale’. Thus oxidative damage in ‘Valencia’ DS was 25%
higher compared to ‘Ellendale’, while its flower intensity was 55% higher, reaching
160 flowers/100 nodes. Considering the rest water conditions, oxidative damage and
flower induction were also higher en ‘Valencia’ compared to the same treatments in
‘Ellendale’. These results suggest that Citrus flowering in response to stress
conditions is variety-dependent. Our results can directly related flowering with
oxidative damage in Citrus, which could be used as an estimator of floral induction.
Also, it was confirmed the relationship between flowering and H,O, are related. Our
data support the idea that H,O, could be involved as a flowering signaling molecule

in Citrus.

Key words: H,O,, F\/Fn, Fo, oxidative stress, reactive oxygen species



1. INTRODUCCION

Esta tesis se presenta en siete secciones, comenzando con la introduccién la
cual incluye los objetivos del trabajo. La segunda seccion especifica los materiales y
métodos empleados en el trabajo, mientras que los resultados se presentan a su
continuacion. En la cuarta seccion se expone la discusion de los resultados y en la
quinta seccion las conclusiones. En la sexta seccion se cita la bibliografia empleada.
Finalmente en los anexos, seccion siete, se encuentra informaciéon complementaria
del trabajo, asi como un articulo con formato Agrociencia (Uruguay), para dar

cumplimiento a los requisitos de la tesis de Maestria en Ciencias Agrarias.

El proceso de induccion de la floracion en especies del género Citrus es
conocido por su respuesta a diversos estimulos ambientales desfavorables, como las
bajas temperaturas (Moss, 1976; Susanto et al., 1992, Iglesias et al., 2007), el déficit
hidrico (Nir et al., 1972, Southwick y Davenport, 1986; Srivastava et al., 2000) y el
exceso radiacion (Agusti, 2003). Este comportamiento ha sido sefialado como una
estrategia de preservacion de las especies (Bauer et al., 1997), que en el caso de los
citricos, atin no se conoce la percepcion de dichas condiciones por la planta ni su

interaccion con factores endogenos de la misma (Agusti, 2003).

Los factores ambientales que inducen la floracion en citricos comparten un
mecanismo comun que regula dicho proceso (Southwick y Davenport, 1986). Las
plantas bajo dichas condiciones exhiben diversos mecanismos que le permiten tolerar
el estrés, actuando a través de la formacion de nuevas moléculas y diversos
mecanismos moleculares. La mayoria de los estreses producen ciertos efectos
comunes a pesar de algunos especificos ejercidos por cada condicion (Rao, 2006).
Estreses como el hidrico, térmico o luminico incrementan los niveles de especies
reactivas del oxigeno (ROS), las cuales promueven el dafio a las membranas (Mittler,
2002; Mittler et al., 2004; Bartels y Souer, 2004, Desikan et al., 2004), proteinas,
ADN, ARN (Bartels y Souer, 2004) y a varios procesos celulares (Mittler, 2002;
Mittler et al., 2004), llegando a producir la muerte de células (Scandalios, 2002).



1.1. EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE ESTRES ABIOTICO EN PLANTAS

Como se menciond, las plantas son capaces de tolerar y adaptarse a las diversas
condiciones de estrés a las que pueden estar sometidas (Rao, 2006), exhibiendo
distintas modificaciones tanto a nivel funcional como anatémico para soportar las
mismas (Ruiz-Sanchez et al., 1997; Flexas y Medrano, 2002). Algunos de estos
cambios pueden a su vez afectar y modificar diferentes procesos, como los asociados

a la fotosintesis (Flexas y Medrano, 2002).

Una respuesta comun ante las condiciones de estrés abiotico es la reduccion de
la apertura estomatica (Kozlowski, 1997). Las plantas son capaces de sensar el
incremento en las diferencias de presion de vapor entre el aire y la hoja, llevando a
un inmediato cierre estomatico (Mott y Parthusrt, 1991; Assman, 2000). En
condiciones de deficiencia hidrica se ha sefialado que el cierre estomadtico es
consecuencia del aumento en los niveles de 4cido abscisico (ABA) en las raices, lo
cual es posteriormente detectado en las células guarda, provocando asi el cierre
estomatico (Gémez-Cadenas et al., 1996; Assman et al., 2000). Recientemente se ha
involucrado al peroxido de hidrégeno (H,O,) por mediar en el cierre estomatico
inducido por el ABA (Desikan et al., 2004). Como consecuencia del cierre
estomatico, se reduce la pérdida de agua, aunque se afecta la asimilaciéon de CO,

(Kozlowski, 1997).

En el caso de la deficiencia hidrica, al aumentar la pérdida de agua, las hojas se
marchitan y enrollan como forma de proteger de la radiacion a la maquinaria
fotosintética (Ruiz-Sanchez et al., 1997). En condiciones de estrés hidrico, la alta
intensidad luminica se convierte en un factor altamente dafino para las plantas (Rao,
2006). Durante los primeros momentos cuando se detecta el déficit hidrico, se
registran los mencionados descensos en la conductancia estomatica (gs), sin embargo
no se verifican cambios en el contenido relativo de agua (RWC). En la medida que el
déficit se acentua, se registran cambios a nivel bioquimico, entre ellos una

disminucién de ATP, asi como también de la regeneracion de la RuBP. Finalmente,
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ante condiciones severas de déficit hidrico, se registra inhibicién en la cadena de
transporte de electrones en el cloroplasto, llevando a que se registre fotoinhibicion
(Flexas y Medrano, 2002). Al disminuir la utilizacion de electrones en el proceso
fotoquimico, se ven favorecidas otras vias metabolicas donde se canaliza el flujo de
electrones, entre ellas se aumenta la tasa de oxigenacion de la Rubisco

(fotorrespiracion) (Noctor et al., 2002).

1.1.1. Efectos del déficit hidrico sobre la fotosintesis v fotoinhibicion

La respuesta de las plantas al déficit hidrico difiere significativamente segln la
intensidad, duracion y estado de desarrollo al momento de impuesto el estrés (Chaves
et al., 2003). Sin embargo, independientemente de estos factores, uno de los primeros
efectos de las condiciones de estrés es reducir los niveles de fotosintesis (Lawlor et
al., 1995). La reduccién en la disponibilidad de agua es detectada en las raices, lo
que provoca una disminucion en la gg (Trejo et al., 1995; Gomez-Cadenas et al.,
1996), reduciendo la pérdida de agua a través de los estomas con la consiguiente
disminucién en la asimilacion de CO, (Kozlowski, 1997). En estas condiciones el
exceso de energia que no puede ser canalizado por el proceso fotoquimico puede
afectar diversas funciones celulares, entre ellas, reducir los niveles de fotosintesis,
con el consiguiente aumento en los niveles de fotoinhibicion (Flexas y Medrano,

2002).

La luz constituye un requisito fundamental para el proceso fotosintético, sin
embargo, un exceso de radiacion puede llevar a que se genere fotoinhibicion (Hu et
al., 2009). Se conoce con el término fotoinhibicion al proceso por el cual la alta
radiacion afecta a organismos fotosintéticos causando un descenso (Medina et al.,
2002) o la inhibicién de la actividad del fotosistema II (PSII; Niyishama et al., 2006).
Este proceso ocurre cuando la energia luminica recibida por los pigmentos
fotosintéticos excede a la consumida en los cloroplastos (Melis, 1999; Takahashi y

Murata, 2008).



Se ha sugerido la existencia de dos tipos de fotoinhibicion, una denominada
fotoinhibicion dindmica, en la cual se aprecia una inhibicion del aparato fotosintético
por un periodo acotado de tiempo, en donde diversos mecanismos de proteccion
actlian para el mantenimiento del metabolismo. Por otro lado, se conoce como
fotoinhibicion crénica cuando ocurren procesos de fotodafio o dafio oxidativo,

vinculado a la pérdida de funcionalidad del PSII (Osmond, 1994).

25—

Optimal photosynthesis

I
=]
I

Dynamic photoinhibition
(moderate excess light)

-
v
I

-
[=]
I

Chronic photoinhibition
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0]
I

Photosynthetic Oy evolution (umol mes

1 |
0 S00 1000 1500

Absorbed light (umol m—2 s=1)

Figura 1. Representacion de los tipos de fotoinhibicion propuestos por Osmond
(1994). Bajo condiciones de fotoinhibicion dindmica, aumentos en los niveles de
radiacion disminuyen los niveles de rendimiento cuantico de la fotosintesis (®@pgy),
aunque no se afecta el potencial fotosintético. En los casos de fotoinhibicion cronica
(también conocido como fotoinhibicién permanente) el aumento en la radiacion lleva
a que se vea afectado tanto el rendimiento cuantico asi como la méxima eficiencia
fotosintética (F,/Fn), reflejo de una pérdida de funcionalidad del PSII. Tomado de
Taiz y Zeiger (2002).

La fotoinhibicion resulta naturalmente del balance de la degradacion y
reparacion de la proteina D1, la cual se inserta en la membrana tilacoidal (proteina
clave del centro de reaccion del PSII). A medida que desciende la fijacion

fotosintética de CO», se acelera el dano del PSII (Nishiyama et al., 2006; Takahashi y
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Murata, 2008), a causa del exceso de energia que afecta la reparacion de la proteina
D1 y por lo tanto del PSII (Allakhverdiev y Murata, 2004; Murata et al., 2007). En
condiciones de baja intensidad luminica, cuando no se registra exceso de energia, la
tasa de reparacion es mayor que la tasa de dafo, por lo cual no se evidencia
fotoinhibicion. En cambio, cuando la intensidad luminica es elevada o en
condiciones de estrés abiotico (ej: déficit hidrico), el dano excede a la velocidad
reparacion, resultando en la fotoinhibicion del PSII (Niyishama et al., 2006). En
definitiva, la reparacion de la proteina D1 afecta el funcionamiento del PSII, por lo
que se menciona habitualmente que la fotoinhibicion resulta entonces de un balance

entre el dafio del PSII y de su reparacion (Takahashi y Murata, 2008).

Si bien la fotoinhibicion es proporcional al aumento en la intensidad de
radiacion (Park y Chow, 1995), el dafio en el PSII puede ocurrir bajo cualquier
intensidad luminica (Tyystjdrvi y Aro, 1996). Como se menciond, cuando el
consumo de CO, es limitado, aumentan los niveles de fotoinhibicion (Takahashi y
Murata, 2008), como en ocurrencia de condiciones de déficit hidrico (Medina et al.,
2002; Murata et al., 2007) y altas temperaturas (Medina et al., 2002; Guan y Gu,
2009). Estas condiciones provocan una baja asimilacion de CO,, lo que genera
exceso de energia y promueve el aumento en los niveles de ROS. Entre ellas, el H,O,
ha sido sefialado como la principal ROS producida en dichas condiciones (Desikan et
al., 2004). El H,0, inhibe la sintesis del precursor de la proteina D1, en el pasaje de
ARNm a proteina afectando por tanto, la reparacion del PSII (Kojima et al., 2007).
Asi, varios estreses que incrementan los contenidos intracelulares de H,O, afectan la
reparacion del PSII (Takahashi y Murata, 2008), acelerando por tanto la
fotoinhibicion (Nishiyama et al., 2006).

Aquellas condiciones que afectan al ciclo de Calvin, también han sido
mencionadas por aumentar la sensibilidad a la fotoinhibicion del PSII (Takayashi et
al., 2007), mediado por un aumento en los niveles de ROS a causa de la disminucion
en la fijacion de CO, (Takayashi y Murata, 2005). El ciclo de Calvin es altamente

sensible a los estreses ambientales como la deficiencia hidrica (Murata et al., 2007),



condiciones que promueven el estrés oxidativo por un aumento en la produccion de
las ROS generadas en el proceso fotoquimico (Niyishama et al., 2006). El dafio
oxidativo entonces, provoca la pérdida de funcionalidad del PSII por la mencionada

inhibicion de la reparacion de la proteina D1 (Murata et al., 2007).
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Figura 2. Esquema de la inhibicion de la sintesis de la proteina D1. Bajo condiciones
de limitada asimilacion de CO; los electrones en el PSI son transferidos al oxigeno
molecular, resultando en la produccion de superdxido, el cual es convertido a H,O».
El H»O, inhibe la reparacion del PSII por afectar la sintesis del precursor de la

proteina D1. Tomado de Takayashi y Murata (2008).

1.1.2. Generacidn de especies reactivas del oxigeno

La produccion de ROS en condiciones normales de crecimiento es baja y la
planta puede tolerar dichos niveles. Sin embargo, en diversas condiciones estresantes
(como el déficit hidrico), la excesiva radiacion o las temperaturas extremas aumentan
la produccion de ROS (Mittler, 2002). La produccion de ROS se localiza
principalmente en cloroplastos y mitocondrias, organelos que poseen una alta

actividad metabdlica oxidativa con un intenso flujo de electrones. En condiciones de
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estrés abiotico los cloroplastos y peroxisomas cobran relevancia en la produccion de
ROS, los cuales explican la mayor parte de la produccion de dichas sustancias
(Noctor et al., 2002). En los cloroplastos la principal fuente de ROS lo constituye la
reaccion de Mehler y los pigmentos en las antenas (Mittler et al., 2004; Reddy y
Raghavendra, 2006). La produccion de H,O; en el peroxisoma adquiere relevancia
en las plantas con metabolismo C3 bajo condiciones de estrés abiotico (Mittler et al.,
2004), aunque los cloroplastos son considerados como los principales generadores de

ROS bajo dichas condiciones (Hippeli et al., 1999).

En condiciones Optimas de crecimiento la luz absorbida es empleada para el
proceso fotosintético en las hojas y por lo tanto para la asimilacién del CO,, mientras
que en condiciones donde la utilizacion de energia es inferior a la absorbida, las
plantas estan sujetas al estrés oxidativo (fotooxidativo) (Foyer, 2002). El estrés
oxidativo es caracterizado por un aumento en los niveles de ROS en los tejidos,
influenciado fuertemente por un exceso de energia que lleva a que ocurra sobre-
reduccion en la cadena transportadora de electrones (Reddy y Raghavendra, 2006).
El exceso de energia entonces se vuelve potencialmente dafiino ya que interactiia con
el O, presente en los tejidos. Los electrones en un ambiente con abundante presencia
de O, reaccionan con la consiguiente produccion de O, (radical superdxido) (Reddy
y Raghavendra, 2006). Luego de formado el O, la presencia de la enzima
superoxido dismutasa (SOD) lleva a la generacion de H,O,. Ademas, cuando se
encuentran las dos ROS mencionadas, el O, y el H,O,, puede ocurrir la reaccion de
Haber-Weiss, la cual lleva a la produccion de otra ROS, el radical hidroxilo (OH)
(Asada, 1999; Reddy y Raghavendra, 2006). Ademas, existe formacion de oxigeno
singiilete ('O5) por la transferencia de energia de excitacion desde clorofilas (*Chl")
excitadas al O, en el complejo cosechador de luz (del inglés, Light Harvesting

Complexes, LHC) (Reddy y Raghavendra, 2006) (Figura 3).

Como se ha mencionado, las ROS son capaces de afectar el funcionamiento

celular, provocando dafio en estructuras celulares, asi como de diversas vias



metabolicas. El '0, y el O, afectan principalmente a las clorofilas y a los acidos

grasos insaturados de las membranas de las células y organelos (Niyogi, 1999).
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Figura 3. Esquema de formacion de las especies reactivas del oxigeno. Por un lado se
visualiza la formacion de O, por la transferencia de electrones al O, con la posterior
generacion de H,O y el OH.. Por otro lado, la formacion del 'O, por la transferencia

de energia desde las clorofilas al O,. Tomado de Rao (2006).

1.1.2.1. Reaccion de Mehler

La reaccion de Mehler es considerada la reaccion mas importante en la
produccion del anion O,". En la misma se produce la reduccion del O, que ocurre a
nivel del PSI, donde la ferredoxina (Fd) transfiere un electron a la molécula de O,
produciendo el radical O,’, que luego se dismuta a H,O, (Foyer et al., 1994). Los
electrones en el PSI que causan la reduccion del O, provienen de la cadena
transportadora de electrones, situacion que ocurre cuando el consumo de NADPH

disminuye por descensos en la actividad fotosintética (Asada, 1999).

La reduccion del O, ocurre segun las siguientes reacciones:

2 02 +2 Fdreducida =>2 02- + Fdoxidada
20, +2H == H,0,+ O,



La reaccion de Mehler es entonces uno de los principales mecanismos por los
cuales se generan ROS en condiciones de estrés, los cuales aumentan los niveles de

dano oxidativo (Guo et al., 2006).

1.1.2.2. Fotorrespiracion

Como consecuencia de la reduccion del consumo de ATP y NADPH por el
descenso en la actividad fotosintética, los electrones deben ser consumidos en
diferentes procesos alternativos al proceso fotoquimico. Como ya se menciono, la
reaccion de Mehler con la generacion de O, es uno de ellos. Otro de los procesos lo

constituye la fotorrespiracion (Foyer et al., 1994).

La fotorrespiracion implica la reduccion del O, mediado por la actividad
oxigenenasa de la Rubisco, la cual resulta en un consumo de CO, y ATP. En dicho
proceso intervienen tres organelos, el cloroplasto, el peroxisoma y las mitocondrias.
(Flexas y Medrano 2002). Este proceso adquiere especial relevancia en condiciones
de estrés hidrico, donde se ha registrado una mayor proporcion de electrones que son
transportados por el ciclo fotorrespiratorio respecto a los canalizados en la

fotosintesis, lo que plantea que puede aliviar la fotoinhibicion (Guan y Gu, 2009).

Ademas de constituir una via alternativa para los electrones, se ha mencionado
que la fotorrespiracion también puede prevenir la excesiva reduccion de la quinona
(aceptor de electrones entre el PSII y el PSI), ayudando a mantener el transporte de
electrones en el cloroplasto (Katona et al., 1992). Se ha propuesto también que la
fotorrespiracion es capaz de proveer NADP' como aceptor de electrones para el
proceso fotoquimico, facilitando asi la utilizacion de la energia luminica y aliviar la
fotoinhibicion (Gao et al., 1989). Sin embargo, el transporte de electrones por el
proceso fotorrespiratorio ha generado controversia acerca de la efectividad como
mecanismo de proteccion y por lo tanto sobre su efecto en disminuir la fotoinhibicién

(Osmond y Bjorkman, 1972).



En el proceso fotorrespiratorio, el paso catalizado por la enzima glicolato
oxidasa en el peroxisoma es fuente de HO,. En condiciones normales de
crecimiento, dicho H,O; es detoxificado por la presencia de las catalasas (CAT). Sin
embargo en condiciones de limitada fijacion de CO,, como las ocurridas bajo
condiciones de déficit hidrico, la generacion de H>O, en el peroxisoma puede ser
responsable de hasta un 70 % del total de H,O, generado en dichas condiciones

(Noctor et al., 2002).

1.2. DEFENSA DE LAS PLANTAS ANTE CONDICIONES DE
FOTOINHIBICION

En condiciones de exceso de energia las plantas promueven diferentes
mecanismos como forma de proteccion, entre ellos se sefialan tres estrategias: 1) las
que previenen de absorber una excesiva cantidad de luz, 2) los mecanismos por los
cuales las plantas disipan energia y por ultimo 3) aquellos mecanismos que permiten
eliminar las ROS que se generan por el exceso de energia (Demmig-Adams y

Adams, 1992).

1.2.1. Disminucién de la absorcion de luz

Bajo condiciones de deficiencia hidrica las plantas responden promoviendo
cambios a nivel morfolégico como lo constituyen el marchitamiento y el
enrollamiento de hojas, lo que permite disminuir la radiacion incidente sobre los
cloroplastos (Ruiz-Sanchez et al., 1997). Ademas, en condiciones de alta radiacion,
los contenidos de clorofilas en hojas de citricos disminuyen comparado a situaciones
de baja radiacion (Schwanz et al., 1996). Si bien estos mecanismos pueden ayudar a
disminuir el dafio en condiciones de estrés, especial atencion se brindara a los

mecanismos para disipar la energia y eliminar las ROS.
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1.2.2. Sistema antioxidante

Bajo condiciones de estrés los mecanismos empleados para eliminar el exceso
de energia incluyen entre otros la reaccion de Mehler y la fotorrespiracion, sin
embargo, los mismos promueven incrementos de los niveles de O,” y H,O, (Perl-

Treves y Perl, 2002), mecanismos que ya se han mencionado en capitulos anteriores.

Varios compuestos antioxidantes y la actividad de varias enzimas han sido
estudiadas por su efecto en contribuir a la resistencia de las plantas a condiciones
ambientales desfavorables (Arbona et al., 2008). En la mayoria de las situaciones, el
sistema antioxidante de las plantas es capaz de remover eficientemente las ROS,
manteniendo los niveles de estos a concentraciones basales (Mittler et al., 2004). Sin
embargo, cuando se producen altas cantidades de H,O,, cualquier reducciéon en el
sistema antioxidante puede llevar a que se genere rapidamente dafio oxidativo. En
ciertos casos, el efecto oxidativo puede ser mediado por un descenso en la actividad

antioxidante mas que por un efecto en la acumulacion de H,O, (Neill et al., 2002).

Una caracteristica atribuida al sistema antioxidante es que su actividad varia
incluso entre variedades, siendo entonces un factor clave en explicar las diferencias
en el grado de tolerancia de las mismas ante similares condiciones de estrés (Bartoli,

etal., 1999).

1.2.2.1. Sistema enzimatico

Las enzimas antioxidantes son capaces de actuar en diferentes compartimentos
celulares frente a la accion de las ROS. Entre las principales enzimas se destacan la
accion de la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX), monodehidroascorbato reductasa (MDAR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR), glutation peroxidasa (GPX) y glutatiéon reductasa (GR) (Foyer, 2002;
Mittler et al., 2004).
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La acciéon de la SOD (SOD Cu/Zn) se considera como la primer defensa de la
planta ante las presencia de ROS, catalizando la conversion de O, generado en la
reaccion de Mehler a H,O, (Reddy y Raghavendra, 2006). La APX posteriormente,
es capaz de eliminar el H,O, reduciendo el mismo a agua, via el ciclo Asada-
Halliwell, empleando al acido ascorbico (AsA) como sustrato (Miller et al., 2004).
Bajo condiciones de estrés oxidativo el aumento de la actividad de APX en el
tilacoide mantiene el contenido de AsA, el cual también juega un rol en la proteccion
bajo dichas condiciones (Reddy y Raghavendra, 2006). La glutatién reductasa (GR)
completa el ciclo Asada-Halliwell por la regeneracion del pool de glutation (GSH)
con el NADPH como donador de electrones (Foyer et al., 1994). El ciclo Asada-
Halliwell entonces, juega un rol preponderante en eliminar el O, y el H,O,, cuando
el glutation reducido (GSH) dona un electron regenerando AsA de su forma oxidada,
el dehidroascorbato (DHA). La relacion AsA/DHA y GSH/GSSG se optimiza en
condiciones de estrés oxidativo para atenuar dicho efecto (Reddy y Raghavendra,
2006). Este proceso es conocido también como el ciclo agua-agua, ya que el mismo
comienza con la fotooxidacion del agua y finaliza con la reducciéon del H,O, a H,O

en el estroma del cloroplasto (Asada, 1999).

En condiciones de estrés este mecanismo se ve imposibilitado de eliminar
todas las ROS que se generan, por lo que ocurre la acumulaciéon de H,O,. En dichas
condiciones puede ocurrir que los genes que codifican para las enzimas que
descomponen las ROS en los cloroplastos no estén inducidas, llevando a una
acumulacion de éstas (Yabuta et al., 2002). La acumulacion de H,O, es capaz de
dafiar el PSII (Kojima et al., 2007) y por lo tanto se acelera la fotoinhibicion
(Nishiyama et al., 2006; Takahashi y Murata, 2008). Se considera entonces que el
balance entre la SOD vy las diferentes enzimas que detoxifican el H,O, es clave en

determinar el nivel basal de O,y H,O, (Mittler et al., 2004).

Las CAT por otra parte, son conocidas por su accioén sobre la eliminacion del
H,0, pero en este caso sobre el generado en el peroxisoma en el proceso de

fotorrespiracion (Reddy y Raghavendra, 2006).
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1.2.2.2. Antioxidantes no enzimaticos

Dentro del sistema antioxidante no enzimatico se destaca el AsA, quien
previene del dafno oxidativo provocado por las ROS (Davey et al., 2002). En este
sentido, se lo ha reportado por su capacidad de eliminar varias de las ROS, entre ellas
el '0,, O, y el OH (Padh, 1990). Ademas, el AsA juega un papel clave en la

fotoproteccion como cofactor en el ciclo de las xantofilas (Rivas et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismo de reduccion del oxigeno en agua en el ciclo Asada-Halliwell.
El Oy es producido directamente en el PSI. El sistema antioxidante incluye en la
membrana de los tilacoides la SOD Cu/Zn; APX; Fd (ferredoxina) la cual reduce el
MDA directamente a AsA. En el estroma, también la SOD Cu/Zn y la APX; la
MDAR, la DHAR (dehidroascorbato reductasa) y la GR (glutatiéon reductasa). El
NAD(P)H para la reduccion de MDA o DHA es generado via FNR (ferredoxina
NADPC oxidoreductasa). EI MDA es generado en el limen por medio de la
Violaxantina de-epoxidasa. Tomado de Asada (1999).
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El GSH también juega un papel central en la eliminacion del H,O, generado en
condiciones de estrés fotooxidativo. Ademds de su funcién en el ciclo Asada-
Halliwell, donde junto al AsA y NADPH son capaces de eliminar el H;O; (Reddy y
Raghavendra, 2006), se lo ha identificado como antioxidante también en las
mitocondrias, peroxisoma, citosol y ntcleo (Noctor et al., 2002). Las ROS inducen la
produccion de GSH por un aumento de la actividad de las enzimas asociadas a su
biosintesis, incrementando asi la capacidad de eliminar las ROS por parte del ciclo
Asada-Halliwell (Noctor et al., 2002). Sin embargo, en ocasiones donde la respuesta
al estrés es muy lenta o débil, el dafo oxidativo actua sobre el GSH, disminuyendo la

capacidad de eliminacion de las ROS (Reddy y Raghavendra, 2006).

1.2.2.3. Prolina

La Pro es un aminodcido al cual se le atribuyen numerosas funciones en
situaciones de estrés abidtico, entre ellas la proteccion celular, especialmente bajo
déficit hidrico. Dicha molécula forma parte de los conocidos osmolitos compatibles u
osmoprotectores que ven favorecida su sintesis en estas condiciones. Dichos
compuestos se caracterizan por alcanzar altas concentraciones sin afectar el

funcionamiento de los procesos celulares (Rao, 2006).

La Pro es mencionada por su aporte en la tolerancia del estrés hidrico debido a
su alta solubilidad en agua, lo que le permite “sustituir” a las moléculas de agua,
(Akashi et al., 2001) aumentando la presion osmética dentro de las células (Delauney
y Verma, 1993), ayudando por tanto a mantener la turgencia y el contenido de agua
(Rao, 2006). Su constitucion hidrofilica es la responsable de la proteccion de acidos
nucleicos, proteinas y membranas durante los déficits hidricos (Hoesktra et al.,
2001). Ademas, al deshidratarse las células y aumentar la concentracion de iones, la
Pro es capaz de prevenir la interaccion de los iones con los componentes celulares,

protegiendo por tanto contra la desestabilizacion de las moléculas (Rao, 2006).
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Ademas se ha mencionado su capacidad de eliminar y proteger las células de
las ROS (Akashi et al., 2001). En este sentido, en plantas transformadas que
acumulan mayores niveles de Pro se ha detectado menores concentraciones de ROS
(Hong et al., 2000). Por otro lado, empleando plantas transformadas que inducen la
expresion constitutiva de la enzima P5CS en el portainjerto citrico citrange Carrizo,
se relaciond los mayores niveles de Pro con una mayor asimilacion neta de CO, y
menores descensos en la g en condiciones de deficiencia hidrica (Mollinari et al.,

2004).

1.2.3. Disipacidn térmica

El aparato fotosintético es capaz de responder rapidamente a variaciones en la
cantidad y calidad de luz y a la disponibilidad de CO,. Las respuestas pueden variar
en su velocidad, destacandose las de corto plazo, las cuales implican la disipacion de
energia en forma de calor. La conversion de la energia luminica a calor es conocido
como NPQ (Ma et al.,, 2003). Dicho proceso permite que la energia no quede
disponible para el proceso fotoquimico, reduciendo el flujo de electrones por la
cadena transportadora (Szabo et al., 2005). Este mecanismo se basa en que la energia
que es recibida en el cloroplasto puede seguir tres procesos, el fotoquimico, ser
disipado como calor o ser re-emitida como luz fluorescente. Estos tres procesos son
competitivos entre ellos, por lo que un cambio en alguno de ellos resulta en una

variacion en los otros (Maxwell y Johnson, 2000).

Incrementos en los niveles de NPQ son detectados en hojas en condiciones
donde la energia luminica excede a la que puede ser procesada por la fotosintesis,
suceso que ocurre comunmente en condiciones de estrés hidrico, salino o alta
intensidad luminica (Golding y Johnson, 2003). El NPQ ha sido sefialado como un
proceso que es capaz de evitar el dafio oxidativo (Demmig-Adams y Adams, 2002),

por una disminucidn del exceso de energia. Asi, se ha propuesto que el NPQ actua
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impidiendo la generacion de ROS por disminuir la energia que es recibida en el LHC

y disminuyendo por tanto la energia en el PSII (Niyishama et al., 2006).

Este proceso ademas ha sido relacionado frecuentemente con el ciclo de las
xantofilas. La alta relacion encontrada entre el NPQ y el DPS en condiciones de
estrés, dismiye los niveles de utilizacién de la energia en el proceso fotoquimico,
reduciendo por tanto el dafio oxidativo (Verhoeven et al., 1997) y evitando asi el

dafio del PSII (Demmig-Adams y Adams, 1996).

1.2.3.1. Carotenoides y ciclo de las Xantofilas

El complejo de la antena estd conformado por diferentes pigmentos (clorofilas
y carotenoides) que absorben la energia solar (Szabo et al., 2005). Los carotenoides
actlian como pigmentos cosechadores de luz, absorbiendo a longitudes de onda a las
cuales las clorofilas son incapaces de absorber (Reddy y Raghavendra, 2006). La
energia absorbida por los pigmentos es transferida a los centros de reaccion donde
posteriormente ocurre la transferencia de electrones desde el PSII hacia el PSI

(Szabo et al., 2005).

Ademas de absorber la energia, los carotenoides pueden jugar un rol en
prevenir el dafio oxidativo en condiciones de fotoinhibicion. Se destaca que los
mismos pueden prevenir la formacién del 'O, y disipar el exceso de energia
directamente por la eliminacién del estado triplete de las clorofilas (*Chla*). Las
’Chla* se acumulan en condiciones de exceso de energia y transfiriendo esa energia
al O, para la formacion del 'O,. Los carotenoides entonces pueden eliminar el *Chla*
evitando asi la formacion de ROS y protegiendo a las clorofilas de la fotooxidacién
(Demmig-Adams et al., 1996; Miller, et al., 1996; Szabo et al., 2005). El proceso de
absorcion de energia desde el 'O, para producir carotenoides de triple estado (*Car),
es el principal mecanismo para la proteccion frente al dafio oxidativo (Demmig-

Adams et al., 1996, Miller et al., 1996).
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Se sefiala ademds que dichos pigmentos modifican las propiedades fisicas de
las membranas fotosintéticas a través del ciclo de las xantofilas (Demmig-Adams y
Adams, 1996). En el estado *Car se promueven cambios en la fluidez de la
membrana, lo cual juega un rol fundamental en la de-epoxidacion de Violaxantina

(Viol) a Zeaxantina (Zeax) (Havaux y Niyogi, 1999).

El ciclo de las xantofilas (carotenoides oxigenados) se sefiala como un
mecanismo eficiente en disipar energia en forma de calor cuando las clorofilas en la
antena se encuentran en estado singiilete ('Chla*). Dicho rol se lo ha atribuido
especialmente a la Zeax (Szabo et al., 2005). En condiciones de exceso de energia, el
pH del lumen tilacoidal desciende hasta un umbral critico, promoviendo la de-
epoxidacion de la Viol a Zeax, por medio de la enzimas Violaxantina de-epoxidasa
(VDE) y Zeaxantina epoxidasa, en el proceso conocido como ciclo de las xantofilas.
Este ciclo tiene como paso intermedio la formacion de Anteraxantina (Ant) con el
consumo de AsA (Haveaux y Niyogi, 1999). Todos los carotenoides son capaces de
disipar energia, pero solo aquellos que cuentan con 10 o mas dobles enlaces de
carbono conjugados tienen un nivel de energia lo suficientemente bajo como para
aceptar energia de la 'Chla*, pasando a formar un estado singiilete excitado (S1)
(Horton et al., 1996; Polivka et al., 2002). La capacidad de secuestrar energia esta
dada por una cadena de residuos de isopropeno y los dobles enlaces conjugados con
electrones deslocalizados en el orbital D, lo que le permite la facil absorcion de
energia desde moléculas excitadas asi como la disipacion en forma de calor (Edreva,
2005). La presencia de un mayor numero de dobles enlaces conjugados tanto en la
Zeax y Ant (Figura 5), le proporciona una mayor eficiencia en la desexcitacion del
'0, respecto a la V (Reddy y Raghavendra, 2006). La Zeax entonces es la xantofila
mas eficiente en disipar la energia, mientras que la Ant es solamente la mitad de
efectiva (Taiz y Zieger, 2002). Se ha determinado que el estado S1 de la Zeax posee
una vida media de 10 picosegundos, lo que permite una rapida disipacion de la

energia de excitacion (Ma et al., 2003).
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Ademas, diferentes roles se han propuesto a la Zeax en su funcion de
proteccion contra el dafo oxidativo. En este sentido, se propone que la Zeax es capaz
de inducir monomerizacion del LHCII, lo que puede llevar a un aumento en la
fotoadaptacion de largo plazo (Havaux et al., 2004). Por otro lado se propone que
provoca cambios conformacionales en las antenas, debido a que la Zeax induce a las
clorofilas a ligarse con proteinas (CP26; CP29), lo que permite la pérdida de energia
por el gradiente de pH entre ambos lados de la membrana tilacoidal (Horton y

Ruban, 2005; Dall Osto et al., 2005).
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Figura 5. Xantofilas involucradas en el ciclo de las xantofilas. La Viol en
condiciones de bajo pH en el lumen de los tilacoides es de-epoxidada a Ant y
posteriormente a Zeax. Dichas reacciones estan catalizadas por la Violaxantina de-
epoxidasa y la Zeaxantina epoxidasa, ambas empleando el AsA como cofactor.

Notese el nimero de dobles enlaces conjugados. Tomado de Taiz y Zieger (2002).

Segin lo expuesto anteriormente el DPS es empleado como un indice para
indicar el rol de las xantofilas en la proteccion de la planta. E1 DPS es obtenido de la
suma de la Zeax y la Ant sobre la suma de las tres xantofilas involucradas en el ciclo

(Gilmore et al., 1998).
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En definitiva, la de-epoxidacion de las xantofilas se ha reconocido como un
mecanismo protector bajo diferentes condiciones de estrés ambiental, como el déficit
hidrico (Demmig et al., 1988). El incremento en los niveles de Zeax en condiciones
de estrés puede ayudar a proteger a las clorofilas por una disminucion del dafio
oxidativo. En este sentido se ha demostrado que las clorofilas son mas tolerantes a
las altas temperaturas cuando es inducida la de-epoxidacion de las xantofilas
(Havaux et al., 1996). Ademas, si bien el ciclo de las xantofilas representa una
disminucioén de la eficiencia del PSII, es un mecanismo que permite un balance entre
la sintesis de ATP y NADPH con Ia tasa a la cual estos metabolitos son utilizados en
la fotosintesis (Noctor y Foyer, 2000). Sin embargo, la cantidad de energia que puede
ser disipada por los diversos mecanismos con los cuales las xantofilas pueden actuar,
varia entre otros, segun la especie, la irradiancia y condiciones de crecimiento en las

que esté expuesta la planta (Demmig-Adams y Adams, 1996).

1.2.4. Fotoinactivacién

En condiciones de alta radiacién puede ocurrir la pérdida de funcionalidad del
PSII, en particular de la proteina D1 ubicada en el centro de reaccion (proteina clave
en el funcionamiento del aparato fotosintético). Dicha proteina estd expuesta a un
permanente recambio ain en condiciones Optimas para las plantas, por su constante
degradacion seguida de una eficiente sintesis (Aro et al., 2005; Rao, 2006). La vida
media de la misma es muy corta, perdiendo rapidamente su funcion en los centros de

reaccion (Anderson et al., 1995).

Se sefiala ademas que este proceso de inactivacion del PSII puede ser
considerado un mecanismo de proteccion del aparato fotosintético lo que permite la
aclimatacion en situaciones de estrés (Anderson et al., 1995; Krause, 1988). El
continuo recambio de la proteina D1, la cual estd bajo un estricto control del estado
redox, funcionaria como un “fusible” el cual evita que el exceso de energia afecte a
todo el aparato fotosintético, limitandose la planta a la reparacion unicamente de

dicha proteina (Nilsen y Orcutt, 1996). Al constituir un proceso que es reversible en
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periodos acotados de tiempo (minutos a horas), se estima que puede ser un

mecanismo controlado para la disipacion de energia (Krause, 1998).

1.3. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO COMO MOLECULAS
SENALIZADORAS

Como se menciond anteriormente, las condiciones de estrés aumentan los
niveles de ROS (Mittler et al., 2004). Si bien es conocido el efecto del H,O, como
metabolito téxico, recientemente se ha reportado su funcién como molécula
sefalizadora que actua en respuestas especificas a varios estimulos, especialmente en
condiciones de estrés (Zhang et al., 2001; Uchida et al., 2002; Mittler et al., 2004).
En dichas condiciones juega un rol clave en la aclimatacion y defensa de la planta,
actuando en numerosas vias metabolicas (Bienert et al., 2006) por medio de la
activacion de enzimas y expresion de genes (Neill et al., 2002). Entre los genes
involucrados en la defensa de la planta se sefialan aquellos vinculados con el sistema
antioxidante, como la APX, CAT, GR, DHAR, y SOD (Gogorcena et al., 1995). El
H,0; se vincula también con la activacion de canales i6nicos y de agua, la formacién
de solutos compatibles y la degradacion de proteinas. Ademas regula la expresion de
genes vinculados a varios procesos fisiologicos y de desarrollo (Neill et al., 2002;
Rao, 2006). En este sentido se sugiere que los niveles de H>O, inducen la expresion y
actividad de las diferentes proteinas y enzimas, siendo éstas las que modulan el
desarrollo, metabolismo y la defensa de las plantas (Neill et al., 2002; Mittler et al.,
2004). Recientemente ademas, se lo ha vinculado por inducir el cierre estoméatico en
condiciones de déficit hidrico, mecanismo mediado por la accion del ABA (Desikan
et al., 2004). La intensidad y la duracion del estrés influencian la intensidad,
duracion y localizacion de las diferentes sefiales inducidas por las ROS (Mittler et
al., 2004). Se sugiere ademas que la doble funcién atribuida al H,O,, tanto de
producir dano oxidativo como actuar como molécula sefializadora, implica que la
misma debe estar sujeta a una fuerte regulacion entre su produccion y

metabolizacion, asi como también en su distribucion (Bienert et al., 2006).
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Esta funcion es atribuida especialmente al H,O, por su capacidad de difundir
facilmente a través de acuoporinas. Dada la similitud electroquimica y el tamafio de
las moléculas de H,O, y H,O, se sugiere que dicho pasaje permite una rapida
difusion del H,O, entre diferentes compartimentos celulares, lo que es sefialado por
conferir una alta capacidad de promover cambios fisiologicos (Henzler y Steudle,
2000; Bienert et al., 2006). Asi es que por ejemplo, el H,O, generado en los
cloroplastos ha sido reportado como inductor de respuestas relacionadas a la
tolerancia al estrés oxidativo fuera de dicho plastidio (Reddy y Raghavendra, 2006).
También se ha reportado que un aumento en el nivel de H,O, en el apoplasto es
capaz de inducir la actividad antioxidante en los cloroplastos (Hu et al., 2005). Por
otro lado, se ha sefialado que el H,O, posee una mayor estabilidad comparado a otras

ROS, debido a su menor reactividad y mayor vida media (Bienert et al., 2006).
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Figura 6. Mecanismo de accion de las especies reactivas del oxigeno como moléculas
sefalizadoras. Diferentes senales son disparadas en las plantas en respuesta a
diversos factores como las condiciones de estrés, las cuales llevan a un aumento en
los niveles de ROS. Dichos aumentos inducen al sistema antioxidante para el
mantenimiento de los niveles basales de ROS. Ademas las ROS inducen diferentes
respuestas hormonales y otras especificas del factor de estrés. La percepcion del
aumento en las ROS afecta ademas al crecimiento y desarrollo de las plantas.
Tomado de Mittler et al. (2004).
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1.4. EFECTO DE CONDICIONES DE ESTRES EN LOS CITRICOS

Como se ha sefialado anteriormente, las condiciones de estrés hidrico inducen
la floracion en los citricos (Nir et al., 1972; Southwick y Davenport 1986; Nakajima
et al., 1993). De hecho, la intensidad y duracion del estrés afecta al nimero de flores
inducidas, siendo mayor el numero de flores formadas al ser mas severa la

deficiencia hidrica (Souhtwick y Davenport, 1986).

Los citricos bajo condiciones de déficit hidrico promueven diversos
mecanismos para tolerar dicha situacion. Primero se detecta el déficit hidrico en las
raices y desde dichos organos se sintetizan y transportan sefiales hacia las hojas,
siendo la principal sefial el ABA. Bajo esas condiciones se induce el cierre
estomatico, el enrollamiento de las hojas y en casos severos la caida de las mismas
(Gomez-Cadenas et al., 1996; Ruiz-Sanchez et al., 1997; Sauter et al., 2002).
Ademas, se ha reportado que bajo diversas condiciones de estrés abidtico, los citricos
ponen en funcionamiento otros mecanismos para evitar y tolerar las condiciones de
estrés. Asi se sefialan entre otras, aumentos en los niveles de Pro, respuestas
enzimaticas y no enzimaticas ante condiciones de estrés oxidativo (Rivas et al.,
2008), modificaciones del balance hormonal (Arbona y Gomez-Cadenas, 2008) y

promover la de-epoxidacion de las xantofilas (Rivas et al., 2010).

A pesar de la similitud de respuestas que pueden ejercer las distintas variedades
citricas en condiciones de estrés, se sugieren diferencias varietales que pueden estar
explicando los diferentes grados de tolerancia. La arquitectura de las plantas por
ejemplo, ya sea por el menor angulo de insercion de las hojas respecto a los brotes,
las menores distancias entre las hojas, como una menor tasa de transpiracioén
cuticular, pueden explicar la mayor tolerancia de la variedad ‘Ellendale’ respecto a
las naranjas dulces sometidas a similares niveles de deficiencia hidrica (Savé et al.,
1995). Segin los mismos autores, la canopia de las naranjas permite una mejor
eficiencia en la absorcion de la luz, mientras ‘Ellendale’ es mas eficiente en la

conservacion de agua en condiciones de estrés hidrico.

22



Se ha senalado ademas que las distintas variedades citricas responden de
manera diferente ante similares condiciones de estrés (Agusti, 2003; Valiente y
Albrigo, 2004). Estas diferencias por tanto podrian ser las responsables de las
diferentes intensidades de floracion registradas entre las variedades. En este sentido,
las variedades poseen distinta capacidad de florecer, destacandose que ‘Ellendale’ es
capaz de obtener profusas floraciones, que pueden alcanzar las 120 a 250 flores/100
nudos (Gravina et al., 1997). En cambio ‘Valencia’ logra intensidades de floracion
menores a las registradas en hibridos como ‘Ellendale’, alcanzando floraciones de

aproximadamente 110 flores/100 nudos (Gravina, 1999).

1.5 OBJETIVOS
En funcion de lo expuesto anteriormente se planteé como objetivo el estudio de
la respuesta fisiologica y metabolica de dos variedades de citricos bajo condiciones

de estrés hidrico y su relacion con la induccion floral.

1.5.1. Objetivos especificos

Especificamente se planteo:

1) determinar la influencia de tres condiciones hidricas sobre funcionamiento
del aparato fotosintético, los niveles de dafno oxidativo y la sintesis de compuestos

relacionados con mecanismos de fotoproteccion en cada condicion hidrica.

2) relacionar el dano oxidativo y el H,O, con la intensidad de floracién

obtenida luego de un periodo de rehidratacion.

3) determinar coémo estos parametros pueden explicar las diferencias reportadas
en los niveles de floracion entre ‘Ellendale’ y ‘Valencia’, dos variedades que

presentan en campo diferentes intensidades de floracion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

En la Estacion Experimental INIA Salto Grande (Salto, Uruguay, 31° 16" S;
57° 53° 0), dos variedades citricas, naranja ‘Valencia’ (Citrus sinensis (L.) Osb.) y
tangor ‘Ellendale’ (C. sinensis (L.) Osb. x C. reticulata Bl.) de dos afios de edad e
injertados sobre el mismo portainjerto (Poncirus trifoliata (L.) Raf) fueron
sometidas a tres regimenes de riego durante un periodo de 70 dias con el fin de
establecer los diferentes tratamientos (comenzando el 3 de febrero de 2010). Los
mismos consistieron en el mantenimiento del potencial hidrico foliar (Yw) previo al
amanecer en los siguientes rangos: bien regado o control (BR): de -0,8 a -1,2 MPa;
déficit hidrico moderado (DM) de -2,2 a -2,8 MPa y déficit hidrico severo (DS): < -
4,0 MPa. Al final de dicho periodo, las plantas fueron rehidratadas (Yw: -0,8 a -1,2
MPa) para permitir la brotacion y floracion. Los potenciales fueron determinados
antes del amanecer por constituir la mejor forma de estimacion de agua en las raices
(Jones, 1990). Las determinaciones del Ww fueron realizadas con la camara de
presion (Scholander et al., 1965). Las plantas se encontraban en macetas de 15 L en
una mezcla de turba y arena 1:1 en volumen. Previo al inicio del ensayo, las plantas
fueron mantenidas en iguales condiciones de manejo (riego, manejo sanitario,
fertilizacion). Al comienzo de la imposicion de los tratamientos (dia 0), se suspendio
la fertilizacion por el periodo de duracion de los mismos, de forma de evitar la
concentracion de sales en plantas de los tratamientos con reducidos niveles hidricos.
Las plantas fueron mantenidas en inverndculo bajo condiciones de radiacion solar
reducida (malla sombra negra 50%), alcanzando un PPF maximo de 850 pmol. m™ s’
! justo por encima del punto de saturacion por luz en citricos (Syvertsen, 1984), de
forma de disminuir la fotoinhibicion natural por exceso de radiacion. La temperatura
dentro del invernaculo fue registrada con un sensor Hobo® H8 Pro Temperature
(Onset Computer Co, MA, EE.UU) cada 1 h, mientras que la radiacion fue
determinada con un sensor PAR Quantum Sensor type QS (Delta-T Devices, Ltda.

R.U.) Para las determinaciones de las variables destructivas se realizaron muestreos
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foliares en los dias 28; 50 y 70 desde el comienzo de los tratamientos. Las muestras
foliares fueron congeladas en nitrogeno liquido inmediatamente luego de la

extraccion y almacenadas a -40 °C hasta su analisis.

Al inicio del ensayo se selecciond un grupo de plantas sobre las cuales se
determind las variables fisiologicas no destructivas (medidas de fluorescencia de
clorofila a y gs) y la brotacion y floracidon una vez restablecidas las condiciones de
buen riego. Las determinaciones fueron realizadas en 5 hojas adultas por planta, de
un promedio de 6 meses de edad. Para evitar las posibles interferencias con las

variables fisiologicas, en dichas plantas no se extrajo material vegetal.

2.2. DETERMINACION DE LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

Se realizaron mediciones para la determinacion de la fluorescencia de clorofila
a con un fluorémetro de pulso de amplitud modulada OS5-FL (Opti-Science, Inc.,
Hudson, NH, EE.UU.). Para las evaluaciones del maximo rendimiento cuédntico del
PSII (F\/Fn, donde F, es la fluorescencia variable y Fy, es la fluorescencia maxima),
las determinaciones fueron realizadas periddicamente, en todos los casos previo al
amanecer (adaptadas a la oscuridad), cuando todos los centros de reaccion del PSII
estan abiertos. Para ello se ajustd un pulso de luz actinica saturante a una intensidad
de 4000 umol. m™ s por 0,8 s. Para la determinacion de la minima florescencia de
la clorofila a (F,), se emple6 un pulso débil de luz roja lejana a una intensidad < 0,1
pmol m~2 s, La fluorescencia variable se calculd como la diferencia entre Fny Fo.
Las determinaciones del rendimiento cuantico del PSII en hojas adaptadas a la luz
(®pspr) fueron obtenidas segin ®psy = (Fn'- Fs)/Fr’, donde Fr” y Fs corresponden a
la maxima fluorescencia y la fluorescencia en estado estable respectivamente. La Fs
fue determinada empleando un pulso de luz actinica de 400 pmol. m™.s”, mientras
que Fn’ fue inducida con un pulso de luz actinica de 3000 pmol. m™2.s™ de 1,0 s de
duracion. Para la evaluacion del ®pg); se utilizaron las mismas 5 hojas por planta
empleadas para la determinacion de F,/Fp, sobre las cuales se realizaron 4 medidas

en cada hoja (dos en cada lado de la nervadura central). Las determinaciones @pgyy
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fueron realizadas luego de un periodo de adaptacion a la luz (entre las 9:30 y 10:30
h). A partir de los anteriores parametros se cuantifico el exceso de energia que no
puede ser empleado para el proceso fotoquimico y que es disipada en forma de calor
(non-photochemical quenching, NPQ), mediante la formula NPQ= (F/Fr,")-1 (Genty
etal., 1989).

2.3. DETERMINACIONES DE LA CONDUCTANCIA ESTOMATICA

Las mismas 5 hojas utilizadas para el analisis de fluorescencia fueron
empleadas para la determinacion de la g, la cual fue evaluada con un porémetro AP4
(Delta-T Devices, Cambridge, R.U.). Las medidas fueron realizadas entre las 9:30 y
11:00 en dias despejados.

2.4. DETERMINACIONES DE CLOROFILAS Y CAROTENOIDES

Las determinaciones de los contenidos de pigmentos, clorofilas totales
(clorofila a y clorofila b) y carotenoides fueron realizados en hojas extraidas en los
dias 0; 28; 50 y 70. Para la extraccién de las clorofilas 75 mg de muestra fresca
fueron macerados en 250 uL acetona (80%), agregandose posteriormente otros 250
uL acetona (80%). El extracto fue mantenido en hielo y centrifugado a 11.000 x g
dos veces durante 5 min a 4 °C. La concentracion de las clorofilas fue estimada
segin Wellburn (1994), determinando para ello la absorbancia de los pigmentos con
espectofotometro a diferentes longitud de onda; 663,2 nm para clorofila a; 646,8 nm

para clorofila b y 470 nm para carotenoides.

2.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO RELATIVO DE AGUA

Para la determinacién del RWC se extrajeron 5 hojas adultas por planta. El
muestreo fue realizado entre las 8:00 y 8:30 h. Inmediatamente de recogidas las
hojas, se les determind el peso fresco (PF), posteriormente se mantuvieron durante

24 h en agua destilada en oscuridad para determinar el peso turgente (PT) y se
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secaron en estufa por 48 horas a 70 °C para la determinacion del peso seco (PS). El

RWC fue determinado segun la formula:

(PF-PS)
(PT-PS)

RWC = x 100

2.6. DETERMINACION DE PROLINA Y AMINOACIDOS TOTALES

Para el analisis de Pro, 25 mg de muestra fueron macerados con 400 uL de
MCA (metanol-cloroformo-agua: 12-5-1) y luego se agregdé 400 uL de MCA por
inversion. El homogeneizado se centrifugé a 5.000 x g durante 2 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue extraido y se le adicioné 200 uL. de cloroformo, 300
uL de agua destilada y se centrifugd a 5.000 x g por 1 min. La fase superior se utilizo
para la cuantificacion de Pro (Troll y Lindsley, 1955), a la cual se le agregd 1 mL de
acido acético y 1 mL de reactivo ninhidrina acida, consistente en una mezcla de
H3PO4 6,0 M; 4cido acético 12,6 M y ninhidrina 0,14 M. Para que ocurra la reaccion,
se llevd a bafio a 90 °C durante 1 h y se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron 6,0 mL de tolueno y se agité vigorosamente durante 1
min. Se centrifugd a 2.000 x g por 1 min y la fase superior fue leida a una
absorbancia de 515 nm. Como estandar se emple6 Pro (Sigma Chemical, MO,

EE.UU). Los datos se expresaron en pmoles. gr PF™.

Los aminoacidos se extrajeron segun Izaguirre-Mayoral et al. (1992),
macerando 30 mg de tejido en 0,5 mL de tampon fosfato potasico 10,0 mM pH
7,2/etanol 96° (1:1). El macerado se centrifugd a 5.000 x ¢ durante 5 min a
temperatura ambiente y el sobrenadante se us6 para la cuantificacion de
aminoacidos. Los aminoécidos totales se determinaron segiin Moore y Stein (1948).
A 0,1 mL de muestra se le adicionaron 0,5 mL de tampon citrato-NaOH, 0,9 M pH
5,0; 0,5 mL ninhidrina, 53,8 mM disuelta en 2-metoxietanol (Cellosolve®) y AsA

2,0 mM. Las muestras se calentaron en bafio de agua a 100 °C durante 25 min, se
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dejaron enfriar y se agrego6 3,0 mL de etanol 60%. La absorbancia se midié a 570 nm
y como estandar se utiliz6 una solucion de glutamato de sodio (Sigma Chemical,
MO, EE.UU). La concentraciéon de aminoacidos fue obtenida por la suma de la
concentracion a dicha absorbancia mas la suma del contenido de Pro. Los datos se

expresaron en pumoles. gr PE™.
2.7. CUANTIFICACION DE XANTOFILAS

Para la cuantificacion de xantofilas se empleo el sobrenadante utilizado para la
determinacion de las clorofilas. Las muestras fueron filtradas con filtros de celulosa
regenerada (poro de 0,45 pum y didmetro de 25 mm, Millipore) y almacenadas a -20
°C hasta su analisis por HPLC, segtin Bungard et al., (1999). Dichos extractos fueron
analizados en HPLC (Shimadzu®) con un loop de 20 pL usando una columna Ultra
C18 (5 um 250 x 4,6 mm, Restek®) para su elucion y separacion. Como fase movil
se utilizé acetonitrilo-metanol (85:15 v/v) a un flujo de 2 mL. min™', con una presion
aproximada de 15 MPa. Los distintos pigmentos separados por la columna fueron
detectados midiendo su absorbancia a 445 nm usando detector de arreglo de
fotodiodo (Shimadzu®). Como estandar se utiliz6 Luteina (Lut) (Sigma Chemical,
MO, EE.UU). Se obtuvo el contenido de xantofilas totales, asi como el grado de de-
epoxidacion de los componentes del ciclo de las xantofilas (DPS), mediante el

calculo de la siguiente relacion: (Ant+Zeax)/(Ant+Zeax+Viol).

2.8. DETERMINACION DE PEROXIDACION DE LIPIDOS

La peroxidacion de lipidos fue determinada a través de las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBars), segin Minotti y Aust (1987). Se maceraron
100 mg de muestra fresca en 1,0 mL de acido metafosforico al 5% (p/v) y 20 uL de
butil de hidroxitolueno (BHT) al 2% (p/v) disuelto en etanol. La muestra se
centrifugd a 15.000 x g durante 10 min a 4 °C. Para el desarrollo del cromdgeno se
mezclaron 0.5 mL del sobrenadante con 50 pL de BHT al 2%, 250 pL de acido
tiobarbittrico (TBA) al 1% (p/v) disuelto en NaOH 50 mM y 250 pL de HCI al 25%
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(v/v). La mezcla incub6 a 95 °C durante 30 min. Para la cuantificacion de los TBars
el cromogeno fue extraido agregando 1,5 mL de 1-butanol. La mezcla fue agitada
vigorosamente y centrifugada a 2.000 x g durante 1 min. Se determin¢ la absorbancia
a 532 nm y se restd la absorbancia inespecifica a 600 nm. La peréxidacion de lipidos
se expres6 como la cantidad de TBars formado, utilizando un coeficiente de

extincion (E) de 155 mM ™ em™.

2.9. DETERMINACION IN SITU DE PEROXIDO DE HIDROGENO

La deteccion in situ de H,O, se realizo siguiendo el protocolo propuesto por
Thordal-Christensen et al., (1997) con modificaciones. Se infiltraron laminas foliares
en vacio con tampoén fosfato potasico 10 mM pH 7,8; NaN; 10 mM y 0,1% (p/v) de
3,3’-diaminobenzidina (DAB) durante 5 min. Se incubaron en oscuridad por 12 h'y
luego se clarificaron con 4cido tricloroacético 0,15% en etanol:cloroformo 4:1 (v/v)

durante 48 h antes de ser fotografiadas.

2.10. EVALUACION DE LA BROTACION

Luego del dia 70 de tratamiento, 5 plantas de cada tratamiento fueron
sometidas a un régimen de BR para permitir la brotacion y floracion. En la brotacion
se cuantificd el numero de nudos y la cantidad de yemas que brotaron en toda la
planta. En el caso de brotes reproductivos se cuantifico ademas el namero de flores

formadas. Con estos datos se determind el porcentaje de brotacion como:

o Br = Numero de nudos brotados < 100

Numero de nudos totales

la intensidad de floracion como:

Fl/nudos = Numero de flores totales < 100

Numero de nudos totales
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y la brotacion segun tipo de brotes como:

Numero de nudos brotados por tipo de brotes
Numero de nudos totales

TBr/nudos = x 100

Para evaluacion de la floracion se consideraron brotes reproductivos y
vegetativos. Los diferentes tipos de brotes reproductivos fueron: inflorescencias,
solitarios, mixtos y terminales (Gravina, 1999). Los dos primeros presentan solo
flores, mientras que los ultimos poseen hojas junto con flor. Ademads, las
inflorescencias y mixtos forman parte de los brotes con mas de una flor, mientras que

los brotes solitarios y terminales poseen una flor en el brote.

2.11. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental consistié en el empleo de 20 plantas por tratamiento
distribuidas en un disefio completo al azar dentro de cada variedad. En cada fecha de
muestreo se utilizaron 5 repeticiones (plantas) por tratamiento y por variedad. Del
total de plantas, 15 fueron empleadas para los muestreos en las fechas mencionadas
(dias 28; 50 y 70), mientras las 5 restantes fueron rehidratadas luego de los 70 dias
desde el comienzo de los tratamientos. Ademads, 5 plantas por variedad fueron
empleadas para el muestreo de hojas al comienzo de los tratamientos (dia 0). Para la
evaluacion de los efectos de los tratamientos se realizé un andlisis de la varianza
(ANOVA), comparando las diferencias de medias mediante el test de Tukey

(p<0,05), asumiendo una distribucién normal para todas las variables estudiadas.
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3. RESULTADOS

3.1. CONTENIDO RELATIVO DE AGUA Y CONDUCTANCIA ESTOMATICA

Los WYw propuestos para los diferentes tratamientos fueron alcanzados en los
dias 6 y 10 en DM y DS respectivamente, desde que se privo el suministro de agua.
En lo que refiere al RWC, el tratamiento DS de ambas variedades disminuyd tanto
respecto a las plantas BR como a las DM (Figura 7 A, B). Las plantas bajo BR y DM
no presentaron diferencias entre ellas en la mayoria de las fechas de muestreo,

logrando valores cercanos al 90% en todos los casos.

Por su parte, la g, disminuy6 en el tratamiento DS de ambas variedades
respecto a las plantas BR y DM. Luego de establecidas las diferencias,
aproximadamente desde el dia 20, las mismas se mantuvieron hasta el fin del periodo
de tratamientos (dia 70). Las plantas DS registraron niveles de g; menores a 20
mmol. m™.s”, mientras que el tratamiento DM presentd registros similares a las

plantas control (Figura 7 C, D).
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Figura 7. Contenido relativo de agua (RWC) en ‘Ellendale’ (A) y “Valencia’ (B) y
conductancia estomatica (gi) en mmol.m™.s" en ‘Ellendale’ (C) y “Valencia’ (D) en
tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Ww: -0,8 a -1,2 MPa) (e),
déficit hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (O), y déficit hidrico severo (Ww: < -
4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la media + E.E. (n=5). Letras distintas en
una misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey; p<0,05). ns=

sin diferencias estadisticas.

3.2. FLUORESCENCIA DE CLOROFILAS

3.2.1. Maxima eficiencia fotosintética

La méxima eficiencia del proceso fotoquimico es presentado por la relacion
Fv/Fm en la figura 8 (A, B). En ambas variedades el tratamiento con DS disminuyo¢ la
eficiencia en el proceso de la fotosintesis respecto a las plantas sin estrés a partir de

los 40 a 50 dias desde el comienzo de la aplicacion de los tratamientos. Las plantas
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bajo DM presentaron iguales valores respecto al tratamiento control durante todo el
periodo y en ambas variedades.
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Figura 8. Maxima eficiencia fotosintética (F,/Fn) en hojas adaptadas a la oscuridad
en ‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B) y fluorescencia basal de las clorofilas (Fo) en
‘Ellendale’ (C) y ‘Valencia’ (D) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien
regado (Ww: -0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (WYw: -2,2 a -2,8 MPa)
(0) y déficit hidrico severo (Yw: < -4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la
media + E.E. (n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente

entre si (Test de Tukey; p<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.

Por su parte, la F, evidenci6 similares tendencias entre los tratamientos de cada
variedad. Asi, aumentos en F, se registraron en las plantas DS respecto a las plantas
BR aproximadamente a partir de los 30 dias desde inicio de los tratamientos. Por otro
lado, las plantas de los tratamientos DM y BR no se diferenciaron en ambas

variedades (Figura 8 C, D).
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3.2.2. Eficiencia cuantica del fotosistema II

Para la ®pgy; los resultados son similares a los evidenciados en los anteriores
parametros de fluorescencia, registrando un descenso en el tratamiento DS luego de
30 dias de comenzado los tratamientos en ‘Ellendale’ y 40 dias en ‘Valencia’ (Figura
9 A, B). En las plantas bajo DM no se registraron diferencias respecto a las plantas
BR, asi como tampoco a las plantas bajo DS, permaneciendo en valores intermedios

entre ambos tratamientos.

Al considerar la evolucion diaria del ®pgy; durante un dia soleado y sobre el
final del periodo de imposicion de los tratamientos (dia 60), se observo un marcado
descenso de este parametro en las horas con mayores niveles de radiacion en todas
las condiciones hidricas de las dos variedades, restableciéndose los valores sobre
horas de la tarde. A pesar de este comportamiento comun entre los tratamientos, se
detectaron diferencias entre ellos. Las plantas con DS disminuyeron el ®@pgj; respecto
a las plantas control a lo largo de toda la jornada en las dos variedades. Se destaca
ademas, que aun en las horas sin radiacion, temprano en la mafana y durante la
tarde, el tratamiento DS no es capaz de igualar los valores del tratamiento control. En
el caso de las plantas con DM en cambio, los valores de ®pgy obtenidos no se
diferenciaron del tratamiento control durante toda la jornada, sin embargo, en las
horas con mayor radiacion, el descenso registrado llevd a que este tratamiento

tampoco se diferenciara del DS (Figura 9 C, D).

34



0.80 A Ellendale 085 C Ellendale 700
F 600
k500 o
0,60 g
_ b 400 g
2
& 3
S L 300 =
=
0,40
k200 &
L 100
0,20 0
0,80 700
L 600
L s00 =
0,60 1 o
=
= - 400 2
& g
L300 2
0,40 &
’ L 200 &~
L 100
0,20 0

0 10 20 30 40 50 60 0o ) & N S S N
Dias desde comienzo de tratamientos Q N >

Figura 9. Eficiencia cuantica del fotosistema II (®pg;) en hojas adaptadas a luz
(mediciones entre 10:00 y 11:30 hrs.) en ‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B) y eficiencia
cuantica del fotosistema II (®Dpgyy) diaria en hojas adaptadas a luz en ‘Ellendale’ (C) y
‘Valencia’ (D) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Yw: -0,8
a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (O) y déficit hidrico
severo (Yw: < -4,0 MPa) (A). C y D presentan en linea punteada (- -) densidad de
flujo de fotones (PPF). Cada punto corresponde a la media = E.E. (n=5). Letras
distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey;

p<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.

3.2.3. Quenching no fotoquimico

En lo que refiere al pardmetro NPQ, en ambas variedades solo se registraron
diferencias sobre el fin del periodo de tratamientos. En ‘Ellendale’ el tratamiento DS
aument6 los valores de NPQ en la ultima fecha de evaluacion, mientras que en
‘Valencia’ las diferencias entre DS y el tratamiento control fueron apreciables desde

los 50 dias desde el comienzo de los mismos. En el caso del tratamiento DM, no se
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registraron diferencias respecto al tratamiento control en ninguna de las fechas de

evaluacion en ninguna variedad (Figura 10).
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Figura 10. Quenching no fotoquimico (NPQ) en ‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B) en
tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Yw: -0,8 a -1,2 MPa) (e),
déficit hidrico moderado (Yw: -2,2 a -2,8 MPa) (0) y déficit hidrico severo (Ww: < -
4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la media + E.E. (n=5). Letras distintas en
una misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey; p<0,05). ns=

sin diferencias estadisticas.
3.3. CONTENIDO DE PROLINA

Aumentos en los contenidos de Pro fueron registrados como consecuencia del
DS en ambas variedades respecto a las plantas sin estrés. En dicho tratamiento la
concentracion obtenida al final del periodo de estrés fue aproximadamente 5 veces
mayor que al comienzo de los tratamientos (145 vs 30 umoles. gr PF' en “Valencia’
y 167 vs 32 pmoles. gr PF™' en ‘Ellendale’) y 2,5 veces mayor (65 y 60 pmoles. gr
PF' en ‘Valencia’ y ‘Ellendale’, respectivamente) al contenido en las plantas sin
estrés en la misma fecha (dia 70). En lo que refiere al tratamiento DM, en la mayoria
de los momentos de evaluacion no se registraron diferencias respecto al tratamiento
BR. Ademés, los contenidos fueron siempre menores a los registrados en las plantas
DS (Fig. 11 A, B). Por otro lado, se registrd un aumento en el contenido de Pro en el

tratamiento sin estrés durante el periodo de estudio, siendo también verificable por la
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relacion Pro/AA. En este sentido, los aumentos en las plantas BR fueron moderados
pero constantes durante el periodo de tratamientos, lo que permitid6 que en ambas
variedades la relacion Pro/AA fuera el doble al final del periodo de tratamientos
respecto al dia inicial (Fig. 11 C, D). También se apreciaron aumentos en la relacion
Pro/AA en el tratamiento DS de ambas variedades respecto a las plantas BR,
alcanzando sobre el dia 70 de tratamientos valores promedio superiores de 25,8 % y
28,9 % en ‘Ellendale’ y ‘Valencia’ respectivamente.
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Figura 11. Contenido de prolina (umol. gr PF") en ‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B) y
relacion prolina/aminoacidos (Pro/AA) en ‘Ellendale’ (C) y ‘Valencia’ (D) en tres
condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Yw: -0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit
hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (O), y déficit hidrico severo (Yw: < -4,0
MPa) (A). Cada punto corresponde a la media + E.E. (n=5). Letras distintas en una
misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey; p<0,05). ns= sin

diferencias estadisticas.
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3.4. CONTENIDO DE PIGMENTOS

En la mayoria de las fechas analizadas se registr6 un descenso en los niveles de
clorofilas a, b, clorofilas totales y carotenoides totales en ambas variedades en las
plantas bajo DS comparado a las plantas sin estrés. En cuanto al tratamiento DM en
‘Ellendale’, el contenido de clorofilas fue superior al DS e iguales a las plantas BR
hasta el dia 50. Posteriormente los contenidos de cada uno de los pigmentos en este
tratamiento disminuyeron, siendo en el dia 70 iguales a los contenidos registrados
por el tratamiento DS y menores a las plantas sin estrés (Figura 12 A, B, C, D). En el
caso de ‘Valencia’, el tratamiento DM presentd en general valores intermedios entre
los tratamientos BR y DS hasta los 50 dias desde comienzo de los tratamientos.
Posteriormente, al igual que en el caso de ‘Ellendale’, disminuyeron, lo que llevo a

que se registraran menores contenidos respecto al control (Figura 12 E, F, G, H).

A diferencia de ‘Ellendale’, en ‘Valencia’ no existicron diferencias en los
niveles de pigmentos entre los tratamientos DM y DS a excepcion de lo ocurrido con
los carotenoides, en donde el tratamiento DS registr6 un descenso significativo

respecto a DM. Dicha situacion ocurri6 hasta los 50 dias de comenzado el ensayo.

Por otra parte, los niveles de clorofila a/b no fueron modificados entre los
tratamientos en el caso de ‘Ellendale’, mientras que para ‘Valencia’, dichos niveles
disminuyeron (p< 0,05) en el tratamiento DS respecto a las plantas control (2,01 vs
1,72 mg. gr PF', en DS y BR respectivamente) hacia el fin del periodo de
tratamientos (dia 70). El tratamiento DM por su parte, permanecié con relaciones

similares respecto a las plantas sin estrés (datos sin presentar).
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Figura 12. Contenido de clorofila a (A, E), clorofila b (B, F), clorofilas totales (C, G)
y carotenoides totales (D, H) expresados en mg. gr PF”', en ‘Ellendale’ y “Valencia’
respectivamente, en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Ww: -
0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (O), y déficit
hidrico severo (Ww: < -4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la media + E.E.
(n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test

de Tukey; p<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.
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La relacion carotenoides totales sobre el contenido total de clorofilas no sufrid
modificaciones en la variedad ‘Ellendale’ en los diferentes tratamientos, a excepcion
del tratamiento DS en el dia 50, donde disminuy6 respecto al control. En ‘Valencia’,
dicha relaciéon aumentd significativamente en las plantas bajo DM respecto a las
plantas BR hasta el dia 50. Posteriormente disminuy6 respecto a las plantas BR. En
cambio, el tratamiento DS siempre presentd similares valores respecto al control

(Figura 13 A, B).
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Figura 13. Relacion entre el contenido de carotenoides/clorofilas totales en
‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien
regado (Ww: -0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (WYw: -2,2 a -2,8 MPa)
(0), y déficit hidrico severo (Yw: < -4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la
media + E.E. (n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente

entre si (Test de Tukey; p<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.

3.5. CONTENIDO DE XANTOFILAS

El contenido de xantofilas totales (VioltZeax+Ant+Lut+Neox) (Neoxantina
(Neox)) no fue modificado por las condiciones hidricas de los tratamientos en
ninguna de las variedades, ni tampoco se verificaron diferencias en el contenido de
las xantofilas involucradas en el ciclo de las xantofilas (Zeax+Ant+Viol; p< 0,05,
datos sin presentar). Sin embargo, se detectaron diferencias en el DPS y diferencias
entre variedades. En ‘Ellendale’, se verificO un aumento en la relacion de de-

epoxidacion en los dos tratamientos de déficit hidrico. El aumento de las xantofilas
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de-epoxidadas (Ant+Zeax) fue superior durante todo el periodo de tratamientos en
estas condiciones. En cambio, en la variedad ‘Valencia’ solo se registraron
diferencias en el tratamiento DM luego de los 50 dias de comenzado los tratamientos
(Figura 14 A, B). En este caso, los niveles de Ant+Zeax llegaron a representar el 90
% del contenido de las xantofilas que juegan un rol fotoprotector en el ciclo de las
xantofilas (Ant+Zeax+Viol).
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Figura 14. Estado de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas
(Ant+Zeax)/(Ant+Zeax+Viol) en °‘Ellendale’ (A) y ‘Valencia’ (B), en tres
condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (¥w: -0,8 a -1,2 MPa) (verde),
déficit hidrico moderado (Yw: -2,2 a -2,8 MPa) (amarillo) y déficit hidrico severo
(Ww: < -4,0 MPa) (rojo). Cada barra corresponde a la media + E.E. (n=5). Letras
distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey;

p<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.

3.6. DANO OXIDATIVO

La evidencia de dafio oxidativo registrada por el contenido de sustancias que
reaccionan al acido tiobarbiturico (TBars) presentd similares comportamientos entre
los tratamientos de cada variedad. El dafio oxidativo en los tratamientos DS aument6
respecto a las plantas sin estrés en las dos variedades, mientras que las plantas con
DM presentaron en general valores intermedios entre las plantas con DS y las

control. Por otro lado se destacan los aumentos en el contenido de TBars
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evidenciados por los tratamientos sin estrés en ambas variedades conforme avanzaba

los dias desde el comienzo de los tratamientos (Figura 15 A, B).

Por otro lado, se destacan mayores niveles de dafio en la variedad ‘Valencia’
respecto a ‘Ellendale’ cuando se comparan los mismos tratamientos en las mismas
fechas de muestreo. Asi, el nivel de dafio entre el tratamiento DS de ‘Valencia’ fue
25 % superior al tratamiento DS de ‘Ellendale’ en todas las fechas. En el caso de los
tratamientos BR, el nivel de dafio en ‘Valencia’ fue entre 10 a 30 % superior respecto

al tratamiento BR de ‘Ellendale’ durante el periodo de tratamientos.
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Figura 15. Dafio oxidativo (expresado como nmol TBars. gr PF™') en “Ellendale’ (A)
y ‘Valencia’ (B) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Ww: -
0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (0) y déficit
hidrico severo (Yw: <-4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la media = E.E.
(n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test

de Tukey; p<0,05).

3.7. PRODUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO

La condicion DS en las plantas aumentd significativamente los niveles de
H,0, en ambas variedades comparado a los tratamientos BR, segun lo visualizado en
la tincién con DAB (Figura 16 y 17). Dichos aumentos se hacen visibles luego de 50
y 70 dias desde comenzado el periodo de tratamientos. Para el caso de los

tratamientos DM y BR de ambas variedades, no se visualizaron diferencias entre
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ellos en ninguna de las fechas analizadas, con excepcion de las plantas DM el dia 70.
Si bien la técnica empleada no permite cuantificar los niveles de H,O,, la estimacion

por esta técnica verifica un mayor nivel de tincion en el tratamiento DS de “Valencia’

comparado al mismo tratamiento de ‘Ellendale’.

Figura 16. Determinacion de H,O, in situ en hojas de ‘Valencia’ en tres condiciones
de disponibilidad de agua; BR: bien regado (Yw: -0,8 a -1,2 MPa), DM: déficit
hidrico moderado (WYw: -2,2 a -2,8 MPa) y DS: déficit hidrico severo (Yw: <-4,0
MPa), en los dias 28; 50 y 70 desde inicio de los tratamientos.
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Figura 17. Determinacion de H,O, in situ en hojas de ‘Ellendale’ en tres condiciones
de disponibilidad de agua; BR: bien regado (Yw: -0,8 a -1,2 MPa), DM: déficit
hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) y DS: déficit hidrico severo (Ww: <-4,0
MPa), en los dias 28; 50 y 70 desde inicio de los tratamientos.

3.8. BROTACION

Durante los 70 dias de aplicacion de los tratamientos no se registro la
formacion de ninguna flor en ambas variedades. En el tratamiento BR ambas
variedades se registrd un flujo de brotacion, de brotes exclusivamente vegetativos
aproximadamente a los 30 dias desde el comienzo de los tratamientos.

Posteriormente al fin del periodo de imposicion de los mismos (dia 70),
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transcurrieron aproximadamente 30 dias para evidenciar la brotacion y floracion. Si
bien no fue cuantificado, existid6 una brotacidon anticipada en aquellas plantas que
presentaron las mayores intensidades de floracion. En lo que refiere a la intensidad
de brotacién y floracion, la misma aument6 significativamente en los tratamientos
con DS en ambas variedades, comparado con las plantas sin estrés. Las plantas con
DM no aumentaron la intensidad de brotacioén ni inducir un mayor nimero de flores
que el tratamiento BR. Por otro lado es de destacar la induccion de flores que se
registr6 en la brotacion de los tratamientos sin estrés de ambas variedades,

especialmente en ‘Valencia’ (Cuadro 1 y 2).

Cuadro 1. Porcentaje de nudos brotados en tres condiciones de disponibilidad de
agua; BR (Yw: -0,8 a-1,2 MPa), DM (WYw: -2,2 a -2,8 MPa) y DS (Yw: <-4,0 MPa).
Cada valor corresponde a la media = E.E. (n=5). Letras distintas en una misma fecha

difieren significativamente entre si (Test de Tukey; p<0,05).

Porcentaje de nudos brotados

Tratamiento Ellendale Valencia
BR 12,5 =+ 6,1 b 162 + 2.8 b
DM 359 =+ 7,0 ab 17,5 £ 3,9 b
DS 443 + 8,5 a 32,0 £ 2.3 a

Se destaca ademas el mayor numero de flores inducidas en la variedad
‘Valencia’ respecto a ‘Ellendale’ cuando se comparan similares tratamientos. En este
sentido, los tratamientos BR y DS son los que mayores diferencias presentan entre
las variedades, especialmente el DS. Si bien tanto en ‘Ellendale’ como en ‘Valencia’
la intensidad de floracién en plantas bajo DS es elevada, la floracion en ‘Valencia’

fue aproximadamente un 55% superior que en ‘Ellendale’ (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Intensidad de floracion (nimero de flores/100 nudos) en ‘Ellendale’ y
‘Valencia’ en tres condiciones de disponibilidad de agua; BR (Yw: -0,8 a -1,2 MPa),
DM (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) y DS (Yw: < -4,0 MPa). Cada valor corresponde a la
media + E.E. (n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente

entre si (Test de Tukey; p<0,05).

Numero de flores/100 nudos

Tratamiento Ellendale Valencia
BR 12,3 =+ 8,1 b 46,5 + 11,3 b
DM 442 + 11,1 ab 674 += 10,7 b
DS 104,7 = 27,9 a 160,5 + 132 a

Al considerar la brotacion por tipo de brote, se evidenci6 que el DS modifico el
tipo de brote en el cual se formaron las flores en la variedad ‘Valencia’, obteniéndose
un mayor numero de inflorescencias en dicho tratamiento respecto a las plantas sin
estrés. Por otro lado, en la variedad ‘Ellendale’ no se modifico la brotacion por tipo

de brote floral (Cuadro 3).

Cuadro 3. Numero de brotes por tipo cada 100 nudos en ‘Ellendale’ y ‘Valencia’ en
tres condiciones de disponibilidad de agua; BR (Yw: -0,8 a -1,2 MPa), DM (¥Yw: -2,2
a -2,8 MPa) y DS (Ww: < -4,0 MPa). Cada valor corresponde a la media + E.E.
(n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test

de Tukey; p<0,05).

Numero de brotes por tipo/100 nudos

Variedad Tratamiento Solitarios Mixtos Terminales Inflorescencias Vegetativos
BR 34+12 a 51+43 a 12+07 a 15+1,2 a 1,5+1,2 a
Ellendale DM 63+1,7 a 85+22 a 98+26 a 3,126 a 99+27 b

DS 14,7 +50 a 125+4,7 a 87+40 a 26=+1,7 a 65+1,9 ab

BR 2,1 +£0,7 a 88+34 a 02+01 a 34+06 b 19+1,0 a
Valencia DM 28+1,0 a 83+06 a 06+02 a 58+20 ab 04+03 a
DS 53+1,5 a 156+1,9 a 0,1+0,1 a 12,8+29 a 0,6+05 a
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Cuando se analiza la brotacion segun el numero de flores formadas en los
brotes; uniflorales (solitarios y terminales) o multiflorales (mixtos e inflorescencias),
se evidenciaron claras diferencias varietales en respuesta a las condiciones de déficit
hidrico. En este sentido, las plantas bajo DS en ‘Ellendale’ indujeron en promedio un
mayor numero de brotes uniflorales respecto a las plantas sin estrés, sin afectar el
numero de brotes multiflorales. En cambio, en ‘Valencia’ los brotes multiflorales
aumentaron en respuesta al DS, sin modificar el nimero de brotes uniflorales que
brotaron (Cuadro 4). Ademas, en el tratamiento DS de ‘Valencia’ se obtuvo un
mayor numero de brotes florales (p<0,05) sin hojas (solitarias e inflorescencias) que

en el tratamiento BR (datos sin presentar).

El aumento en el porcentaje de brotacion de los brotes uniflorales en el
tratamiento DS de ‘Ellendale’ se multiplicd 5 veces respecto a los generados en las
plantas sin estrés. En ‘Valencia’ por su parte, el aumento de los brotes multiflorales
en el tratamiento DS mas que duplicoé la brotacion de las plantas bajo los

tratamientos DM y BR.

Cuadro 4. Porcentaje de brotacion segun tipo de brotes (uniflorales o multiflorales)
en ‘Ellendale’ y ‘Valencia’ en tres condiciones de disponibilidad de agua; BR (Yw: -
0,8 a -1,2 MPa), DM (Yw: -2,2 a -2,8 MPa) y DM (Yw: < -4,0 MPa). Cada valor
corresponde a la media = E.E. (n=5). Letras distintas en una misma fecha difieren

significativamente entre si (Test de Tukey; p<0,05).

Porcentaje de brotacién segun tipo de brotes

Ellendale Valencia
Tratamiento Uniflorales Multiflorales Uniflorales Multiflorales
BR 46 £ 1,8 b 6,6 £55 a 22 +£0,6 a 12,1 £3,6 b
DM 16,0 =+ 4,9 ab 11,6 £ 4,3 a 34 +£09 a 140 £ 2,1 b
DS 234 +£53 a 15,1 £ 6,2 a 54 +£ 1,6 a 284 £ 2,1 a
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4. DISCUSION

Los citricos sometidos a condiciones de deficiencia hidrica presentan una
estrategia conservativa del agua, siendo ésta funcion controlada por el cierre
estomatico. Se establece ademds que las variedades como °‘Ellendale’ presentan una
mejor conservacion del agua que las naranjas, caracteristica conferida por factores
como una menor evaporacion cuticular o la propia arquitectura de la planta (Savé et
al., 1995). En este trabajo las plantas de ambas variedades fueron sometidas a iguales
Yw en los diferentes tratamientos como forma de uniformizar el estatus hidrico en
las mismas. Si bien el Ww antes del amanecer es sefialado como el mejor estimador
del contenido de agua en las raices (Jones, 1990), la g, constituye un parametro
integrador del estado de hidratacion de la planta en condiciones de estrés hidrico, por
reflejar entre otros aspectos, el estado hidrico del xilema y las hojas, el contenido de

ABA y otros factores que afectan la apertura estomatica (Flexas et al., 2004).

Condiciones de deficiencia hidrica promueven diversas respuestas para tolerar
y adaptarse a dicho estrés (Rao, 2006), siendo las mismas dependientes del nivel de
la deficiencia hidrica a las que estan expuestas (Flexas y Medrano, 2002). En las
condiciones experimentales de este trabajo, las plantas bajo DM de ambas variedades
no vieron afectadas la mayoria de las variables estudiadas respecto a las plantas sin
estrés, mientras que el tratamiento DS, indujo cambios fisioldgicos y metabdlicos
que llevaron a diferenciarse de las plantas control. Las primeras evidencias de esto lo
constituyen los descensos registrados en el RWC y la g, en los tratamientos DS. Los
descensos registrados en la gg luego de transcurrido el primer mes desde el comienzo
de los tratamientos marcan la pauta que la deficiencia hidrica en DS afect6 de forma
significativa el contenido de agua en dichas plantas, dado los valores
extremadamente bajos de g que se registraron, menores a 20 mmol. m>s" para
ambas variedades. En cambio, las plantas sometidas a DM promovieron respuestas
que le permitieron entre otros, mantener el RWC y la g en valores similares a las

plantas sin estrés. Los citricos bajo condiciones de estrés hidrico (moderado) son
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capaces de mantener la turgencia de las células debido a la alta elasticidad de las
paredes celulares (mddulo ¢€), lo que le permite entre otras, mantener procesos tan
importantes como los relacionados a la fotosintesis (Savé et al., 1995; Ruiz-Sanchez
et al., 1997). Es comun a varias especies entonces, que el RWC no sea modificado
bajo condiciones de DM, mientras que cuando el déficit hidrico se intensifica, se
registra un descenso en dicha variable (Nayyar y Gupta, 2006). En este sentido,
Flexas y Medrano (2002) han propuesto que el RWC no constituye un buen
indicador para evaluar diferentes parametros en condiciones de estrés hidrico, siendo
solamente capaz de aportar informacion del proceso fotoquimico y de condiciones de

fotoinhibicion permanente cuando ocurren condiciones de estrés severas.

Bajo condiciones de DS las plantas promovieron el cierre estomatico, lo que se
ha correlacionado con un descenso en la asimilacion de CO,, generando por tanto un
exceso de electrones a partir de la energia recibida la cual no puede ser empleada en
el proceso fotoquimico (Yokota et al., 2006). En consonancia con nuestros
resultados, se ha sefalado que el proceso fotoquimico es solamente afectado cuando
se ven fuertemente reducidos los niveles de gs (Cornic y Fresnau, 2002; Flexas et al.,
2004) y los niveles de RWC descienden a valores entre 50 a 80% (Flexas y Medrano,
2002). En nuestro caso, descensos en los niveles de ®pg;; como de F,/Fr y aumentos
en F, fueron registrados en los tratamientos con DS, mientras las plantas bajo DM no

se diferenciaron mayormente de los registros logrados en las plantas sin estrés.

Bajo esas condiciones de reducida g, el exceso de energia entonces promueve
la fotoinhibicion (Takahashi y Murata, 2008), disminuyendo por tanto el @pgy
(Golding y Johnson, 2003) y la F,/Fy. Si bien se propone que la fotoinhibicion puede
ser un mecanismo protector que mantiene la integridad del aparato fotosintético, por
lo cual Uinicamente se dafia la proteina D1 del PSII (Krause, 1988), en nuestro trabajo
debemos distinguir dos situaciones. En primera instancia, la fotoinhibicion generada
en condiciones de DM la podemos incluir dentro de lo que Osmond (1994) propuso
llamar fotoinhibicion dinamica. Este tipo de fotoinhibicion tiene como caracteristica

una disminucién transitoria en el funcionamiento del aparato fotosintético. En
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nuestro trabajo se aprecia un marcado descenso en ®pgy en su evolucion diaria en
este tratamiento en ambas variedades. Si bien no llegan a ser diferentes respecto a las
plantas sin estrés, el descenso en este parametro es suficiente como para igualar los
valores del tratamiento DS. Al evaluar el pardmetro F/Fy, y Fo no se verifica ninguna
modificacién respecto a las plantas sin estrés, indicando que el descenso en la
actividad fotosintética se ve restringido Unicamente a las horas de mayor radiacion,

no verificdndose una fotoinhibicion permanente.

En el caso del tratamiento DS en cambio, los datos sugieren que existe una
fotoinhibicion crénica o permanente por el dafio causado al PSII (Osmond, 1994).
Los descensos obtenidos en el parametro F/Fy, previo al amanecer se han propuesto
como una medida de fotoinhibicion permanente e irreversible en el centro de
reaccion del PSII (Guan y Gu, 2009). El parametro F,/Fn, refleja la eficiencia
cuantica potencial del PSII, siendo un indicador de la performance fotosintética de
las plantas, con valores Optimos cercanos a los 0,83 (Johnson et al., 1993). En
nuestro trabajo no solo se verifica un marcado descenso en dicho parametro, llegando
a valores de 0,70 en promedio, sino que dicho tratamiento tampoco es capaz de
alcanzar valores de ®pgy de las plantas sin estrés cuando se encuentran en
condiciones de baja o nula radiacién incidente (en la tarde o al amanecer). El
descenso en el ®pgy refleja una menor capacidad de destinar energia al proceso
fotoquimico, evidenciado una sobre-reduccion de la cadena transportadora de

electrones en el cloroplasto (Medina et al., 2002).

Por otro lado se evidencia que el descenso en el parametro F,/Fn registrado
unicamente en las plantas DS, es producido en parte por un aumento en los niveles
de F,. Esto sugiere que en las plantas sometidas a DS existiria dafio a nivel del
LHCII (Arbona et al., 2008), quiza en parte reflejo del descenso en los niveles de
clorofilas encontrados en nuestro trabajo. Nuestro trabajo evidencia ademas que la Fq
se muestra como un buen indicador de la ocurrencia de condiciones de estrés hidrico
severo en los citricos. Ademas, los aumentos alcanzados en el parametro F, en el

tratamiento DS, ocurren previamente a los cambios registrados en F,/Fy para el caso
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de “Valencia’. Por otro lado, es de destacar que al final del periodo de tratamientos
(dia 70), mientras los valores de F,/Fyn en las plantas DS de ambas variedades
presentaron similares valores, para el caso de F, se verifican diferencias que pueden
estar explicando diferente sensibilidad entre las variedades. De hecho en citricos, se
ha propuesto que F, puede constituir un mejor indicador de los niveles de dafio
oxidativo (Rivas et al., 2008). Ademas, la evolucion de este parametro, asi como las
diferencias entre variedades en el dia 70, puede ser de relevancia, ya que los valores
iniciales (dia 0) son similares entre las dos variedades, mientras que al final del
periodo de estrés, los registros alcanzados por ‘Valencia’ llegan a ser 25 %

superiores que ‘Ellendale’.

El exceso de energia promovido por las condiciones de estrés lleva a que se
registre un descenso en el flujo de electrones del PSII, que lo constituye un indicador
del proceso fotosintético y por tanto proporciona una estimacion de la fotosintesis
potencial. El PSII ademas constituye la parte mas vulnerable del aparato fotosintético
cuando existe exceso de energia (Maxwell y Johnson, 2000). Sin embargo, el dafio
producido en condiciones de estrés puede también afectar al contenido de clorofilas
totales, siendo mayor el descenso en la medida que las condiciones de estrés son mas
severas (Loggini et al., 1999; Nayyar y Gupta, 2006). Dicho descenso de estos
pigmentos es mencionado como una forma de aclimatacion a las condiciones de
estrés (Anderson et al., 1995), lo que permite que ante condiciones de exceso de
energia se generen menores niveles de ROS por el descenso en el contenido de
clorofilas (Herbinger et al., 2002). Descensos en la relacion clorofilas a/b ha sido
senalado en condiciones de déficit hidrico (Giardi et al., 1996), como una forma de
defensa que se dispara en las variedades con mayor susceptibilidad a dichas
condiciones (Loggini et al., 1999). Nuestros resultados no solo confirman las
reducciones en el contenido de clorofilas totales en los tratamientos con deficiencia
hidrica de ambas variedades, sino que en el caso de ‘Valencia’ el descenso en la
relacion de las clorofilas a/b en el tratamiento DS, seria indicativo de una mayor

adaptacion a dichas condiciones, pero a su vez de un mayor nivel de dafio.
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En lo que refiere al marcado descenso en el contenido de clorofilas en las
plantas BR, especialmente en ‘Valencia’, este puede ser debido a un aumento en el
nimero de dias con alta radiacion entre los 28 y 50 dias, comparado al periodo
previo (desde el dia 0 al 28; ver anexos). Se ha corroborado que los niveles de
clorofilas en las hojas de citricos expuestas al sol es menor comparado al contenido

en condiciones de baja radiacion (Schwanz et al., 1996).

Un dato relevante del analisis lo constituye la relacion entre la F, y el
contenido de clorofila a en los diferentes tratamientos. En hojas adaptadas a la
oscuridad, donde los centros de reaccion permanecen abiertos (Maxwell y Johnson,
2003), aumentos en los niveles de F, serian indicativos de una mayor fluorescencia a
nivel de la antena del PSII. En este sentido, aumentos en los niveles F, fueron
registrados en los tratamientos DS de ambas variedades, tratamientos en los cuales se
registrd un descenso en los contenidos de clorofila a. Asi, la emision de fluorescencia
(Fo) en funcion del contenido de clorofila @ aumenta en mas de 4 veces hacia el final
del periodo de tratamientos en DS respecto a las plantas BR (ver anexos). Estos datos
indicarian entonces que una parte importante de la energia recibida es reemitida
como fluorescencia a nivel de la antena en el LHCII. Ademads, se propone que en
estas condiciones, dichos niveles de F, por unidad de clorofila a pueden ser
alcanzados solamente cuando las condiciones de dafio promuevan el desacople de las

clorofilas a nivel del LHCII (Rivas et al., 2008).

El déficit hidrico promueve aumentos en la relacion entre los carotenoides y las
clorofilas totales, aun cuando las modificaciones en los contenidos de estos
pigmentos sean proporcionales (Verhoeven et al., 1997) como en este trabajo.
Unicamente se registraron aumentos permanentes en el tiempo en dicha relacion en
‘Valencia’ bajo DM, lo cual seria indicativo de una mayor disipacion de energia en
esta condicion hidrica (Verhoeven et al., 1997). Asi, el aumento en los niveles de
carotenoides se ha relacionado con la proteccion de las clorofilas en condiciones de
estrés (Kenneth et al., 2000) por secuestrar directamente la energia desde las *Chla*

evitando la formacion de ROS y protegiendo a las clorofilas de la fotooxidacion

52



(Demmig-Adams et al., 1996; Miller, et al., 1996; Szabo et al., 2005). Este
mecanismo permite por tanto reducir el dafio que es causado por efecto del estrés al
aparato fotosintético (Young, 1991) y a su vez mantener los niveles de clorofilas
similares a las plantas sin estrés. El posterior descenso en la relacion
carotenoides/clorofilas se vincula entonces con una menor proteccion de las
clorofilas, lo que puede explicar el descenso en el contenido de clorofilas en las

plantas bajo DM luego de los 50 dias desde el comienzo de tratamientos.

El ciclo de las xantofilas promueve la proteccion del aparato fotosintético en
condiciones de exceso de energia mediante la disipacion térmica (Demmig et al.,
1988; Havaux et al., 1996; Frank, 1999), por secuestrar energia directamente desde
las clorofilas en estado singiilete ('Chla*) y del 'O, (Reddy y Raghavendra, 2006).
Dicho rol es atribuido a la Z (Szabo et al., 2005), pero también en parte a la A (Taiz
y Zieger, 2002), promoviendo un menor nivel de energia que llega al centro de
reaccion, protegiendo por tanto las membranas de los cloroplastos del dafio oxidativo
(Havaux et al., 1996). En condiciones de estrés disminuye el pH del lumen de los
tilacoides lo que promueve la de-epoxidacién de V a Z (Haveaux y Niyogi, 1999).
En este sentido, el aumento en los niveles de Z es indicativo de adaptacion de las
plantas a condiciones de estrés (Demmig-Adams et al., 1988). Asi, en varias especies
se ha confirmado la presencia de este mecanismo en condiciones de estrés (Davison
et al., 2002) y también en citricos (Chen et al., 2005; Rivas et al., 2010). Nuestro
trabajo confirma que los citricos en condiciones de estrés abidtico son capaces de
promover la de-epoxidacion de las xantofilas, pero dicha modificacion es
dependiente del genotipo y la condiciéon hidrica. Asi, en °‘Ellendale’ la de-
epoxidacion de las xantofilas ocurre independientemente del nivel de déficit hidrico
aplicado. En ‘Valencia’ en cambio, solo se induce en condiciones de DM. Las
plantas bajo DS no registran variaciones en el DPS de las xantofilas, por lo que en
dichas condiciones no existiria proteccion por este mecanismo. Si bien anteriormente
se ha mencionado que la cantidad de energia que puede ser disipada por las
xantofilas depende de la especie, la radiacion y las condiciones de crecimiento a las

cuales estan expuestas las plantas (Demmig-Adams y Adams, 1996), en nuestro
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trabajo al igual que lo reportado anteriormente, no se ha encontrado correlacion entre

la DPS y NPQ en citricos (Chen et al., 2005; Rivas et al., 2010).

Aumentos en los niveles de Pro en todos los tratamientos respecto al comienzo
de los mismos (dia 0) es indicativo de una condicion de estrés. En el caso de los
tratamientos DS y DM de ambas variedades es consecuencia de una sintesis de novo,
resultado de las condiciones de deficiencia hidrica (Bauer et al., 1997; Lutts et al.,
1999). En este sentido, los niveles de AA durante el periodo de los tratamientos no
fueron afectados (ver anexos), lo que lleva a aumentar la relacion Pro/AA en estos
tratamientos. Se ha sefialado que bajo condiciones de estrés, los aumentos en los
niveles de Pro provienen tanto de una activacion de la sintesis, asi como una
disminucion de la degradacion de la misma (Stewart et al., 1977). Sin embargo, en el
caso de las plantas control de ambas variedades, el aumento de la Pro podria
asociarse tanto a una sintesis de NOVO como a un aumento en la proteolisis, resultado
esta ultima de la removilizacion de nutrientes durante el periodo de tratamientos. La
removilizaciéon de nutrientes incrementa la degradacion de proteinas, lo cual
constituye una fuente de N para las hojas en formacion (Wisniewski y Zagdanske,
2001), explicando por tanto los incrementos en los niveles de Pro (Fukutoku y
Yamada, 1984). Dicha removilizacion puede ser atribuida a un flujo de brotacion
(exclusivamente de brotes vegetativos) que se registro aproximadamente a los 30
dias desde el comienzo de los tratamientos unicamente en las plantas control. Esta
removilizacion llevé por tanto a que se registraran descensos en el contenido de AA
del orden del 40 y 50 % respecto al dia O para ‘Ellendale’ y ‘Valencia’
respectivamente, incrementando por tanto la relacion Pro/AA en las plantas bajo BR.
Esta brotacion por tanto inducir un descenso en el nivel nutricional de las hojas
muestreadas, lo que junto a las altas temperaturas puede llevar a que se registren

condiciones de estrés, promoviendo entonces la sintesis de Pro.

La Pro ha sido sefialada por sus diversas funciones en plantas bajo condiciones
de estrés, como la de proteccion celular en su funcion de osmoprotector (Rao, 2006),

aumentar la presion osmotica para mantener la turgencia en las células (Delauney y
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Verma, 1993) y eliminar y proteger a las células ante las ROS (Akashi et al., 2001),
aumentando la tolerancia de las plantas bajo condiciones de estrés abidtico (Nanjo et
al., 1999). Independientemente de su funcion, su mayor contenido se ha asociado a
mayores niveles de estrés en plantas (Lutts et al., 1999; Wu y Xia, 2006). En nuestro
caso, mayores contenidos de Pro fueron registrados en las plantas de los tratamientos
de DS en ambas variedades comparado a las plantas BR. Las diferencias varietales
obtenidas en el contenido de Pro bajo estas condiciones (DS) de este trabajo, podrian
ser indicativos del rol de proteccion que se le asigna a este aminoacido bajo dichas
condiciones (Rao, 2006). Asi, en ‘Ellendale’ el contenido siempre se mantuvo en
aumento en la medida que el periodo de estrés avanza. Por su parte en ‘Valencia’, la
capacidad de sintesis de novo alcanzé un maximo en el dia 50 desde el comienzo de
los tratamientos, manteniéndose constate luego de esa fecha y siendo estos valores
inferiores a los alcanzados por ‘Ellendale’. Sin embargo el rol de proteccion no
estaria dado por su capacidad de ajuste osmotico, ya que se ha sefialado que en
tangors y naranjas bajo déficit hidrico no se registran modificaciones en el potencial
de solutos (Savé et al., 1995), aunque existen otros reportes que sostienen que en
condiciones de estrés (salino) existe ajuste osmotico donde la Pro podria estar
jugando un rol central (Gomez-Cadenas et al., 1998). Si bien en citricos se ha
mencionado anteriormente que la Pro no puede ser empleada en la comparacion de
genotipos (Ashraf' y Foolad, 2007; Arbona et al., 2008), la proteccion conferida por
la Pro puede estar relacionada a su capacidad de disminuir los niveles de dafio
oxidativo. En este sentido se ha verificado que la Pro puede mitigar el dafio causado
por la presencia de H,O,, resultando en un descenso del propio contenido de H,O»,
teniendo un rol fundamental en la estabilizacion de las membranas celulares
(Hamilton y Heckathom, 2001; Ashraf y Fooled, 2007; Ozden et al., 2009). Ademas,
en citricos capaces de expresar constitutivamente la P5CS, se presentan niveles mas
altos de g, y de asimilacion neta de CO, en condiciones de deficiencia hidrica
(Molinari et al., 2004). E1 H,O, es ampliamente conocido por afectar a la proteina D1
en el centro de reaccion del PSII, aumentando por tanto la fotoinhibicion (Niyogi,
1999). Asi, el elevado contenido de Pro en el tratamiento DS de ‘Ellendale’ podria

ser asociado con los menores niveles de dafio oxidativo registrado en dicha variedad
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respecto a ‘Valencia’. Pareciera existir entonces una limitacion (saturacion) en la
biosintesis de Pro en ‘Valencia’ DS posterior al dia 50, la cual no se verifica en

‘Ellendale’, lo que promoveria un aumento en los niveles de dano de la primera.

El dafio oxidativo reportado en el tratamiento DS de ambas variedades aporta
evidencia para afirmar lo anteriormente sugerido; los niveles de dafio oxidativo en
‘Valencia’ fueron superiores respecto a ‘Ellendale’. El contenido de sustancias que
reaccionan con el 4cido tiobarbiturico refleja el producto de la peroxidacion de los
lipidos, lo cual es un indicador del dafio de las membranas (Nayyar y Gupta, 2006).
Por lo expuesto anteriormente, el aumento en el contenido de Pro puede ser entonces
clave para evitar el aumento en las ROS y por lo tanto evidenciar las diferencias en
los niveles de dafio entre las variedades en dicha condicidn hidrica. En este sentido,
en ‘Valencia’, variedad que registrd los mayores niveles de TBars y descensos en la
relacion clorofila a/b, reflejarian una menor proteccion por parte de la Pro frente a
una condiciéon de estrés hidrico severo. Sin embargo, independientemente del
contenido de Pro alcanzado por los tratamientos DS en cada variedad, los niveles de
dafio oxidativo aumentaron respecto a las plantas BR lo que es indicativo que la Pro
es Unicamente capaz de aliviar en parte el dafo oxidativo promovido por esta
condicién hidrica. Ademads, si bien la estimacion de H,O, por medio del DAB
constituye técnica semicuantitativa, resulta clara la evidencia de que los niveles de
H,0, en las plantas DS aumento6 respecto a las plantas BR y DM sobre el final del
periodo de tratamientos, coincidiendo con los mayores niveles de dafo oxidativo

registrado en esta condicién hidrica.

En condiciones de estrés salino en citricos se ha demostrado que los niveles de
dafo oxidativo son proporcionales a la duracion del estrés (Arbona et al., 2003),
mientras que en este trabajo se evidencia ademas que los mismos dependen del
genotipo considerado, siendo para el caso de ‘Valencia’ mayor la sensibilidad

cuando se compara una misma condicion hidrica respecto a ‘Ellendale’
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De modo similar a lo evidenciado con el contenido de Pro, los niveles de dafio
oxidativo aumentaron en todos las condiciones hidricas durante el periodo de
tratamientos. Estos resultados sugieren entonces que las plantas bajo BR de ambas
variedades estuvieron sometidas a condiciones de estrés durante el periodo de

tratamientos (Nayyar y Gupta, 2006).

Las condiciones de DS promovieron un aumento en los niveles de brotacion y
en la intensidad de floracion, coincidiendo con los tratamientos donde se registraron
los mayores niveles de dafno oxidativo y H,O,. Ademads, cuando se comparan las
floraciones obtenidas entre las variedades en el tratamiento DS, se verifico una
mayor induccion floral en ‘Valencia’, lo que coincide con un mayor nivel de dafio
oxidativo respecto al mismo tratamiento de ‘Ellendale’. Para el caso del tratamiento
DM de ambas variedades, los niveles de floracion y de dafo oxidativo (y la
estimacion de H>O, por DAB) son iguales a los obtenidos en las plantas control.
Ademas, si bien se ha mencionado que la intensidad del estrés hidrico modifica el
patrén de floracion, aumentado la floracion en los brotes generativos cuando el estrés
hidrico es mas severo (Southwick y Davenport, 1986), este trabajo demuestra que
bajo dichas condiciones, la distribucion de la brotacion segun el tipo de brotes es
dependiente del material genético considerado. Asi, en el caso de ‘Valencia’ el DS
indujo un mayor numero de brotes multiflorales, especialmente aquellos que
producen unicamente flores (inflorescencias), mientras que en el caso de ‘Ellendale’
son inducidos aquellos que poseen una unica flor en el brote, con o sin presencia de
hojas. Estas diferencias entre los brotes en los cuales se genera la floracién en cada

variedad, explica las diferencias en la intensidad de floracion en este tratamiento.

Por otro lado es de destacar la induccion floral que se registro en condiciones
de BR, situacion que puede ser explicada por las altas temperaturas alcanzadas en
condiciones de inverndculo (ver anexos). En citricos se ha demostrado que en
condiciones de alta temperatura, especialmente al mediodia, la absorcion de agua se

ve reducida comparada con los niveles de transpiracion, lo que lleva a que se
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registren déficits hidricos temporales, ain en condiciones de suelos bien regados

(Cohen et al., 1997).

Nuestro trabajo evidencia que la condicién de DS promueve un aumento en los
niveles de floracion lo que coincide con aumentos en los niveles de dafio oxidativo y
H,0, en este tratamiento, situacion que es independiente de la variedad considerada.
En condiciones de estrés se promueve un aumento en los niveles de ROS y por lo
tanto se registran mayores niveles de dafio oxidativo (Asada, 1999; Reddy y
Raghavendra, 2006). Dentro de las ROS, diversos autores apuntan a la doble funcién
del H,O, por su capacidad de provocar dafio oxidativo, asi como de molécula
sefalizadora (Zhang et al., 2001; Uchida et al., 2002; Mittler et al., 2004; Bienert et
al., 2006). En este sentido, su capacidad de difundir facilmente a través de la
membrana celular (Henzler y Steudle, 2000; Bienert et al., 2006), asi como su mayor
estabilidad, dada por una menor reactividad y mayor vida media que otras ROS
(Bienert et al., 2006), promueve la induccion de genes involucrados en diversos
procesos fisiologicos y del desarrollo (Neill et al., 2002; Rao, 2006), modulando por
tanto el desarrollo de las plantas (Neill et al., 2002; Mittler et al., 2004). Asi, nuestro
trabajo aporta evidencia que permite relacionar los niveles de dafio oxidativo con la
induccién de la floracion en los citricos, sugiriendo que las condiciones de estrés que
modifican el estado redox de las plantas, por aumento de las ROS, entre ellas el

H,0,, podrian ser responsables de provocar la induccion floral.
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5. CONCLUSIONES

Déficit hidrico severos (Pw: < -4,0 MPa) promueven descensos en los niveles

de RWC y en la g en citricos.

En dichas condiciones de disponibilidad de agua, se afecta el proceso
fotoquimico, evidenciado por un descenso en los niveles de F\/Fn y ®psp1 y por

aumentos en los niveles de F.

Estas condiciones ademas promueven aumentos en los niveles de Pro respecto

a las plantas BR en ambas variedades.

Por otro lado, el descenso en la disponibilidad de agua en el tratamiento DS de
ambas variedades promovid un descenso en los niveles de pigmentos

(clorofilas a, b y totales, asi como de carotenoides totales)

Las condiciones de deficiencia hidrica promueven la de-epoxidacion de las
xantofilas, situacion que es dependiente del nivel de hidratacion de las plantas
en ‘Valencia’, mientras que en ‘Ellendale’ la conversion de las xantofilas no es
dependiente del nivel de la deficiencia hidrica. Sin embargo, el DPS no pudo

ser asociado con el NPQ.

Las plantas bajo DS de ambas variedades promovieron un descenso en los
contenidos de clorofila a, lo que indica que los niveles de F, son disparados al
considerar lo emision de fluorescencia por unidad de clorofila a, sugiriendo un

dano a nivel del LHCII.

Los niveles de dano oxidativo y H,O; en plantas bajo DS de ambas variedades,

aumentaron respecto a las plantas BR.
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El tratamiento DS indujo una mayor brotacion de los nudos asi como un mayor
numero de flores que las plantas sin estrés en las dos variedades. Ademas esta
deficiencia hidrica afectd el tipo de brote donde se formaron las flores,
induciendo en ‘Valencia’ un mayor numero de brotes multiflorales, mientras

que en ‘Ellendale’ aumento el nimero de brotes uniflorales.

En las plantas bajo una restriccion hidrica moderada (Ww: -2,2 a -2,8 MPa), la
mayoria de las variables analizadas no diferenciaron sus valores respecto al
tratamiento BR, indicativo de que bajo dichas condiciones no se registré un
estrés suficiente para promover cambios a nivel metabolico ni en la induccion

de la floracion.

La aumento de Pro en condiciones de estrés promoveria la proteccion contra el
dafio oxidativo, especialmente en °‘Ellendale’ en condiciones de DS,
disminuyendo los niveles de dafio oxidativo esta variedad, respecto al mismo

tratamiento de ‘Valencia’.

Este trabajo finalmente aporta evidencia de que el dafio oxidativo puede
asociarse con los niveles de floracion en las variedades citricas, proponiéndose
al H,O, como posible molécula sefializadora relacionada con la induccion de la

floracion en los citricos.
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7. ANEXOS

7.1. FIGURAS CON INFORMACION COMPLEMENTARIA
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Figura 18. Contenido de aminoacidos (umol. gr PF") en ‘Ellendale’ (A) y “Valencia’
(B) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (Yw: -0,8 a -1,2 MPa)
(@), déficit hidrico moderado (Ww: -2,2 a -2,8 MPa) (D), y déficit hidrico severo
(Pw: < -4,0 MPa) (A). Cada punto corresponde a la media = E.E. (n=5). Letras
distintas en una misma fecha difieren significativamente entre si (Test de Tukey;

p=<0,05). ns= sin diferencias estadisticas.
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Figura 19. Relacioén unidades Fo/clorofila @ con BR como base 100, en ‘Ellendale’
(A)y “Valencia’ (B) en tres condiciones de disponibilidad de agua; bien regado (¥Yw:
-0,8 a -1,2 MPa) (e), déficit hidrico moderado (Yw: -2,2 a -2,8 MPa) (0), y déficit
hidrico severo (Ww: <-4,0 MPa) ( A). Cada punto corresponde a la relacion promedio

de 5 plantas.
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Figura 20. Radiacion solar incidente (calorias.cm™) y horas de radiacion solar

durante el periodo de tratamientos.

- [ W
! 1 MMH

Periodo desde comienzo de tratamientos

Figura 21. Temperaturas (°C) durante el periodo de tratamientos. Se sefalan ademas
30 °C, temperatura en la cual se comienza a disminuir conductancia estomatica en
Citrus (Khairi y Hall, 1976) y 38 °C, temperatura en la cual es afectada la

asimilacion neta y comienza la acumulacion de H,O; en Citrus (Guo et al., 2006).
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