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Estrés en citricos |

La combinacién de calor y salinidad genera una

respuesta especifica en plantas de citricos

Las plantas cultivadas en el campo estan sometidas a numerosos estreses ambientales que les afectan
simultdneamente. Se prevé que un incremento de las temperaturas, debido al cambio climatico, afecte a los cultivos
durante los préximos afios provocando importantes pérdidas econdémicas. En este trabajo hemos estudiado el
efecto del estrés salino, habitual en los campos de la regién mediterranea, junto con las altas temperaturas en el
portainjerto de citricos Citrange Carrizo (Poncirus trifoliata L. Raf. x Citrus sinensis L. Osb.). Nuestros resultados
demuestran que la combinacién de estas dos condiciones de estrés es mas perjudicial para las plantas que los
estreses aplicados individualmente. El aumento en la apertura estomatica y transpiracion provocado por las altas
temperaturas favorece la absorcion y acumulacién en la planta del ion toxico CI- presente en el sustrato, dafiando
gravemente a las plantas. La acumulacién de las fitohormonas ABA, JA y SA activa respuestas moleculares y
fisiolégicas (reduccidén de apertura estomatica y de la transpiracion). En conjunto, nuestros datos muestran la
importancia de las respuestas especificas fisioldgicas y hormonales de la planta para adaptarse a la combinacion
de salinidad y altas temperaturas. Los programas de mejora genética en citricos deberian tener en cuenta estas
respuestas especificas a la combinacién de estreses para buscar nuevos patrones de citricos o mejorar los
existentes, consiguiendo una adaptacion a las futuras condiciones ambientales.

PALABRAS CLAVE: altas temperaturas, cambio climatico, Citrange Carrizo, combinacién de estrés, fitohormonas, intercambio

gaseonso.

D. Balfagén, S.I. Zandalinas, M. Pitarch-Bielsa, C. Segarra-Medina, A. Gémez-Cadenas

Departament de Ciencies Agraries i del Medi Natural, Universitat Jaume |, Castellon de la Plana, Espafia.

INTRODUCCION

Los estreses abibticos son una

de las causas mas importantes

de pérdida de rendimiento y
productividad de los cultivos.
Distintas condiciones ambientales
adversas, tales como sequia,
calor, salinidad, inundacién o alta
intensidad de luz entre muchas
otras, afectan negativamente a las
plantas reduciendo su crecimiento,
produccién e incluso causando

la muerte del vegetal. Frente a
estas condiciones desfavorables
las plantas se adaptan mediante
cambios morfolégicos, bioquimicos
y moleculares. Aunque los efectos
sobre las plantas de estreses
abioticos individuales han sido
ampliamente estudiados, estudios
recientes se han centrado en

las respuestas de las plantas

a diferentes combinaciones

de estreses que ocurren
simultaneamente (Zandalinas y
col., 2016; Balfagén y col., 2018).

Estos estudios han demostrado que
las respuestas en los diferentes
niveles, fisiologicas, bioquimicas

y moleculares, son especificas y
diferentes a cuando los estreses
son aplicados de manera individual
(Zandalinas y col., 2018).

Como consecuencia del cambio
climatico, se espera que el
incremento de temperaturas
repercuta negativamente en los
cultivos produciendo pérdidas
considerables en la produccién
(Lobell y col., 2011). Ademas, en
condiciones de cultivo, las altas
temperaturas concurriran con otros
factores ambientales como la sequia,
plagas, alta intensidad de luz,
salinidad o carencias nutricionales,
entre otras, que al combinarse
pueden perjudicar en mayor medida
a las plantas y a la produccién. En
la regibn mediterranea el incremento
de las temperaturas junto con la
salinizacion del agua de riego, ya
presente, a consecuencia de la
sequia y la excesiva explotacion
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de los pozos, puede repercutir
perjudicialmente sobre los cultivos y
la produccién actual.

En este sentido, las fitohormonas
tienen un papel indispensable

en las respuestas adaptativas

de las plantas frente a los

estreses abibticos, cuando actuan
individualmente o en combinacién
(Gomez-Cadenas y col., 2015).
Entre ellas, destaca el acido
abscisico (ABA) que es clave en
las respuestas a déficit hidrico,
salinidad y calor. EI ABA induce

la acumulacion de proteinas
implicadas en la aclimatacion y
regula el cierre estomético bajo
condiciones de estrés osmético o
altas temperaturas (Gomez-Cadenas
y col., 2015). El acido jasmoénico
(JA) y el acido salicilico (SA), a
pesar de haber sido ampliamente
estudiados por su implicacion en las
respuestas frente estreses bibticos,
estan también involucrados en la
tolerancia a estreses abioticos. En
trigo, la biosintesis de JA confiere
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tolerancia a la salinidad a través
del factor de transcripcion MYC2
(Zhao y col., 2014). Asimismo, el
acido 12-oxophytodienoico (OPDA),
un precursor del JA, es causante
de cierre estomatico y contribuye a
la tolerancia de las plantas frente

al déficit hidrico (Kazan 2015). El
SAtiene un papel importante en la
senalizacién de respuestas frente a
estreses abidticos. En concreto, en
situaciones de altas temperaturas
se encarga de proteger el complejo
del Fotosistema Il (PSII) frente al
incremento de especies reactivas de
oxigeno que lo danan (Wang y col.,
2010).

La produccién de los citricos se

ve amenazada en la cuenca del
mediterraneo, zona que se ve
especialmente afectada por el
calentamiento global, donde tiene
una gran importancia econémica. El
objetivo de este estudio fue evaluar
la tolerancia de citrange Carrizo, un
portainjerto de citricos aclimatado

a las altas temperaturas, a la
combinacién de estrés por salinidad
y calor. Para ello, estudiamos las
respuestas fisiolégicas y hormonales
de las plantas bajo esta combinacion
de estreses.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y condiciones de
crecimiento

Se emplearon plantones de citrange
Carrizo (Poncirus trifoliata L. Raf. x
Citrus sinensis L. Osb.) de un afio

de edad cultivados en invernadero
(fotoperiodo natural y temperatura
dia/noche de 25,0 £ 3,0°C y

18,0 + 3,0 °C, respectivamente),
usando macetas de 0,6 L de

capacidad con perlita como sustrato.

Las plantas se regaron tres veces
por semana con 0,5 L de solucién
Hoagland. Tras este periodo, las
plantas continuaron su crecimiento
durante dos semanas en camaras
de cultivo con un fotoperiodo de
16 horas a 300 ymol m2 s de
intensidad luminica, temperatura
de 25 °C y humedad relativa de
aproximadamente 80%.

Tratamientos de estrés y disefo
experimental

El experimento const6 de cuatro
grupos experimentales: un grupo de
plantas control, con riego habitual

a 25 °C; un grupo de plantas al que
se aplicd estrés salino mediante
riego con una soluciéon 60 mM NaCl;
un grupo de plantas sometidas a
elevadas temperaturas (40 °C);

y finalmente un grupo de plantas
sometidas a la combinacién de
estrés salino y altas temperaturas.
Todas las condiciones de estrés
fueron aplicadas durante 15 dias
simultaneamente. Tras la aplicaciéon
de los estreses, se muestred

tejido foliar para llevar a cabo las
determinaciones analiticas.

Parametros fisioldgicos

Los parametros de intercambio
gaseoso se determinaron mediante
un analizador portatil de gas por

infrarrojos LCpro+ (ADC bioscientific
Ltd., Hoddesdon, Reino Unido) en
condiciones de humedad y CO,
ambiental. A través de una lampara
PAR se suplementé luz a una
densidad de flujo de 1000 ymol

m2 sy flujo de gas de 150 ymol
mol'. Se tomaron diez medidas de
tres hojas diferentes situadas en
una posicién intermedia del tallo.
Estas medidas se realizaron en tres
plantas de cada tratamiento.

Analisis de cloruro

El contenido de cloro en el tejido
foliar se realiz6 a partir de 250 mg
de tejido foliar incubado durante
12h con 0,1 N HNO, (Panreac,
Barcelona, Spain) y 10% de acido
acético glacial (Sigma-Aldrich,

St. Louis, EEUU). Finalmente,

la concentracion de cloruro se
determiné con un clorimetro (Modelo
926; Sherwood Scientific Ltd.,
Cambridge, UK).

Analisis hormonal

Las extracciones de ABA, JAy

SA se realizaron a partir de 0,1 g
de tejido foliar mezclado con 50

ng de [°H,]-ABA, ['*C]-SAy acido
dehidrojasménico en 2 mL de agua
ultra pura. Tras centrifugar, se
recuperaron los sobrenadantes y
el pH se ajust6 a 3. Se realizé una
extracciéon de los extractos acuosos
con dietil-éter y posteriormente

la parte organica se recupero y
evapor6 en vacio. Una vez seco,

el residuo se resuspendié en una
mezcla de metanol:agua (10:90) y

Figura 1. Fenotipo de hojas de Carrizo citrange bajo condiciones control (A), estrés por salinidad (B), estrés por altas temperaturas (C) y estrés

combinado de salinidad y altas temperaturas (D).
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la solucion final se filtr6 e inyecté
en un equipo UPLC (Acquity SDS,
Waters Corp., Milford, MA, EEUU).
Las separaciones cromatograficas
se llevaron a cabo mediante una
columna de fase reversa C18. Las
hormonas se cuantificaron mediante
un espectrometro de masas TQS
triple cuadrupolo (Micromass,
Manchester, Reino Unido).

RESULTADOS

En primer lugar, se analiz6 el estado
vegetativo y el dafio foliar en plantas
de citrange Carrizo tras ser sometidas
a estrés salino, altas temperaturas y
la combinacion de ambos estreses.
Se calcul6 el porcentaje de brotes
emitidos y hojas dafadas por planta
durante el ensayo y se referenci6 a
las plantas control (Tabla 1, Figura 1).
El estrés salino redujo hasta el

21,5% la formacion de nuevos

brotes; sin embargo, no produjo un
gran aumento en el porcentaje de
hojas danadas (6,9%). El estrés por
altas temperaturas hizo aumentar

la emision de nuevos brotes hasta

el 140% y no produjo dafo foliar
significativo. La combinacion de estrés
salino y altas temperaturas redujo la
formacion de nuevos brotes hasta el

Tabla 1. Porcentaje de nuevos brotes y dafio foliar de plantas de citrange Carrizo tras 15 dias en
condiciones control (CT), estrés salino (NaCl), estrés por altas temperaturas (AT) y combinacién
de salinidad y altas temperaturas (NaCI+AT). Los valores representados son la media de tres

87,8% y aument6 considerablemente,
hasta un 28,9%, el dano foliar en las
plantas tras 15 dias.

Se analizaron los parametros de
intercambio gaseoso (transpiracion,
E; conductancia estomatica, gs)

en plantas de citrange Carrizo tras
ser sometidas a estrés salino, altas
temperaturas y la combinacién de
ambos durante 15 dias (Tabla 2).

Las plantas sometidas a estrés

salino redujeron en gran medida

la transpiracién y conductividad
estomatica con respecto a las plantas
control. El estrés por calor propicié un
fuerte incremento de transpiraciéon y
conductividad estomatica en plantas
de Carrizo. Finalmente, en las
plantas sometidas simultaneamente
a los dos estreses se increment6 la
transpiracion respecto a las plantas
control, sin alcanzar los niveles de las
plantas bajo altas temperaturas, y se
redujo la conductancia estomatica.
Ademas, para comprobar el efecto
que producia la salinidad se midi6 el
contenido de cloruros (CI) en hojas
(Tabla 2). Las plantas sometidas
Unicamente a estrés salino tenian
una concentracion en hoja 1,9

veces superior a la de las plantas
control. Las plantas sometidas a

repeticiones * error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con P< 0.05.

Brotes (%)

CT 100 + Ob
NaCl 21,5+ 6,5a
AT 1409+ 171c
NaCl+AT 87,8+ 10,4b

Daiio foliar (%)

1,9 £0,9a
6,9+2,3b
2,1 £1,4a
28,9 +4,4c

Tabla 2. Transpiracién, conductancia estomdtica y contenido foliar de cloruro en plantas de
citrange Carrizo tras 15 dias en condiciones control (CT), estrés salino (NaCl), estrés por altas
temperaturas (AT) y combinacién de salinidad y altas temperaturas (NaCl+AT). Los valores
representados son la media de tres repeticiones * error estdndar. Letras diferentes indican
diferencias significativas con P < 0.05

Transpiracién Conductancia estomdtica [CI] en hoja

(nmol H,O m?s™') (nmol CO, mol?s™) (mg Cl-g"' PF)

CT 0,74 £0,03b 0,05 £ 5,3e3¢ 1,26 £0,11a
NaCl 0,27 + 0,05a 0,01 + 5,0ea 2,44 +0,05b
AT 2,31 £0,21d 0,1 £8,5¢%d 0,96 £0,10a
NaCl+AT 1,44 £0,02¢ 0,03 £ 5,0e*b 4,64£0,12b
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altas temperaturas no mostraron
diferencias con respecto al control.

En cambio, la combinacién de ambos
estreses propicié un aumento en la
concentracion foliar 3.7 veces superior
al de las plantas control.

Para finalizar, se analiz6 el contenido
hormonal de acido abscisico (ABA),
acido jasmoénico (JA) y acido salicilico
(SA) en hojas de citrange Carrizo tras
estar expuestos a estrés salino, altas
temperaturas y la combinacién de
ambos durante 15 dias (Figura 2). La
concentracion foliar de ABA aument6
significativamente con respecto

al control en plantas sometidas a
estrés salino o altas temperaturas

de forma individual. Al someter

las plantas a la combinacién de
ambos estreses la concentraciéon

de ABA en hojas se increment6 en
mayor medida que en las plantas
bajo los estreses individuales. Las
plantas bajo combinacion de estrés
alcanzaron altos niveles de JA en
hoja con respecto a los niveles en
plantas control y las plantas bajo

las condiciones de estrés aplicadas
individualmente, las cuales no
mostraron diferencias con respecto
al control. De igual modo, hubo una
mayor acumulacion de SA foliar en
las plantas bajo combinacién de
estrés que en las plantas control y
las plantas bajo estrés salino. Sin
embargo, las plantas sometidas

a altas temperaturas tuvieron un
incremento significativo de SA en
hoja con respecto al control, aunque
este incremento no llegd a los niveles
de las plantas bajo combinacién de
estrés.

DISCUSION

Las plantas cultivadas en campo
estan expuestas a numerosas
condiciones adversas que a
menudo ocurren simultaneamente.
Estudios recientes se han centrado
en las respuestas de las plantas a
situaciones especificas de estrés
combinado y han demostrado que
éstas son Unicas y no son solo la
suma de las respuestas a cada
estrés individual (Zandalinas y col.,
2018). Sin embargo, los estudios
acerca del efecto de estreses
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combinados en distintos cultivos
todavia son escasos y es necesario
ampliar este conocimiento debido a
las condiciones propiciadas por el
cambio climatico que pueden causar
grandes pérdidas econdmicas. En
citricos, el efecto de la combinacion
sequia y altas temperaturas ha sido
estudiado en dos genotipos usados
como portainjertos: citrange Carrizo
y mandarino Cleopatra (Zandalinas
y col., 2016; Balfagon y col., 2018).
Estos estudios han demostrado

que Carrizo es mas tolerante a la
combinacién de estrés que Cleopatra
debido a su mejor adecuacion a

las altas temperaturas a través del
control estomatico y la reducciéon de
la transpiracion (Zandalinas y col.,
2016), un sistema antioxidante mas
efectivo (Zandalinas y col., 2017) y
la acumulacién de proteinas clave en
la aclimatacién a la combinacion de
estrés (Balfagén y col., 2018).

En este trabajo se evalué las
respuestas de aclimatacion de
plantas citrange Carrizo frente a
estrés salino, altas temperaturas y
la combinacién de ambos. En primer
lugar, se caracterizé el efecto en

el fenotipo mediante la evaluacion
del crecimiento vegetativo y el dafio
foliar producido. Como se puede
observar en la Tabla 1, el estrés
salino afectd considerablemente a
las plantas reduciendo la formacion
de nuevos brotes y produciendo
dafio foliar. Las altas temperaturas
favorecieron de manera significativa
la emision de brotes y causaron
presencia de dafio foliar en las
plantas. La combinacion de estrés
caus6 un alto porcentaje de dafo

foliar, mayor que el estrés salino
individual, y redujo la formacién de
nuevos brotes (Tabla 1; Figura 1).

En los citricos el exceso de

NaCl en el sustrato produce una
situacion desfavorable, ya que el
ion de cloro (CI), que se absorbe

a través de las raices junto con

el agua, es toxico para la planta.
Los resultados obtenidos de la
medicion de transpiracion (E) y
conductancia estomatica (gs) nos
indican que la reduccion de la
transpiracion a través del cierre
estomatico es una respuesta de las
plantas de Carrizo frente al estrés
salino (Tabla 2). De esta manera,
las plantas reducen la absorcion

de agua y, por consiguiente, la

de CI evitando su intoxicacion.
Frente a las altas temperaturas,

en Carrizo se abren los estomas

y aumenta la transpiracibn como
estrategia para incrementar la
humedad, reducir la temperatura
foliar y paliar los efectos de las altas
temperaturas (Tabla 2). Aunque las
plantas sometidas a combinaciéon
de salinidad y altas temperaturas
mostraron una menor transpiracion
y conductancia estomatica que las
plantas que estaban solo sometidas
a altas temperaturas, los valores
eran todavia muy superiores a los
de las plantas sometidas Unicamente
a estrés salino (Tabla 2). En
consecuencia, la absorcion de CI
se incrementd considerablemente
en las plantas en combinacion de
estrés, lo que causd un dafio mayor
en las plantas de Carrizo.

En las plantas sometidas a estrés
salino observamos un aumento de
la hormona ABA que podria ser

en parte responsable del cierre
estomatico y la transpiracion

para limitar la absorcién de CI-.
Ademas, el ABA es clave en la
sefalizacién de genes en respuesta
a salinidad (Gémez-Cadenas

y col., 2015). Cuando el estrés
salino fue combinado con las altas
temperaturas se observ6 una
acumulacién de ABA en hoja todavia
mayor (Figura 2). Esta respuesta
estaria dirigida a contrarrestar la
alta transpiracién de la planta en
respuesta al calor que produciria una
mayor absorcion de CI. La hormona
JA Unicamente se acumulé en las
plantas bajo combinacién de estrés,
y lo hizo en gran medida (Figura 2).
Esta respuesta especifica al

estrés combinado podria ser un
mecanismo adicional al incremento
de ABA para ayudar a contrarrestar
la apertura estoméatica y la alta
transpiracion producida por las
elevadas temperaturas, que favorece
la intoxicacion por Cl. Ademas,

el JA podria estar activando

otras respuestas de adaptacion:
respuestas moleculares y de
proteccién del aparato fotosintético,
frente a la combinacion de estreses.
Estos resultados indican el papel
clave de JA en la combinacion de
altas temperaturas y estrés salino

y abren la posibilidad a nuevas
investigaciones para averiguar si
variedades que acumulen mayor
cantidad de la hormona o plantas
tratadas con JA son mas resistentes
al estrés combinado. El aumento de

Figura 2. Contenido foliar de écido abscisico (ABA), écido jasménico (JA) y dcido salicilico (SA) en plantas de citrange Carrizo tras 15 dias en
condiciones control (CT), estrés salino (NaCl), estrés por altas temperaturas (AT) y combinacién de salinidad y altas temperaturas (NaCI+AT). Los
valores representados son la media de tres repeticiones * error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con P< 0.05.
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SA en las plantas sometidas a altas
temperaturas es una respuesta de
protecciéon del complejo fotosintético
Fotosistema Il (PSII) y la integridad
de las membranas frente a las altas
temperaturas (Wang y col., 2010).
Nuestros resultados muestran que
el SA tiene un papel importante

en las plantas de Carrizo en
situaciones de altas temperaturas vy,
particularmente, en combinacién con
el estrés salino.

En conclusién, este trabajo muestra
que la respuesta fisiolégica y
hormonal de plantas de citrange
Carrizo frente a la combinacién de
estrés salino y altas temperaturas es
especifica y no es una suma de las
respuestas a estreses individuales.
La regulacion de la transpiraciéon y
el cierre estomatico para evitar la
intoxicacioén por Cl- y la acumulacién
de JA son respuestas clave en

la tolerancia a esta combinacion

de estrés. La mejora vegetal de
patrones citricos encaminada a
potenciar estas respuestas nos
permitira desarrollar cultivos mas
adaptados a las nuevas condiciones
ambientales resultantes de cambio
climatico.
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Citrosol culmina el 2019 con el lanzamiento de nuevos productos

Citrosol ha superado medio siglo de vida para erigirse en un pilar de la citricultura espafiola, ya que una trayectoria tan larga y prolongada
con éxito en el tiempo consolidan a esta empresa de la comarca valenciana de La Safor en un referente del sector. Mas de 50 afios
creando soluciones para alargar la vida util de citricos, frutas y hortalizas. Ahora en la recta final de 2019 la compania ha culminado el

lanzamiento de nuevos productos.

Citrosol expuso en la feria de Madrid, Fruit Attraction varias
novedades. Se trata de la gama Biocare by Citrosol, nuevos
productos certificados como insumos para agricultura ecolégica.
La gama incluye Citrocide®, un nuevo fungistatico para el control
del podrido de los citricos, y un recubrimiento natural.

En aguacate, junto a la nueva cera Citrosol A K Paltas UE, fue el
Sistema Citrocide® Palta: lavado higiénico que controla hongos
patégenos, al tiempo que mejoramos radicalmente la seguridad
alimentaria con resultados homogéneos a nivel industrial.

Otra importante novedad, alternativa al cloro, fue el lanzamiento
del sistema Citrocide® Fresh Cut dirigido al segmento del

lavado de alimentos de IV gama. El lavado con nuestro Sistema
es técnologicamente superior, econémicamente eficiente y
medioambientalmente sostenible garantizando la inocuidad de los
alimentos.

La gran apuesta de Citrosol en ecolégico se llama Biocare.
Gama formada por cuatro productos. Citrocide® PC y Citrocide®
Plus, desinfectantes de uso seguro para el lavado higiénico que
evitan contaminaciones cruzadas en las lavadoras y mantienen
microbiolégicamente limpias las aguas de tratamiento y proceso.
Fung-Cid Bio BP, fungistatico para el control del podrido de los

citricos que incrementa su vida comercial. Y Citrosol A K Bio
UE, recubrimiento de cera natural para mejorar el brillo, evitar la
pérdida de peso y reducir la tasa respiratoria de los citricos.

En resumen, con Biocare by Citrosol los citricos con certificacion
ecologica se presentaran en los lineales igual de limpios y
atractivos que los citricos convencionales.

Cada vez se reducen més las materias activas disponibles, el
proximo mes de marzo la fruta destinada a la UE dejara de poder
tratarse con Propiconazol, este hecho afiade mas presion sobre
el sector que debera controlar més si cabe “el buen uso” de las
materias activas disponibles, muy en linea con nuestro concepto
de poscosecha de precision. Citrosol consigue excelentes
resultados en control del podrido de citricos muchas veces
utilizando una Unica materia activa, pensamos que ese es el
camino.

Citrosol aspira a incrementar su liderazgo en poscosecha de
citricos. Siendo lideres en Espafia, en la cuenca mediterranea,
y en Perq, les gustaria liderar en el resto de paises productores.
También trabajan en soluciones para otras frutas objetivo, con
muy buenos resultados.
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