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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Estrés ambiental: concepto e importancia en agricultura

A lo largo de los afios, el clima terrestre ha sufrido alteraciones en los factores
ambientales como la temperatura, la pluviosidad (sequias, inundaciones), nubosidad, etc,
provocadas por causas naturales, normalmente de origen geoldgico o meteoroldgico, pero
desde hace unos 100 afios, la accién del hombre sobre el planeta, generalmente el aumento
de emisiones de gases contaminantes generados en distintas actividades econdmicas
como la industria, agricultura, etc, han acelerado las alteraciones en las condiciones
climaticas, modificando los procesos naturales, transformando la atmoésfera, hidrosfera 'y
biosfera. Estos cambios observados en las condiciones climéticas generales del planeta,
en diversas escalas de tiempo, es lo que conocemos como “cambio climatico global”
(Walther, 2010).

Actualmente, dichas alteraciones climéaticas son evidencia del calentamiento
global, ya que, en los ualtimos afios, como afirman diferentes estudios, se han
incrementado las temperaturas promedio, ha habido un retroceso en los glaciares y una
reduccion de las capas de hielo, que han provocado un aumento del nivel del mar. Estos
cambios han despertado un creciente interés por parte de investigadores, edafélogos,
climatologos, agricultores, entre otros, debido a sus implicaciones sobre la mayoria de las
actividades desarrolladas por el hombre, en especial, en la agricultura (Chmielewski et
al., 2004). Por ello, en el sector agricola existe un elevado interés en la determinacion de
las estrategias que utilizan algunas especies para disminuir o mitigar los efectos adversos
del cambio climatico (Hunt y Elliott, 2002), ya que cualquier condicion de estrés modifica
los estados fenoldgicos de las plantas y altera los equilibrios hormonales de éstas (Maestri
et al., 2002), afectando negativamente al desarrollo y rendimiento de los cultivos.

Las plantas, ya sea en su ambiente natural o en cultivo, estan expuestas
constantemente a condiciones de estres, que en funcion del agente causal se clasifican
como bidticos o abioticos (Azcon-Bieto y Talon, 2008). El término estres proviene de la
fisica, ya que se trata de una fuerza que actla sobre un cuerpo y éste responde con una
reaccion proporcional a la fuerza (tension) con la que se ha actuado sobre él. En el ambito
de la fisiologia vegetal, el concepto de estrés se define como cualquier factor ambiental
biotico o abidtico que reduce la tasa de algun proceso fisioldgico (crecimiento o
fotosintesis) por debajo de la tasa maxima que podria alcanzar (Lambers et al., 1998). En

muchos casos, la tolerancia al estrés se mide con relacion a la supervivencia de la planta,
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1. INTRODUCCION

el rendimiento del cultivo, el crecimiento (acumulaciéon de biomasa) o los procesos de
asimilacion primaria (incorporacion de CO2 y minerales) relacionados con el crecimiento
(Taiz y Zeiger, 2006) y las respuestas mas comunes son las alteraciones de la actividad
hormonal, muerte celular y abscision de tejidos dafiados, modificaciones en el desarrollo,
sintesis y acumulacion de compuestos osmoprotectores, de proteinas y metabolitos
secundarios (Azcén-Bieto y Talon, 2008).

La sequia, la salinizacion del suelo y/o del agua de riego, las temperaturas
extremas, el viento fuerte, el encharcamiento del suelo, etc, son factores abioticos
causantes de los estreses de origen ambiental que actualmente estan estrechamente
relacionados con el cambio climatico, ya que las alteraciones que éste esta propiciando
provocan una mayor incidencia de estos factores adversos en los cultivos. A continuacion,
se hace una descripcién del estrés que ha sido objeto de investigacion en el presente

trabajo.

1.2. Estrés por inundacion o encharcamiento del sustrato

El encharcamiento del sustrato normalmente se produce debido a una mala
capacidad de drenaje del suelo combinado con un exceso de lluvias o riego. Constituye
un factor de estrés estacional, cuya incidencia en los cultivos es dificil de predecir.

En la region mediterranea, el clima que predomina es mediterraneo, caracterizado
por inviernos suaves y veranos calidos acompafiados de largos periodos de sequia. Como
consecuencia de las altas temperaturas, hay una gran evaporacion de agua y esta se
condensa a finales de verano provocando lluvias torrenciales que inundan poblaciones y
zonas de cultivo. Tanto periodos de sequia como de inundacion son perjudiciales para el
desarrollo de los cultivos, pero este trabajo se ha centrado en estudiar el efecto del estrés
por inundacion, por ello, Gnicamente se tendran en cuenta aquellos efectos fisico-
quimicos y bioldgicos que se producen en los cultivos tras las inundaciones.

Las inundaciones modifican una serie de parametros fisicoquimicos y biologicos
que pueden llegar a alterar la capacidad del suelo para mantener el crecimiento vegetal
(Kozlowski, 1997). Los efectos negativos asociados a la inundacion pueden verse
agravados si el agua pasa de forma caudalosa por la superficie del terreno y si permanece
la inundacion durante un largo periodo de tiempo (de dias a semanas), ya que, si €s asi,
se altera el estado redox del suelo debido la deficiencia de O en el sustrato, provocando
la aparicidn de especies quimicas reducidas que pueden resultar toxicas para las plantas,

como las formas solubles de Fe y Mn, y sulfuros. El déficit de oxigeno inhibe la
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1. INTRODUCCION

respiracion mitocondrial, la oxidacion y los procesos de oxigenacion (Koppitz, 2004),
viéndose notablemente afectado el metabolismo de la planta (Sairam et al., 2008). Por
ello, la asfixia radicular genera una serie de disfunciones fisioldgicas que alteran el
crecimiento de plantas, como desequilibrios hormonales, alteracion de la distribucion de
carbohidratos o deficiencias en la absorcion de nutrientes (Bailey- Serres y Voesenek,
2008). Hsu et al., 1999, afirmaron que la inundacién del sustrato provocaba en la parte
aérea de arboles frutales desequilibrios en la capacidad de acumulacion y transporte de
compuestos glucidicos, como los azlcares y almidones, y estd acumulacion podria estar
relacionada como una respuesta de tolerancia frente a la inundacion del sustrato. Ademas,
el encharcamiento provoca desequilibrios entre la capacidad de absorcién radicular y
transporte de nutrientes minerales, tanto por via floeméatica como por la xilematica.

Como consecuencia de las disfunciones fisiologicas producidas, se generan ciertas
alteraciones que pueden ser irreversibles, como la disminucién de la permeabilidad de las
membranas, peroxidacién de lipidos, degradacién de clorofilas, disminucién de la
expansion foliar y cierre estomatico. El cierre estomatico es una respuesta o estrategia
adoptada por las plantas para evitar la pérdida de agua y mantener la turgencia celular,
que causa disminucion del CO2 en los espacios intercelulares y disminucion en la
fotosintesis y transpiracion (Lin et al., 2006). El potencial hidrico de las hojas, y en
particular la componente de presion celular (turgencia), juega un importante papel en los
mecanismos de apertura y cierre estomatico. Sin embargo, se ha observado en alguna
ocasion que, dependiendo de las especies o las condiciones ambientales, los estomas se
cierran en respuesta al encharcamiento del suelo antes de que cambien sustancialmente el
potencial hidrico foliar o el contenido hidrico relativo (Schulze, 1988), lo cual ha sugerido
la existencia de otras sefiales no hidricas que provoquen el cierre. Algunas evidencias
experimentales recientes indican el ABA y otros reguladores como los brasinoesteroides,
el SA, JA 'y el oxido nitrico, tienen un efecto similar para provocar el cierre estomatico in
vivo (Peleg y Blumwald, 2011).

Ademas, la disminucion de CO2 en los espacios intercelulares y de la tasa
fotosintética inducen la formacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Mittler,
2002). La sobreproduccién de ROS bajo estrés por inundacion esta directamente
relacionada con la disminucion en la tasa fotosintética bajo esta condicion de estrés
(Hossain et al., 2009), ya que menor asimilacion de CO> causa un desacople entre las
reacciones del tilacoide y el ciclo de Calvin (Lin et al., 2008). Las ROS son formas
parcialmente reducidas del oxigeno atmosférico (O2) involucradas en las respuestas a
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1. INTRODUCCION

determinadas condicidn de estrés (Mittler, 2002; Cheeseman, 2007; Lin et al., 2008) y en
la muerte celular bajo estrés abiotico (Evans, 2003).

En cuanto a los osmolitos, en general, cuando la planta est sometida a algun tipo
de estrés abidtico, se inducen una serie de mecanismos que originan respuestas de
resistencia, como el aumento en la concentracion de los solutos o iones Na*, K*, CI-, SO4*
dentro de la célula, y la biosintesis de osmolitos orgénicos, tales como glucosa, sacarosa,
prolina y/o acidos organicos, que promueven el ajuste osmotico celular, considerado uno
de los principales procesos asociados al estrés por inundacion. La funcion de los
osmolitos es reducir el potencial hidrico sin que lo haga la presion de turgencia, lo que
permite la elongacion de las células y facilita conductancias estoméaticas mas altas a
potenciales hidricos mas bajos (Turner y Jones, 1980; Morgan, 1992). Ademas, protegen
macromoléculas como proteinas y lipidos frente al estrés hidrico, salino, térmico, etc.,
facilitando su estabilizacion, por ello, cominmente son Illamados compuestos
osmoprotectores (Timasheff y Arakawa, 1989). En este sentido, se ha demostrado que
hay un fuerte vinculo entre la capacidad de ajuste osmético y una mayor supervivencia
bajo condiciones de estrés por inundacion (Bray, 2007; Nahar y Gretzmacher, 2011).

Por otro lado, algunos autores defienden que el aminoacido prolina, no solo es
capaz de inducir ajuste osmotico, sino que incluso puede estabilizar el ADN, membranas
y proteger a las proteinas contra efectos adversos, como el aumento en la concentracion
de iones inorganicos y/o el aumento de la temperatura, y actuar como un detoxificador de
radicales libres. Se ha descrito en algunas especies que, en respuesta a diferentes estreses
ambientales y en respuesta a la inundacion, tiene lugar un incremento en la concentracion
de este aminoécido (Arbona et al., 2003; Krasensky y Jonak, 2012). Por el contrario,
algunos autores indican que su acumulacién es un sintoma claro de respuesta al deterioro
por el déficit hidrico y no a una caracteristica adaptativa del valor de supervivencia
(Balaguera et al., 2008).

Para sobrevivir al encharcamiento las plantas han desarrollado mecanismos
morfol6gicos, anatomicos y fisioldgicos con el objetivo de incrementar el aporte de O a
la raiz, siendo adaptaciones especificas de algunas especies. Entre ellas se destacan las
mas comunes: desarrollo de lenticelas hipertrofiadas o engrosamientos que se producen
en el tallo y en las raices en algunas especies para facilitar la absorcion de O, atmosférico
por los tejidos aéreos y transportarlo hasta la raiz; formacion de aerénquima, que son
espacios intercelulares formados en el tallo y la raiz que aparecen como respuesta a la

inundacion; desarrollo de raices adventicias formadas en el cuello de la raiz con el
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1. INTRODUCCION

objetivo de mejorar la difusion de O a las raices. En este trabajo, unicamente se ha
observado la formacion de raices adventicias en plantas de flacca. Ademas, la inundacion,
debilita la planta provocando una mayor proliferacion de patdgenos como Phytophthora
spp., que pueden causar la muerte de los arboles (Kozlowski, 1997).

El grado de dafio por encharcamiento del sustrato depende de una combinacion de
factores, incluyendo la especie vegetal, la composicién del suelo y temperatura
atmosférica, el estado de desarrollo y la prolongacion del encharcamiento como se ha
destacado con anterioridad (Phung y Knipling, 1976).

1.3. Respuestas hormonales

Las plantas, debido a su naturaleza sésil, han desarrollado distintos mecanismos
de respuesta frente a condiciones adversas externas, como cambios en la expresion
génica, en la regulacion proteica y alteraciones en los niveles de iones y metabolitos.

Las hormonas vegetales son compuestos reguladores del crecimiento e
involucrados en la induccion de las respuestas de la planta frente a estreses bioticos y
abidticos mediante acciones sinérgicas y antagdnicas. A continuacién, se describen

brevemente las fitohormonas estudiadas en el presente trabajo.

1.3.1. ABA

El &cido abscisico o ABA guimicamente es un compuesto terpénico y en plantas
es una hormona implicada en la regulacion de las respuestas frente a condiciones de estrés
interviniendo en el cierre de los estomas, ademas de estar vinculada en procesos de

dormancia y senescencia.

1.3.2. JASMONATOS

El JA y sus metabolitos (JA-ile), conocidos como jasmonatos, son moléculas
derivadas de los acidos grasos a través de la ruta octadecandica que presentan un papel
importante en la sefializacion de respuestas frente a estrés ambiental (de Ollas et al.,
2013). Sin embargo, el papel que desempefia durante la respuesta a estreses abioticos es
todavia poco conocido, aunque hay que destacar su biosintesis de JA depende
directamente de la disponibilidad de O (Schaller et al., 2005) y como consecuencia de la
inundacion, los 6rganos en contacto con el sustrato encharcado tienen limitada la sintesis

de esta fitohormona.
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1.3.3. SA

El SA es una fitohormona clave en la cascada de traduccién de sefiales que regula
los mecanismos de defensa de las plantas frente a estrés, pero ha sido en los ultimos afios
cuando el papel del SA frente al estrés abidtico se ha atribuido a la regulacion del estado
redox en las células vegetales y la proteccion de la estructura celular. Sin embargo, se

desconoce en parte como podria acumularse esta hormona en respuesta al estrés abidtico.

1.3.4. OPDA

El 4cido 12-oxo fitodienoico (OPDA) quimicamente es una oxilipina que deriva
de &cido grasos poliinsaturados. Tras su sintesis, se utiliza como sustrato para la
biosintesis de jasmanico (Schaller et al., 2005). Por ello, al ser un sustrato precursor del
JA tiene caracteristicas similares a éste, ya que se ha relacionado a ésta fitohormona con
la respuesta de las plantas a heridas o a estrés osmotico (Stintzi et al., 2001, Taki et al.,
2005).

1.3.5. Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son moléculas alifaticas nitrogenadas, de bajo peso
molecular, cargadas positivamente y estan presentes en la mayoria de los organismos
vivos. Estos pequefios analitos relacionados con el metabolismo de aminoacidos estan
implicados en muchos procesos fisiologicos, como la organogénesis, embriogénesis,
induccion floral, senescencia, etc, (Tang y Newton, 2005) y tienen asociadas varias
funciones de regulacion, proteccion y de eliminacion de ROS. Las PAs mas comunes en
plantas superiores son la putrescina (Put), espermidina (Spd) y espermina (Spm). El
incremento de la concentracion de la primera de ellas bajo el encharcamiento del sustrato

puede estar asociada con la capacidad de tolerar dicho estrés (Bouchereau et al., 1999).

1.4. El cultivo del tomate

Desde el punto de vista botanico, es una especie que pertenece a la familia
Solanaceae, dentro de la division Magnoliophyta, subdivision Angiospermae, clase
Magnoliopsidae, subclase Dicotyledonae, orden Solanales.

Hoy dia es la hortaliza que ocupa el segundo lugar en cuanto a produccion, por
detras de la patata. Aun asi, es la hortaliza mas difundida en todo el mundo, de mayor
valor econémico y la que genera mayores beneficios, por ello su demanda aumenta

continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. Es cultivado en muchas
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zonas, con amplia variedad de condiciones de clima y suelos, aunque se cultiva
principalmente en climas secos (FAO, 2002; FAOSTAT, http://faostat.fao.org).

En el trabajo realizado se ha utilizado el tomate por varias razones. Una de ellas
es por ser un cultivo de gran importancia econdmica a nivel mundial y en la zona donde
nos ubicamos, otra seria por la influencia de factores abio6ticos adversos relacionados con
el cambio climético, cada vez mas frecuentes y con mayor importancia, y la Gltima razon
es porque en los ultimos afios se ha convertido en una planta modelo para la investigacion
debido al conocimiento de la formacion, el desarrollo y la composicion del fruto, y debido
a que en 2012 fue secuenciado completamente su genoma, permitiendo asi un avance en
el conocimiento de aquellos genes mas importantes que permiten la adaptacion de los

cultivos dichas condiciones adversas.
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El principal objetivo de este trabajo es la caracterizacion del papel de la hormona
vegetal &cido abscisico (ABA) en las respuestas de las plantas al encharcamiento del

sustrato. Los objetivos parciales que se perseguiran:

1. Estudiar el efecto del estrés por inundacion del sustrato sobre los parametros

fisioldgicos de plantulas de tomate silvestres y deficientes en ABA

En el estudio se utilizaran plantas de tomate del cultivar Ailsa Craig y de un
mutante con el mismo fondo genético conocido como flacca, deficiente en la
produccion de ABA. Parte de las plantas se someteran a encharcamiento del
sustrato de forma continuada durante 24 h y el resto se mantendran en condiciones
control. Durante este tiempo, se tomaran medidas fisicoquimicas (pH,
concentracion de Oz) en las plantas sometidas a la inundacion para comparar su
efecto en ambos genotipos. Ademas, se mediran tanto en plantas sometidas a la
inundacion como en plantas control los parametros de intercambio gaseoso como

la An, E y Gs, asi como el potencial hidrico foliar.

2. Evaluar el impacto de la inundacion del sustrato sobre distintos parametros
bioquimicos en plantas silvestres y deficientes en ABA: niveles hormonales (ABA,
SA, JA, JA-lle, OPDA), acumulacién de compuestos osmorreguladores (prolina)

y evaluacion del dafio oxidativo.

Se tomaran muestras de hojas, savia xilematica y raices de plantas control y
estresadas de ambos genotipos y se analizara la evolucion de los niveles

hormonales, la concentracion de prolina y de malondialdehido (MDA).

3. Analizar las variaciones del metaboloma en plantas silvestres y deficientes en
ABA en respuesta al encharcamiento del sustrato.
Con las muestras recolectadas en el punto anterior, se realizard un perfil
metabolomico para comparar el efecto de la inundacion sobre el metabolismo

primario en presencia o ausencia de ABA.
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3.1. Material vegetal, diseiio experimental y tratamiento

Para la realizacion del experimento se sembraron semillas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) del cultivar Ailsa Craig y del mutante flacca, deficiente en un cofactor
de molibdeno implicado en la produccion de ABA, empleando como sustrato una mezcla
de perlita y turba (20:80) sobre bandejas de poliestireno con alveolos de medidas:
28x54x4,6 cm (ancho x fondo x alto) como se observa en la figura 1. Para evitar la
desecacion del sustrato, se cubri6 con vermiculita la superficie del sustrato. A los 20 dias
de la siembra, se realizd el trasplante de plantas individuales a macetas de 2 L de
capacidad empleando una mezcla de turba, perlita y vermiculita en proporcién 80:10:10

y se empezd con el tratamiento un mes mas tarde.

Figura 1. Evolucién de la germinacion de la semilla de tomate.

Tanto la geminacion, como el trasplante y experimentos se llevaron a cabo entre
los meses de octubre a diciembre en invernadero. En ese periodo, las condiciones
ambientales fueron: temperatura diurna de 20 + 3°C, temperatura nocturna de 15 + 4°C,

humedad relativa entre el 55 y 70% y un fotoperiodo aproximado de 10 a 12 h.

3.1.1. Estrés por inundacion del sustrato

Para llevar a cabo el experimento, se eligieron 20 plantas de cada genotipo, 10 de
ellas se establecieron como plantas control y las restantes se sometieron a inundacién
continua.

El tratamiento de inundacion se realizo introduciendo las macetas conteniendo las
plantas en recipientes de mayor tamafio impermeabilizados con una bolsa de plastico
oscuro. A continuacion, se llend el recipiente exterior con agua del grifo hasta que la parte
radicular de la planta quedara totalmente sumergida. Para mantener sumergidas las

macetas conteniendo las plantas, se aplicé un peso extra y, para evitar la evaporacion del
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exceso de agua, se cerro la bolsa de pléstico herméticamente. En las figuras 2 y 3 se

muestran las plantas de ambos genotipos utilizadas durante el experimento.

Figura 2. Plantas del genotipo silvestre Ailsa Craig sometidas a
encharcamiento del sustrato (izquierda) en condiciones control

(derecha). Se observo claramente la epinastia foliar.

Figura 3. Plantas del genotipo flacca (var. Ailsa Craig) sometidas a
encharcamiento del sustrato (izquierda) en condiciones control
(derecha). Se pudo constatar claramente la marchitez foliar pero no

se observaron sintomas de epinastia.
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En el invernadero, las plantas se ubicaron de forma aleatoria con el objetivo de
eliminar cualquier efecto posicional que pudiera condicionar el resultado de los

experimentos, tal y como se observa en la figura 4.

Figura 4. Distribucion de plantas en el invernadero durante

el desarrollo de los experimentos.

Con el objetivo de evaluar la evolucion del tratamiento de inundacidn, la duracion
del experimento se prolongo6 hasta 3 dias, aunque para los andlisis posteriores solo se
consideraron las muestras de las primeras 24 h. Los muestreos se llevaron a cabo entre
las 9:00-13:00 h y antes de sacrificar cada una de las plantas se tomaban medidas de
diferentes parametros fisico-quimicos como la temperatura, pH y concentracion de O del
agua de inundacion, asi como medidas de parametros fisioldgicos como la transpiracion
(E) y conductancia estomatica (Gs) (ver seccién 3.2.).

Para procesar las muestras, tanto hojas como raices, se lavaron con abundante
agua destilada para eliminar cualquier tipo de residuo e inmediatamente se congelaron en
nitrégeno liquido. A continuacion, se liofilizaron para asi preservar todas las propiedades
y caracteristicas del tejido vegetal. Tras la liofilizacion, se trituraron todas las muestras
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con un molinillo eléctrico, reduciendo el tejido a polvo fino como se muestra en la figura
5. A continuacion, se guardaron en un sitio fresco y seco en tubos de pléstico de 50 mL

para su posterior analisis.

Figura 5. Procesado de las muestras liofilizadas.

3.2. Parametros fisioldgicos

3.2.1. Parédmetros de intercambio gaseoso

Como anteriormente se ha explicado, tras la implantacién de la inundacion se
siguio la evolucion del tratamiento mediante la medida de los diferentes pardmetros de
intercambio gaseoso.

Para realizar las medidas, se empled un analizador de gases con detector
infrarrojos (IRGA) portatil Lcpro+ (ADC bioscientific Ltd., Hoddesdon, RU), que es el
equipo que se muestra en la figura 6. Se emple6 una radiacion artificial de 12000 pmol m
2 sy el flujo molar de aire se fijo en 200 umol s*. Todas las medidas se realizaron a

concentraciones de CO2 y vapor de agua atmosféricas.

Figura 6. Analizador de gases Lcpro+.

Tras la estabilizacion del instrumento de medida, se seleccionaron de cada planta
una hoja de tamafio medio (de posicion intermedia en el tallo), sobre las cuales se tomaron
tres medidas. En total, cada dia de muestreo, se realizaron 45 medidas, 15 de cada
genotipo inundado y 15 de cada genotipo control.
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3.2.2. Potencial hidrico foliar

La medida del potencial hidrico foliar se realizé con una camara de presion tipo
Scholander como se muestra en la figura 7 (Scholander et al., 1965). Las medidas se
realizaron entre las 10:00 h y las 12:00 h. Para ello, se cort6 una hoja situada en posicion
intermedia en el tallo de la planta y se insertd en una camara sellada, introduciendo a
continuacion agua a presion. A medida que la presion aumenta, llega un determinado
momento en el cual se iguala la presion externa con la que ejerce la hoja para retener el
agua, entonces se observa una minuscula gota en el extremo del peciolo. En ese momento
se toma nota de la presion ejercida que, con signo negativo, sera igual al potencial hidrico

de la planta.

Figura 7. Camara de presién Scholander.

3.2.3. Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua se calculé tras la obtencion de medidas de peso
fresco (PF) de hojas recién cosechadas, peso turgente (PT, peso de la hoja tras 24h
sumergidas en agua) y peso seco de las hojas (PS, peso de la hoja tras secarla con estufa
a 90-100 °C). Las hojas fueron seleccionadas durante los muestreos destacados

anteriormente. Para realizar el calculo se utilizé la siguiente expresion matematica:

PF — PS

RWC = (——
we (PT—PS

)*100
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3.3. Parametros bioquimicos

3.3.1. Determinacion de la concentracion de prolina

Para realizar la determinacion de la concentracion de prolina se siguio el protocolo
descrito por Arbona et al. (2003) con algunas modificaciones. En €l se homogeneizaron
utilizando el bafio de ultrasonidos 5 mg de tejido vegetal liofilizado (raiz y hoja) en 2 mL
de &cido sulfosalicilico al 3% (Panreac). Tras el bafio, se centrifugé el homogeneizado a
4000 rpm durante 45 min a 4 °C y se recuperd el sobrenadante, que se combiné con una
mezcla de &cido acético glacial (Panreac) y reactivo de ninhidrina en proporcion 1:1 (v/v).
En este caso, se combinaron 400 uL de sobrenadante, con 400 pL de ninhidrina y 400 pL
de &cido acético glaciar. Seguidamente, la mezcla se incubd a 100°C en el bafio de agua
termostatado durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se dejé enfriar en hielo durante 5
minutos aproximadamente y, a continuacion, se determind la absorbancia a 520 nm en el
espectrofotometro. El valor obtenido se interpolé en una curva de calibracion estandar
realizada con prolina comercial (Sigma-Aldrich; Madrid, Espafia) siguiendo el mismo

método.

3.3.2. Determinacion de la concentracién de MDA

Para determinar el dafio oxidativo provocado por el estrés oxidativo de los
tratamientos por inundacion se siguio el método descrito por Arbona et al. (2008) pero
modificando la extraccidn. Se extrajeron 50 mg de tejido en 2 mL de etanol al 80%
(Panreac S.A., Barcelona, Espafia) mediante incubacién en bafio de ultrasonidos durante
10 min (figura 8). El extracto resultante se centrifugd durante 20 minutos a 4000 rpm y
4°C tras los cuales se recuper0 el sobrenadante. Dicho sobrenadante se dividio en dos
alicuotas de 1 mL, una que se combiné con una solucién de acido tricloroacético (TCA,
Panreac) al 20% (p/v) y la otra con una mezcla de acido tiobarbiturico (TBA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) al 0.5% (p/v) y TCA al 20% (p/v). A continuacion, ambas
mezclas se incubaron en el bafio termostatado a 90°C durante 1 h. Transcurrido este
tiempo, se enfriaron en bafio de hielo durante 15 minutos y se eliminaron interferentes
mediante centrifugacion a 2000 rpm durante 10 minutos y a 4°C. Finalmente, se midio la
absorbancia con el espectrofotometro a 440, 532 y 600 nm en la reaccién del extracto
vegetal con la mezcla de TCA y TBA y a 532 y 600 nm en la reaccion solo con TCA.
Con los valores de absorbancia, se calculd la concentracion de MDA mediante las
siguientes expresiones matematicas:

1) [(Abs s532+1BA) - (ADbS 600+TBA) - (ADS 532.TBA - ADS 600-TBA)] = A
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2) [(ADs s40+TBA - AbS 600+TBA) -0.0571] = B
3) Equivalentes de MDA (nmol mLt) = (A - B/157000) -10°

Figura 8. Muestras para el analisis de MDA.
3.4. Analisis hormonal

3.4.1. Procedimiento de extraccion y purificacion

El material vegetal utilizado fueron muestras liofilizadas y pulverizadas de hojas
y raices, y de savia xilemética de ambos genotipos. Para el proceso de extraccion se utilizé
el protocolo publicado por Durgbanshi et al. (2005) con algunas modificaciones. Para
Ilevar a cabo el proceso, se pesaron 20 mg de tejido liofilizado y se afiadieron 25 pL de
estandar mix de deuterados, preparado antes de realizar la extraccion. Posteriormente se
adicionaron 1 ml de agua Mili-Q y 3-4 bolas de vidrio y la mezcla se homogeneiz6 con
el molinillo de bolas a 24 rpm durante 5 minutos. Pasados los 5 minutos, se centrifugaron
las muestras a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se recuper6 el sobrenadante en
tubos Eppendorf. A continuacién, se ajustd el pH a 2.8-3.2 con una solucién de acido
acético al 30% y se afiadié 1 mL de dietil éter (Panreac, Barcelona, Espafia), mezclando
bien ambas fases. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 2100 rpm y 4 °C durante 4
minutos y se recuperd la fase organica superior en tubos Eppendorf de 2 mL. Este proceso
se repitio al menos dos veces combinando todas las fases organicas procedentes de la
misma muestra en el mismo tubo. Después, los extractos organicos se llevaron a sequedad
en el Speed-Vac (Jouan, Sant Herblain Cedex, Francia). Los residuos secos se guardaron
a -20 °C hasta su posterior analisis. En la figura 9 se muestran los materiales utilizados

durante el procedimiento de extraccion.
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Figura 9. Proceso de extraccion hormonal.

Antes de su analisis, los residuos secos procedentes de extractos vegetales y de
savia Xxilematica se resuspendieron en una disolucion de metanol al 10% en agua, éstos
ultimos afiadiendo un volumen adecuado de estdndar mix. Las soluciones resultantes se
filtraron a través de filtros de PTFE de 0.22 um de tamafio de poro (Scharlab, Barcelona,
Espafia). Los filtrados se transfirieron a viales cromatograficos para su analisis

instrumental.

3.4.2. Procedimientos cromatograficos y espectrometria de masas

Los contenidos hormonales se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion utilizando un UPLC™ Acquity (Waters, Milford, MA, EEUU) acoplado a un
analizador de triple cuadruplo MS/MS en tdndem mediante una interfaz ortogonal Z-
spray-electrospray (TQD, Micromass Ltd., RU). La separacion de las muestras se llevé a
cabo en fase reversa utilizando una columna Nucleodur C18 (50 x 2 mm i.d., 1.8 pm;
Macherey-Nagel, Duren, Alemania) y empleando un gradiente de metanol y agua (ambos
de grado LC/MS) suplementados con &cido acético a una concentracion a 0.1% a un flujo
constante de 0.3 mL/min, tal y como se describe en Durgbanshi et al. (2005). El gradiente
empleado partié de una proporcién metanol:agua 10:90 que se incrementd linealmente
hasta 80:20 en seis minutos. Tras 2-4 minutos, se recuperaron las condiciones iniciales,
hasta completar un andlisis de 10 min para cada muestra.

Los eluatos procedentes de la columna cromatografica fueron introducidos en un
espectrometro de masas de triple cuadruplo, como se ha destacado con anterioridad. Se
empled nitrogeno como gas de nebulizacion y de desolvatacion ajustando los flujos a 60
y 800 L/h. Durante los andlisis, la temperatura del gas de solvatacién y del bloque de
inyeccidn se mantuvo a 350 °C y 120 °C, respectivamente. El voltaje del capilar se fijo
en 3 kV. Para detectar e identificar las distintas hormonas se disefid un analisis
multirresidual (MRM) en modo de ionizacidon negativo que detecta cada uno de los

analitos segln su transicién especifica de id6n precursor a i6n producto. Para la
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cuantificacion de los niveles hormonales se utilizé una curva de calibracidén externa
elaborada con estandares puros de concentracion conocida. El procesado de los
cromatogramas se llevo a cabo empleando el paquete de MassLynx v4.1 (Micromass Ltd,
Manchester, RU).

3.5. Andlisis metabolomico: cromatografia de gases/espectrometria de masas
(GC/MS)

3.5.1. Proceso de extraccién y derivatizacion GC/MS

El perfilado de metabolitos primarios se llevd a cabo mediante cromatografia de
gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS). Para ello, tras el proceso de
extraccion es necesario realizar una posterior derivatizacion que incremente la volatilidad
de los compuestos.

Para la extraccion, se emplearon 5 mg de tejido liofilizado (hojas o raices) a los
que se afiadieron 50 pL de una solucién de ribitol en metanol a 1100 mg/L, a modo de
estandar interno, y 300 uL de metanol puro (grado LC-MS, Panreac, Barcelona, Espafia).
La mezcla se agitd vigorosamente y se incubO a temperatura ambiente en bafio de
ultrasonidos durante 10 minutos. A continuacion, se centrifugaron las muestras a 10000
rpm durante 10 minutos, tras los cuales se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo. Al
extracto metanolico, se afiadieron 200 pL de cloroformo y 400 puL de agua ultrapura y la
mezcla se agito vigorosamente. Seguidamente, se realiz6 una breve centrifuga a velocidad
méaxima tras la que se formaron dos fases, una inferior organica y una superior acuosa
que se recupero en un tubo nuevo. La fase acuosa se evapord a temperatura ambiente en
el Speed-Vac (Jouan, Saint HerblainCedex, Francia) hasta sequedad.

Para la derivatizacion, se afiadieron a cada muestra 50 puL de una solucion de
metoxamina a una concentracion de 1000 mg/L, disuelta en piridina. Las muestras se
agitaron vigorosamente hasta conseguir la completa disolucién del residuo seco tras lo
cual se incubaron a 30 °C durante 90 minutos en bloque seco termostatado. Transcurrido
dicho tiempo, se afnadieron 70 pL de metilsililtrifluoroacetamida (Macherey-Nagel,
Alemania), directo del preparado comercial, se volvieron a agitar bien las muestras y se
incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, se agregaron 20 pL de una solucion
de ésteres metilicos de acidos grasos (mezcla FAME C8-C24, Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafa) disueltos en piridina a una concentracion de 2200 mg/L como marcadores del

indice de retencion (RI1), mezclando bien de nuevo. Las muestras se pasaron a viales de
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cromatografia para inyectarlas en el equipo GC-MS (GCT, Micromass Ltd. Manchester,
Reino Unido).

3.5.2. Condiciones instrumentales para el analisis GC/MS

Los extractos derivatizados se inyectaron independientemente en un sistema GC-
MS compuesto por un cromatografo de gases equipado con un analizador de muestras y
un analizador de masas de tipo tiempo de vuelo (GCT, Micromass Ltd.) equipado con
una fuente de ionizacion de tipo impacto electrénico (El). La separacion de GC se realiz6
usando columna capilar BPX5 compuesta de un 5% de fenil polimetilsiloxano y con una
longitud de 30 m x 0.25 mm de diametro interno y un espesor de pelicula de 0.25 um
(SGE Analytical Science, Victoria, Australia). EI gradiente de temperatura se establecio
de la siguiente manera: empez6 con 80 °C durante 2 min tras los cuales se incrementd la
temperatura 10 °C min* hasta llegar a 325 °C para un tiempo de adquisicion total de 30
min. Las inyecciones de 1 pL de extractos de muestra se realizaron en modo split (1: 25)
a una temperatura de 250 °C. Como gas portador se us6 helio (99,999%; Praxair,
Valencia, Espafia) a un caudal constante de 2 ml min. La interfaz y las temperaturas de
la fuente se ajustaron a 325 °C y 250 °C, respectivamente. La velocidad de escaneo se
establecid en 5 escaneos s dentro de un rango de masa de 50 a 850 amu. Después de la
adquisicion, los archivos cromatograficos se convirtieron a NetCDF para su posterior

procesamiento.

3.5.3. Procesado de los datos GC/MS

Tras la conversion a NetCDF, los cromatogramas se extrajeron con el software
xcms (Smith et al., 2006) y posteriormente se procesaron con TargetSearch (Cuadros-
Inostroza et al., 2009) usando la base de datos de metabolitos del Max Planck Institute of

Moleclar Plant Physiology de Golm (disponible en http://www.mpimp-golm.mpg.de/).

Este software calcula el indice de retencidn (RI) para todos los compuestos en los
cromatogramas basados en los valores tabulados de RI para los componentes de la mezcla
de FAME y posteriormente, compara los RIs y los espectros de masas de cada compuesto
con aquellos existentes en las bases de datos. Las areas de los picos cromatograficos de
los metabolitos identificados se normalizaron respecto del area del pico correspondiente

al estandar interno (ribitol) y del peso de muestra empleado antes del analisis estadistico.
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3.6. Tratamiento estadistico

Para evaluar la significatividad de los resultados obtenidos se utilizaron diferentes
métodos estadisticos como la comparacion de medias utilizando el test de t-Student para
la comparacion de dos muestras estableciendo como significativos a nivel bajo valores de
p<0.05 y valores de p< 0.01 con significatividad elevada. Para la evaluacion méas de dos
muestras se realizaron anélisis de la varianza (Anova seguido del test de Duncan para la
separacion de medias). El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el paquete
informatico InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).
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4.1. Efectos del estrés por inundacion del sustrato

4.1.1. Parémetros fisico-quimicos

41.1.1.pH
En la figura 10 se muestran los valores medios, junto con su error, del valor de pH
del agua en la que estaban sumergidas las raices de plantas de Ailsa Craig y un mutante
de éste cultivar, flacca, sometidas al estrés por inundacion. En ella, observamos los
valores de pH tomados tras el inicio de la inundacion y a las 24 horas, coincidiendo dicha
medida con la realizacion de muestreos determinantes para realizar los analisis

bioquimicos y hormonales.
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Figura 10. Variacion del pH. La gréfica representa la variacion en
el tiempo del pH de cada genotipo (flacca y Ailsa Craig) sometidos
al estrés por inundacion. Los valores representan el valor promedio,
junto con el error, de las diferentes medidas tomadas de las muestras

sometidas al tratamiento de cada genotipo.

Tras observar la gréfica se puede ver como los dos genotipos se comportaron de
forma similar, ya que tras las 24 horas de inundacion se observé que el pH del agua
aumento ligeramente, pero de forma significativa. En flacca el aumento fue del 5% (8.30
frente a 7.88), mientras que en AC fue de un 4% (8.23 frente a 7.93).
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4.1.1.2. Concentracion de O»

En la figura 11 se representa la variacion de la concentracion de oxigeno
durante los dias de tratamiento por inundacién. De igual forma que en la figura 10, la
grafica muestra los valores medios de concentracion junto con su error. Estos
pardmetros se midieron al inicio y a las 24 horas tras la inundacion. Los valores del
dia inicial, medidos tras la inundacion, fueron significativamente mayores a los
medidos tras las 24 horas. En AC esta reduccion fue de un 25% (6.43 frente a 4.84
mg/L), mientras que en el genotipo mutante flacca fue un 30% (6.62 frente a 4.71
mg/L).
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Figura 11. Variacion de la concentracion de oxigeno. En la
grafica se observa la variacion en el tiempo de la concentracién
de oxigeno de cada genotipo tratado (flacca y Ailsa Craig),
expresada en mg/L y en ella se representan los valores promedio

de concentracion de cada genotipo.

4.1.2. Parametros de intercambio gaseoso

4.1.2.1. Tasa fotosintética neta (An)

En la figura 12 se muestran los resultados correspondientes a la tasa neta
fotosintética (An) de plantas de tomate utilizadas como control y sometidas al estrés
por inundacion. En el genotipo flacca, la inundacion del sustrato provocé un descenso
del 20% de la tasa fotosintética neta en relacion a las plantas control (116.44 frente a
93.18%) aunque los valores no difirieron de aquellos presentados por las plantas del

44



4. RESULTADOS

genotipo silvestre cultivadas en las mismas condiciones. Por el contrario, no se
observaron diferencias significativas entre plantas inundadas y control del genotipo
silvestre Ailsa Craig, siendo los valores control inferiores a los observados en el

mutante flacca.
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Figura 12. Tasa Fotosintética Neta (An). La figura muestra
los valores promedios de la tasa fotosintética junto con su
error, expresada en %, de los genotipos estudiados, tanto de
las plantas control como de las plantas sometidas al estrés
por inundacion (flacca y Ailsa Craig). Ademds, letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas,
segln el test de Duncan (p<0.05).

4.1.2.2. Tasa de transpiracion (E)

En la figura 13 se representa la tasa de transpiracion (E) durante el periodo
experimental. La inundacion del sustrato, provoco en AC un descenso de la tasa de
transpiracion (E) del 57% respecto a los valores control (3.46 frente a 1.62 mmol H20
m2 s1). Por el contrario, en flacca no se observaron diferencias significativas entre
plantas tratadas y control, siendo los valores control inferiores a los observados en el

mutante sometido a la inundacion.
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En general, las plantas inundadas de AC presentaron una disminucion de los
valores de E respecto del control y las plantas del mutante flacca, no. Ademas, se

observo que los valores de E de flacca fueron superiores en relacion a AC.
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Figura 13. Tasa de Transpiracién (E). La figura muestra los
valores promedios de la tasa de transpiracion, junto con su
error, expresada en mmol H,O m? s, de los genotipos
estudiados, tanto de las plantas control como de las plantas
sometidas al estrés por inundacion (flacca y Ailsa Craig).
Ademas, letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, segtn test de Duncan (p<0.05).

4.1.2.3. Conductancia estomatica (Gs)

En la figura 14 se representa la conductancia estomatica (Gs) durante el
periodo experimental. En general, la conductancia estomatica siguié un
comportamiento similar a la E.

La inundacion del sustrato, provocé una reduccion de Gs del 69% respecto a
los valores del control en el genotipo silvestre AC (0.09 frente 0.32 mmol m2st). Por
el contrario, en flacca no se observaron diferencias significativas entre plantas
inundadas y control, siendo los valores control inferiores a los observados en el
mutante sometido a inundacién, presentando, en conjunto, valores superiores al

genotipo AC.
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Figura 14. Conductancia estomatica (Gs). La figura muestra
los valores promedios de la conductancia estomatica, junto
con su error, expresada en mmol m? s, de los genotipos
estudiados, tanto de las plantas control como de las plantas
sometidas al estrés por inundacion (flacca y Ailsa Craig).
Ademas, letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, segtn test de Duncan (p<0.05).

4.1.2.4. Potencial hidrico foliar

En la figura 15 se presentan los resultados obtenidos para el potencial hidrico
(Whidgrico) en hojas de tomate durante el periodo experimental.

La inundacién del sustrato provoco, tanto en AC como en flacca, una ligera
reduccion del Whidarico cOn respecto a los valores control. También, se observéd que
existen variaciones significativas entre ambos genotipos sometidos al tratamiento, ya
que tras la inundacion, los valores de Phidrico de flacca fueron un 30% menores que
los de AC. Aunque, en general, los valores que presento flacca en ambos casos fueron

menores que en AC.
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Figura 15. Potencial hidrico (Whiarico). La figura muestra los
valores promedios del potencial hidrico, junto con su error,
expresada en MPa de los genotipos estudiados, tanto de las plantas
control como de las plantas sometidas al estrés por inundacion
(flacca y Ailsa Craig). Ademas, letras distintas indican diferencias

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

4.1.3. Paréametros bioquimicos

4.1.3.1. Concentracion de Prolina

En la figura 16 se muestra en el contenido de prolina en hojas y raices tras 24
horas de inundacion continua. EIl encharcamiento del sustrato no provoc6 ninguna
variacion significativa en la concentracion de prolina foliar y radicular.

En general, los valores de concentracion de prolina radicular fueron sutilmente
mayores que en hojas. Ademas, los valores de concentracion de prolina radicular de

flacca fueron ligeramente mayores a los de AC, aunque no de forma significativa.
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Figura 16. Concentracidn de Prolina Foliar (PA) y Radicular (PR) La
figura muestra los valores promedios de la concentracion de prolina
presente en hojas y raices, junto con su error estandar, expresada en
pmol Prolina/g material vegetal. En la grafica AC CT indica plantas
control del genotipo silvestre (Ailsa Craig) y AC ST indica las plantas
tratadas de dicho genotipo, FL CT indica plantas control del genotipo
mutante (flacca) y FL ST indica las plantas tratadas de flacca.
Ademas, letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas, segun test de Duncan (p<0.05).

4.1.3.2. Concentracion de MDA

El grado de dafio oxidativo generado por el tratamiento de inundacién se evalud
mediante la determinacion de la concentracion de MDA en el tejido foliar y radicular
(figura 17).

La inundacién del sustrato provoco un descenso de la concentracion foliar de
MDA en AC, siendo los niveles control un 21.5% mayores (192.42 frente a 151.13 nmol
MDA/g muestra). Por lo que respecta a flacca, no se observaron diferencias significativas
en cuanto a la concentracién de MDA, aungue en este caso la concentracién del genotipo
sometido a la inundacion fue ligeramente superior a los valores control.

El encharcamiento del sustrato no alter6 de forma significativa el contenido de

MDA en raices relacion a los valores control. En AC, los valores de concentracion fueron
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muy similares, mientras que en flacca, el genotipo sometido a la inundacion presento
valores de concentracion de MDA ligeramente superiores al control.

Para concluir, se destaca que el genotipo silvestre presentd, tanto en tejido foliar
como en radicular, valores de concentracion de MDA significativamente mayores que
flacca. En el tejido foliar, los valores control de MDA en flacca fueron un 40% menores
(192.42 frente a 118.93 nmol MDA/g muestra), mientras que en raiz este descenso fue
mas acusado y oscild alrededor del 70% (191.38 frente a 52.38 nmol MDA/g muestra).
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Figura 17. Concentracion de MDA Foliar (PA) y Radicular (PR). La
figura muestra los valores promedios de la concentracion de MDA
presente en hojas y raices, junto con su error, expresada en nmol
MDA/g muestra. En la grafica AC CT indica plantas control del
genotipo silvestre (Ailsa Craig) y AC ST indica las plantas tratadas
de dicho genotipo, FL CT indica plantas control del genotipo mutante
(flacca) y FL ST indica las plantas tratadas de flacca. Ademas, letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas, segun
test de Duncan (p<0.05).
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4.1.4. Contenido hormonal

4.1.4.1. Concentracion de ABA

La evolucion del contenido de ABA foliar, radicular y de la savia xilematica
se muestra en la figura 18. Como respuesta al encharcamiento del sustrato, la
concentracion de ABA enddgena foliar se incrementd de forma ligera en el genotipo
silvestre, mientras que en flacca los valores no se modificaron. En general, los valores
de concentracion en AC fueron significativamente superiores a los de flacca, como
cabia esperar.

En raices, la inundacion del sustrato provoc6 un descenso de la concentracién
de ABA alrededor del 80% respecto de los valores control en AC (394.50 frente 69.30
ng/g muestra). También en flacca disminuyeron los valores, pero las variaciones no
fueron significativas (figura 18b). Ademas, los valores control de concentracion de
ABA en AC fueron un 81% superiores a los de flacca (394.50 frente a 74.68 ng/g
muestra). En cambio, entre genotipos sometidos a inundacién no se observaron
diferencias, siendo los valores de concentracion de ABA enddgena muy similares.

En cuanto a la evolucion del ABA en la savia xilematica, se observé que su
comportamiento fue muy similar al de las hojas, ya que la inundacion provoc6 en AC
un aumento significativo del 90% en la concentracion de ABA con respecto a los
valores control (0.87 frente a 0.08 ng/g muestra), mientras que la inundacion en flacca
provoco un ligero aumento, aunque no significativo (figura 18c). Ademas, los valores
de concentracién del genotipo silvestre sometido a la inundacion fueron un 95%

superiores a los valores de flacca.
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Figura 18. Concentracién de ABA Foliar (a), Radicular (b) y Xilematico (c). La figura
muestra los valores promedios de la concentracion de ABA presente en hojas, raices y savia
xilemética, junto con su error, expresados en ng/g muestra. Ademas, letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segtin test de Duncan (p<0.05).

4.1.4.2. Concentracion de SA

En la figura 19 se presenta el contenido de SA foliar, radicular y de la savia
xilematica. La inundacion del sustrato no tuvo un efecto significativo sobre los niveles
de SA foliares, radiculares y xilematicos en AC o flacca, aunque la concentracion
foliar de esta fitohormona fue superior en el genotipo mutante (figura 19a). No
obstante, aunque no se detectaron diferencias significativas por la gran variabilidad
existente entre muestras, los resultados sugieren cierta acumulacion de SA en
respuesta a la inundacion en hojas de flacca y raices y savia xilematica de AC (figuras
193, 19b y 19¢).
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Figura 19. Concentracion de SA Foliar (a), Radicular (b) y Xilematico (c). La figura muestra

los valores promedios de la concentracion de SA presente en hojas, raices y savia xilematica,

junto con su error, expresados en ng/g muestra. Ademas, letras distintas indican diferencias

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

4.1.4.3. Concentracion de JA

La evolucion del contenido de JA foliar, radicular y de la savia xilematica se

muestra en la figura 20. Como respuesta al encharcamiento del sustrato, la concentracion

de JA endogena foliar de AC disminuyo un 63% con respecto a los valores control

(406.05 frente a 150.84 ng/g muestra), mientras que en flacca la inundacién provocé un

ligero aumento, aunque no significativo (figura 20a).

En raices, tras la inundacion el contenido enddgeno radicular de JA en ambos

genotipos disminuy0, pero Unicamente vario de forma significativa en AC, ya los valores

del genotipo inundado se redujeron un 79% con respecto a los valores control (1192.71

frente a 250.38 ng/g muestra). Los valores control en el genotipo silvestre fueron siempre

53



4. RESULTADOS

superiores a los de flacca, tanto en tejido foliar como en radicular, aunque tras el

tratamiento esta relacion cambi¢ (figura 20a y 20b)
En cuanto a la evolucion del JA en la savia xilematica, se observo que no habia

diferencias significativas entre las plantas control y las tratadas (figura 20c).
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Figura 20. Concentracion de JA Foliar (a), Radicular (b) y Xilematico (c). La figura muestra
los valores promedios de la concentracién de SA presente en hojas, raices y savia xilematica,
junto con su error, expresados en ng/g muestra. Ademas, letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segin test de Duncan (p<0.05).

4.1.4.4. Concentracion de JA-ile
En la figura 21 se presenta el contenido de JA-Ile foliar, radicular y de la savia
xilematica. Como respuesta al encharcamiento del sustrato, la concentracion de JA-Ile
enddgena foliar de flacca aumentd un 95% con respecto a los valores control (792.22

frente a 35.94 ng/g muestra), mientras que en AC no hubo variaciones significativas tras
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el tratamiento. Ademas, como respuesta a la inundacion, los valores de JA-lle que
presento flacca fueron un 97% superiores a los de AC.

En cuanto a la concentracion enddgena de JA-lle en raices no se observaron
variaciones significativas entre genotipos ni entre tratamientos, aungque en ambos casos
se intuye que el contenido en JA-lle en las plantas tratadas fue inferior a los valores
obtenidos en las plantas control. En savia xilematica, aunque no se detectaron variaciones
significativas entre plantas control e inundadas debido a la variabilidad existente entre
muestras, los resultados sugieren valores basales elevados en flacca (alrededor de 10

veces) que el tratamiento de inundacion redujo en mas de un 90% (figura 21c).
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Figura 21. Concentracién de JA-lle Foliar (a), Radicular (b) y Xilematico (c). La figura
muestra los valores promedios de la concentracion de JA-lle presente en hojas, raices y savia
xilematica, junto con su error, expresados en ng/g muestra. Ademas, letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segun test de Duncan (p<0.05).
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4.1.4.5. Concentracion de OPDA

La evolucion del contenido de acido 12-oxofitodienoico (OPDA) foliar, radicular
y de la savia xilematica se muestra en la figura 22.

El estrés por inundacion no tuvo un efecto claro sobre los niveles de OPDA en
hojas, aunque los resultados sugieren cierta acumulacion en respuesta al encharcamiento
en el genotipo flacca (figura 22a). En raices se observa que tiene un comportamiento
similar al JA (figura 22b), ya que, en ambos genotipos tras la inundacion, disminuye la
concentracion de dicha hormona. En savia xilematica, si se observaron diferencias
significativas entre plantas control e inundadas de AC, constatdndose un incremento de
los niveles de OPDA de un 31% respecto de valores control (0.02 frente a 0.01 ng/g

muestra) (figura 22c).
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Figura 22. Concentracion de OPDA Foliar (a), Radicular (b) y Xilematico (c). La figura
muestra los valores promedios de la concentracion de OPDA presente en hojas, raices y savia
xilematica, junto con su error, expresados en ng/g muestra. Ademas, letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas, segin test de Duncan (p<0.05).
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4.1.5. Analisis metabolémicos

En general, las rutas metabdlicas que se vieron afectadas de forma predominante
tras el encharcamiento del sustrato fueron aquellas implicadas en el metabolismo
energético y de aminoacidos. Los metabolitos que se alteraron como respuesta a la
inundacion en parte aérea y radicular fueron diferentes. Las figuras 23a 'y 23b representan
un diagrama de Venn donde se observa aquellos metabolitos inducidos y reprimidos

propios de cada genotipo, asi como aquellos que se comparten como respuesta al estrés.

a)
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5 46
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Figura 23. Diagramas de Venn que representan las sefiales diferenciales
analizadas exclusivas y compartidas por ambos genotipos en parte aérea (a) y
raices (b). El solape de las figuras representa los compartidos, el circulo naranja
representa los metabolitos de AC mientras que el circulo azul representa los de

flacca.

En plantas de AC, se identificaron cerca de 1006 analitos, de los cuales
unicamente fueron significativos 5 como se muestra en la tabla 1, cuatro de ellos
regulados de forma negativa respecto del control. En la figura 24 se observa un grafico
circular que representa los porcentajes asociados con la regulacion de los metabolitos. De
éstos, se identificaron aminoacidos como la serina, implicado en la sintesis y en el
metabolismo de aminoacidos, en la sintesis de lipidos de membrana y de metabolitos
secundarios (KEGG, 2018). Por otro lado, algunos compuestos de caracter glucidico,

como la lactulosa y el eritritol, también se redujeron tras la inundacién. Ademas, se
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destaca que dos compuestos fendlicos implicados en la sintesis de lignina, se comportaron

de diferente forma. El &cido sin&pico se redujo en relacion a los valores control, mientras

que el coniferil aldehido se acumul6 considerablemente.

M Sefiales inducidas

Sefiales reducidas

80%

Figura 24. Sefales diferenciales en respuesta al

estrés por inundacion en parte aérea de plantas de

tomate var. Ailsa Craig.

Tabla 1. Compuestos cuyos niveles se vieron reducidos e inducidos en respuesta al estrés por inundacién en

parte aérea de plantas de tomate var. Ailsa Craig.

Nombre del Fold T|p(3 de Tipo de Ruta Ruta metabélica
componente change  sefial compuesto
A(.:'d,o.c's' 0.15 Reducida Compu_esto l\/_letabollsmo Biosintesis de lignina
sinapico fenolico fenilpropanoides
Metabolismo Metabolismo glicina,
Serina 0.20 Reducida Aminoacido S treonina, serina, cisteina y
aminoacidos .
metionina
Esfingosina 0.36 Reducida Esfingolipido Metabolismo lipidos Metapohsmo_ de los
esfingolipidos
Eritritol 0.62 Reducida Polialcohol _I\/Ietaboh_sm_o Biosintesis de terpenos
intermediario
Conlf?rll 3.00 Inducida Compqesto I\/_Ietabollsmo Biosintesis de lignina
aldehido fendlico fenilpropanoides

En raices, se identificaron un total de 19 metabolitos diferenciales (figura 25), la

mayoria de ellos inducidos, como se muestra en la tabla 2, entre los que destacamos

compuestos fenilpropanicos como él &cido cis-sinapico y el cis-cafeico implicados en la

sintesis de ligninas asi como otros compuestos con papel protector, en la misma linea se

observo un incremento en los niveles de triptéfano, aminoéacido implicado en la sintesis

de compuestos inddlicos incluyendo las

auxinas. Ademads, se acumularon otros

compuestos implicados en la sintesis de acido ascorbico (el acido galactonico y el acido

trednico). Los metabolitos reducidos incluyeron varios compuestos de caracter lipidico y
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un metabolito implicado en el metabolismo de la tirosina (3,4-hidroxifenilglicol aldehido)

(KEGG, 2018).

M Sefiales inducidas

Sefiales reducidas

Figura 25. Sefiales diferenciales en respuesta al

estrés por inundacién en raices de plantas de tomate

var. Ailsa Craig.

Tabla 2. Compuestos cuyos niveles se vieron reducidos e inducidos en respuesta al estrés por inundacién en

raices de plantas de tomate var. Ailsa Craig.

Nombre del componente Fold T|p~o de Tipo de Ruta Ruta metabdlica
change  sefial compuesto
Acido itaconico 258  Inducida Acido graso Metabolismo de  Metabolismo acidos
lipidos grasos
Acido treonico 14146.87 Inducida A(E'd.o Me'gabt_)llsmo Blosmtgsm_ L
organico antioxidante ascoérbico
o . Compuesto Metabolismo T
Acido cis- sinpico 10.47  Inducida fenélico fenilpropanoides Biosintesis lignina
Acido 8-amino-octanoico  3.39 Inducida A(E'd.o Metat,Jo_Ilsmo de Biosintesis acidos
organico lipidos grasos
_ AC'.dO 2- . 3.65 Inducida  Acilglicerol Metapo_llsmo de Vetabolismo butanoato
dihidroxibutanoico lipidos
N-butanol-homoserina 1366  Inducida Acilglicerol Metapo_llsmo de Biosintesis de &cidos
lactona lipidos grasos
Prolina 1.35 Inducida  Aminoécido Me’_[abqh_smo \/Ietabollsmq arginina y
aminodcidos prolina
Triptéfano 4.68 Inducida  Aminoécido Me'_[abgh_smo S|nte5|_s d? (_:ompuestos
aminodcidos indélicos
2-aminofenol 2.73 Inducida Compu_esto MeFab(,)h_s mo Vetabolismo triptéfano
fendlico aminoacidos
Acido cis-cafeico 69.55 Inducida Compqesto Metabollsmo Biosintesis de lignina
fendlico fenilpropanoides
. Acido 3- . 3.35 Inducida C_ompu_esto MeFab(,)h_smo Vetabolismo triptéfano
indolenolacetaldehido inddlico aminodcidos
Acido 3- 313 Inducida Compuesto Metabolismo Biosintesis de
indolacetonitrilo ’ inddlico intermediario fitoalexinas
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Compuesto  Metabolismo acidos Biosintesis de adenina

Purina 1.75 Inducida . ; .
nitrogenado nucleicos y guanina

Dihidroesfingosina 53.39 Inducida  Esfingolipido Metabolismoide Blebalisaidelios

lipidos esfingolipidos
2-deoxiribosa 5.67 Inducida Glucido Metabql ISMOo Ruta pentosa fosfato
energeético
Acido galactonico 7.68 Inducida Glucido Metabqh_smo Blosmtes,ls ‘.je acido
energeético ascorbico
Dodecano 0.60 Reducida  Acilglicerol Metallpo_llsmo de Biosintesis de acidos
ipidos grasos
3,4d|h|droxy]‘en|lgl|col <0.001 Reducida Catecolamina Me;abtl)h_smo Metabolismo tirosina
aldehido aminoacidos
Estigmasterol 0.003 Reducida Esterol Metabolismo de  Biosintesis metabolitos

lipidos secundarios

Por otra parte, en el caso de flacca, se analizaron la misma cantidad de metabolitos
que en plantas silvestres de Ailsa Craig, pero hubo muchos mas metabolitos significativos
en relacion al control, tanto en parte aérea como en raices. En parte aérea, se identificaron
un total de 46 compuestos, de los cuales la mayoria se indujeron en respuesta al
encharcamiento y tan solo uno se vio reducido respecto de valores control (figura 26),
que fue identificado como glicerol, un polialcohol implicado en la gluconeogénesis y
glucdlisis. El resto de metabolitos (tabla 3), que presentaron valores de concentracion
superiores en plantas encharcadas, fueron intermediarios del metabolismo de la tirosina
(&cido indol 3-lactico y &cido 3-(4-dihidroxifenil) lactico como compuestos inddlicos, el
primero de éstos implicado también en el metabolismo del triptéfano; el 3-iodo-tirosina
y acido 2-amino-3(4-hidroxifenil) propanoico; la tiramina y el acido 3-hidroxifenil
acetico derivado de ésta) y, los acidos fendlicos quinico y shikimico, precursores de
aminoacidos indolicos y aromaticos. En paralelo, el 3-indol-pirtvico, 3-indol-
acetaldehido, el 5-hidroxitriptofano y el propio triptéfano también presentaron valores
superiores en hojas de plantas sometidas a inundacién, indicando una fuerte activacion
del metabolismo secundario. Otros aminoacidos a destacar por su sobreacumulacion
fueron los aminoacidos fenilalanina, histidina, lisina, glicina, serina, treonina, valina,
leucina, isoleucina, alanina, glutamato y aspartato y diversos compuestos de caracter
glucidico (glucosa, 2-amino-2-deoxi-glucosa, 1-O-metil-a-D-glucopiranosa, 1,6-
dehidro-B-D-glucosa, gulosa y lixosa), dentro de este grupo, se resaltan la ribosa 5-fosfato
por su papel en la sintesis de nucleétidos (tal y como respalda la acumulacion paralela de
adenosina 5-monofosfato) y la ribulosa 5-fosfato, como sustrato principal en el ciclo de

Calvin, sugiriendo cierta capacidad fotosintética en este genotipo. Por otra parte, algunos
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compuestos lipidicos como los &cidos grasos tetradecanoico, docosanoico Yy

nonadecanoico vieron sus niveles incrementados en respuesta al encharcamiento del

sustrato.

2%

M Sefiales inducidas

Sefiales reducidas

Figura 26. Sefales diferenciales en respuesta al
estrés por inundacion en parte aérea de plantas de

tomate del mutante flacca (var. Ailsa Craig).

Tabla 3. Compuestos cuyos niveles se vieron reducidos e inducidos en respuesta al estrés por inundacién en

parte aérea de plantas del mutante flacca (var. Ailsa Craig).

Nombre del Fold T|p9 de Tipo de Ruta Ruta metabélica
componente change sefial compuesto
Acido tetradecanoico 2.70 Inducida Acido graso Metapo_llsmo de Biosintesis de acidos grasos
saturado lipidos
- s . Biosintesis de acidos grasos
Audo_ 2.90 Inducida AT TS Metal?o_llsmo e insaturados; sintesis de cutina,
docosanoico saturado lipidos :
suberina y ceras
Acido nonadecanoico 1.51 Inducida Acido graso Metapo_llsmo de Biosintesis de acidos grasos
saturado lipidos
Acido 2-metil-maélico 101 Inducida  Acido organico Metabolismo de  Biosintesis valina, leucina,
(citramalato) ‘ g aminoacidos isoleucina
Acido quinico 2.82 Inducida  Acido organico Meta_boI!sr_no de Biosintesis de fenilalanina,
aminoacidos tript6fano y tirosina
Acido shikimico 346  Inducida Acido organico ol 6 2o b T,
aminoacidos triptofano y tirosina
. AC'ij . 2.92 Inducida  Acido orgénico Metqbopsmo de Reacciones de 6xido-reduccion
isoascdrbico antioxidantes
S,erplaldehltljo. 2.60 Inducida  Acido orgénico Metabqll_smo Glucolisis
del &cido tartronico energético
Acido tartarico 3.10  Inducida Acido organico Metabolismo Glucolisis
energético
Acido 2-oxogluconico  4.51  Inducida Acido organico W ol [ Ruta pentosa fosfato
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Acido 3-
oxalomalico

Acido subérico

Prostaglandina E2

Acido
5- aminolevulinico

Acido pantoténico

Acido nicotinico

Acido-4-piridoxico

Asparragina
Acido 2-amino-3(4-
hidroxifenil)
propanoico

Cistationina

Lisina
Acido 2-
ciclohexilamino-
etanosulfonico

Histidina

3-iodo-tirosina

5-hidroxitriptofano

Triptofano

Acido 3-(2-hidroxifenil)
propanoico

Acido 3-
(4-dihidroxifenil)
lactico

Acido hidrocafeico

1.94

2.02

1.63

1.89

2.05

2.46

6.79

3.23

2.07

1.73

4.28

211

2.73

3.83

1.80

2.57

2.84

1.92

2.61

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Inducida

Acido orgénico

Acido organico

Acidos grasos

Acidos grasos

Amida

Amina

Amina aromatica

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico
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Metabolismo
energeético

Metabolismo
intermediario
lipidos

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoéacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminodacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminodacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminodacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo

‘enilpropanoides

4. RESULTADOS
Metabolismo del glioxilato y
dicarboxilato

Metabolismo de acidos
organicos y lipidos

Metabolismo de Metabolismo de acidos grasos

poliinsaturados

Biosintesis de clorofila

Biosintesis de metabolitos
secundarios

Biosintesis de metabolitos
secundarios

Metabolismo de la glicina 'y
serina

3iosintesis alanina, aspartato y
glutamato

Biosintesis tirosina

Biosintesis lisina, serina y
treonina

Biosintesis lisina
Metabolismo del sulfuro
Metabolismo histidina;
biosintesis de metabolitos
secundarios
Metabolismo tirosina
Metabolismo tript6fano
Metabolismo triptéfano
Metabolismo fenilalanina

Metabolismo tirosina

Biosintesis lignina
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AER0- -8 il 4.25 Inducida Glucido alelEy Biosintesis de pectinas
galacturénico energético
) Metabolismo Interconversion pentosa-
Acido glucurdnico 2.08 Inducida Glicido o glucuronato; metabolismo
energeético . . o
aminoazucares y nucle6tidos
B-D-alosa 3.17  Inducida Glicido Metabql ISMO" " jetabolismo fructosa y manosa
energético
L,6-Anhydro 240 Inducida  Glucido ~ Metabolismo Glucolisis
-B-D-glucosa energetico
1-O-metil-a.-D- 2.90 Inducida Glucido Metabql ISMo Glucolisis
glucopiranosa energeético
Gulosa 3.68  Inducida Glucido Metabql ISmo Glucolisis
energético
2N 2. 494 Inducida  Glicido ~ Metabolismo Glucolisis
deoxi-glucosa energético
D-glucopiranosa 6.34  Inducida Glucido Metabql ISmo Glucdlisis
energético
Eritrosa 2.05 Inducida Glucido Metabql ISMo Ruta pentosa fosfato
energeético
Lixosa 2.75  Inducida Glucido Metabql ISMo Ruta pentosa fosfato
energético
Ribulosa-5-fosfato 2.21  Inducida Glucido Metabql ISMO Ruta pentosa fosfato
energeético
Ribosa-5-fosfato 4.40  Inducida Glucido Metabql ISMo Ruta pentosa fosfato
energético
2 DTG TITEEE] - 2.09  Inducida Glicido il [ Sintesis de ATP/ADP
(1,2) a-D-manopiranosa energetico
Isomaltosa 2.49  Inducida Glucido Metabql ISmo Sintesis de ATP/ADP
energético
myo-inositol 2.15 Inducida Polialcohol Metabql ISMO SlEss 6o Ll €2
energético membrana
Secologanina 1.66  Inducida Terpenoide Metak,)o_llsmo de Sintesis .d(? compuestos
lipidos lipidicos
Glicerol 0.003 Reducida Polialcohol Metabql MO Glucolisis y gluconeogénesis
energético

En cuanto a los metabolitos identificados en raices, 118 presentaron diferencias
significativas, la mayoria (un 75.4%) presentaron niveles reducidos respecto de los

valores control como se observa en la figura 27. Dentro de las sefales reguladas
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positivamente encontramos una mayoria de compuestos glucidicos de los que destacan la
rafinosa, por su papel en defensa frente al estrés abiotico (Hernandez, 2014) y la sacarosa,
como metabolito de transporte de carbohidratos en los vegetales. Ademas, el &cido 1,4-
lactona galacturonico cuyos niveles también incrementaron en respuesta al
encharcamiento, participa en la interconversion pentosa-glucuronato y en el metabolismo
del almidon respectivamente, apoyando la movilizacion de reservas en respuesta al estrés.
Se observd también una acusada acumulacion de fructosa, implicada también en la
sintesis de sacarosa. Por otra parte, la acumulacion de los &cidos 1,4-lactona-glucarico,
glucuronico, el 2-amino-2-deoxi-gluconico, 2-oxoglucénico e isoascorbico, sugiere la
induccion de la sintesis de &cido ascorbico, metabolito clave en la defensa frente al estrés
oxidativo. Se observaron una serie de compuestos lipidicos sobreacumulados (acidos
palmitoico y tetradecanoico, esfingosina y dihidroesfingosina).

De igual manera que en hojas, se observé la acumulacion de acido 4-hidroxifenil
piravico, sugiriendo una activacion del metabolismo secundario especialmente la ruta de
compuestos indolicos y fenilpropanoides, tal y como respalda la acumulacion de acido
indolacético, 3-indolacetonitrilo, cis-cafeico y el coniferil aldehido. A este respecto, es
destacable la acumulacion de acido indolacético y t-zeatina, dos hormonas vegetales
implicadas en el crecimiento vegetal. En experimentos previos realizados en citricos, se
observo la acumulacion de auxinas en raices sometidas a inundacion prolongada (Arbona
y Gomez Cadenas, 2008).

Por lo que respecta a las sefiales reguladas de forma negativa o reducidas respecto
del control, la mayoria de metabolitos identificados estan relacionados con el
metabolismo de aminoacidos (tabla 4). Algunos &cidos organicos como el acido
fenilpiravico y el antralinico estan implicados en la biosintesis de fenilalanina, tirosina y
triptéfano; el acido 2-pirrol carboxilico participa en el metabolismo de la arginina y
prolina; el acido 1-amino-ciclopropano-I-carboxilico es el precursor del etileno y deriva
del aminoacido metionina; el acido maleico y acetoacético estan implicados en el
metabolismo de la tirosina, pero el acetoacético también interviene en el metabolismo de
la lisina, valina, leucina e isoleucina. Ademas, el acido 2-oxovalérico participa en el
metabolismo de los dltimos tres aminodcidos destacados anteriormente. Otros
metabolitos que intervienen en el metabolismo de aminoécidos son la histamina,
histidina, histinidol y N-formil-L-aspartato, que participan en el metabolismo de la
histidina y en la sintesis de metabolitos secundarios. También intervienen otros

aminoéacidos o derivados, tales como la prolina y la 3-hidroxiprolina (cis y trans); la 3-5-
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iodo-tirosina, el &cido rosmarinico, 3-hidroxifenil acético y el 3,4-hidroximandélico que
también participan en el metabolismo de la tirosina. Ademas, el acido 3-hidroxifenil
acetico, aunque este ademas participa en el metabolismo de la fenilalanina, igual que la
2-fenil acetamida. Asimismo, la sacaropina participa en el metabolismo de la lisina y en
la biosintesis de metabolitos secundarios; la metil-selenocisteina participa en el
metabolismo de los compuestos selénicos; el 2-aminofenol interviene en el metabolismo
del tript6fano; la cisteinilglicina en el metabolismo del glutation. Por otra parte, en cuanto
a los metabolitos que participan en el metabolismo energético, la reduccion de éstos sigue
la misma tendencia en todos los casos (Tabla 4), ya que en el caso del acido piravico,
fosférico, dimetilsuccinico, glicerol-2-fosfato, etc. presentan niveles de reduccion muy
similar, compatibles con la reduccion del metabolismo energético por la falta de Oa.
Ademas, también se regularon de forma negativa algunos metabolitos intermediarios
incluyendo algunos terpenoides y flavonoides (hesperetina, eriodictol y quercitina),
alcaloides y algunos acidos organicos como el acido gélico, maleamico y 1,5-lactona

mevalonico, implicado en la sintesis de terpenoides.

75%

M Sefiales inducidas

Sefiales reducidas

Figura 27. Sefiales diferenciales en respuesta al
estrés por inundacién en raices de plantas del mutante

flacca (var. Ailsa Craig).
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Tabla 4. Compuestos cuyos niveles se vieron alterados en respuesta al estrés por inundacién en raices de plantas

de tomate del mutante flacca (var. Ailsa Craig).

Nombre del Fold Tipo de Tipo de Ruta Ruta metabdlica
componente change sefial compuesto
Acido palmitoico 5.74 Inducida Acido graso Metabolismo de  Biosintesis acidos grasos
insaturado lipidos
Acido tetradecanoico 6.65 Inducida AERE IEs0 Metapo_hsmo e Biosintesis acidos grasos
saturado lipidos
Acido isoascorbico 2.87 Inducida Acido Metabolismo Reacciones de oxido-
organico antioxidante reduccion
) ) Biosintesis fenilalanina,
Acido 4-hidroxifenil . Acido Metabolismo tirosina y triptéfano;
L 43.77 Inducida - L g
pirdvico organico aminoacidos biosintesis ubiquinonas y
otras quinonas terpénicas
Acido 2- 3.65 Inducida Acido Metabolismo Ruta pentosa fosfato
oxogluconico orgénico energetico
Acido 2-metil citrico 12.43 Inducida Acido Metabolismo Metabolismo del
organico intermediario propanoato
Asparragina 7.12 Inducida Aminoécido Metabolismo Biosintesis alanina,
aminoacidos aspartato y glutamato y de
metabolitos secundarios
Dihidroesfingosina 8.44 Inducida Compuesto Metabolismo de Metabolismo de los
fendlico lipidos esfingolipidos
Acido cis-cafeico 50.37 Inducida Compuesto Metabolismo Biosintesis de
fendlico fenilpropanoides fenilpropanoides
Acido 3- 9.44 Inducida Compuesto Metabolismo Biosintesis de fitoalexinas
indolacetonitrilo Inddlico intermediario
Acido 3-indolacetico 5.73 Inducida Compuesto Metabolismo Sintesis de auxinas
Indélico intermediario
Guanosina 5.69 Inducida (?ompuesto , Metabollsmo Metabolismo purina
nitrogenado  &cidos nucleicos
7,8-dihidroneopterina 4.46 Inducida C_:ompuesto _Metaboh_srr_lo B_|95|ntes!s _de folla}to
nitrogenado intermediario (anion del &cido folico)
Metanefrina 279 Inducida (_Zompuesto _Metaboll_smo Biosintesis de m_etabolltos
nitrogenado intermediario secundarios
Compuesto Metabolismo Biosintesis de zeatina;
Trans-zeatina 3.24 Inducida -0mp . o biosintesis de hormonas y
nitrogenado intermediario . .
metabolitos secundarios
Esfingosina 2.68 Inducida Esfingolipido Metapo_llsmo ge Metat_)ollsrpo_ de los
lipidos esfingolipidos
Coniferil aldehido 5.64 Inducida Compqesto I\/_Ietabollsmo Biosintesis de lignina
fendlico fenilpropanoides
Audo—l,fl—_lactona 540 Inducida Glicido Metabqll_smo Biosintesis de ascorbato y
glucérico energetico aldarato
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1,0-metil-a- 2.50 Inducida Gltcido Metabolismo Glucolisis
glucopiranosa energetico
2-amino-2-deoxy 347 jngycida Glicido e Glucélisis
glucosa energético
Gulosa 8.66 Inducida Glicido Metabolismo Glucolisis
energético
Interconversion pentosa-
Acido glucurénico 5.20 Inducida Glucido Metabql[smo glucuropato, rpetabohsmo
energético aminoazucares y
nucleétidos
Rafinosa 3.37 Inducida Glucido Metabql[smo Metabolismo galactosa
energético
Acido galactonico 9.61 Inducida Glucido Metabqli_smo Metabolismo galactosa
' energético
Acido -1,4-lactona 8.61 Inducida Glucido Metabolismo Metabolismo galactosa;
galacturénico energeético Interconversién pentosa-
glucuronato
Metabolismo Metabolismo galactosa;
Sacarosa 10.18 Inducida Glucido " metabolismo del almidén y
energético
sacarosa
Fructosa 23.21 Inducida Glucido Metabolismo Metabolismo manosa y
energético galactosa; metabolismo del
) almidon y sacarosa
Acido 2-amino-2- 6.67 Inducida Glucido Metabolismo Ruta pentosa fosfato
deoxy glucénico energético
a-D-manopiranosil- :
(1,2) -D- 2406  Inducida Glicido Metabolismo — ovocic de ATP/ADP
: energético
manopiranosa
Sorbitol 18.76 Inducida Polialcohol Metabql[smo Metabolismo fructosa,
energético manosa y galactosa
. Metabolismo cisteina y
Acido 4-metiltio-2- . - Meta}b_ohsmo &2 metionina; Biosintesis de
0.51 Reducida Acido graso lipidos y -
oxobutanoato PR glucosinolatos y
aminoacidos : q
metabolitos secundarios
5,6-B-epoxicolesterol 0.54 Reducida A?.'do graso Metapo_llsmo de Biosintesis acidos grasos
poliinsaturado lipidos
Acido eicosanoico 0.43 Reducida Acido graso Metapo_llsmo de B|05|n§e5|s acidos grasos
saturado lipidos insaturados
Acido fosférico 051 Reducida _ Ac[dc_) Metabqll_smo Fosforllamqn ox_ldatlva;
inorganico energético Fotosintesis
< . . Metabolismo pirimidina,
3-ureidopropionato 0.40 Reducida A(,:'d.o !\/I_etabohsmp e biosintesis de CoA 'y
orgénico acidos nucleicos
pantotenato
Acido fenilpirdvico 0.54 Reducida A(/:|d_0 Metqbolllsmo de B|<_)5|n_te3|s fe_nllglamna,
organico aminoacidos tirosina y triptéfano
Acido antralinico 0.46 Reducida A?'d.o Me_tabgll_smo Blc_)sm_te5|s fe_nlle,llanma,
organico aminodcidos tirosina y triptéfano
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1-amino-
ciclopropano-1-
carboxilico

Acido 2- pirrol
carboxilico

Acido maleico

Acido acetoacético

Acido 2-oxovalerico

Trietanolamida
Fosfomicina
Acido pirtvico

Acido 1,4-lactona
lixénico

Glicerol 2-fosfato

2-oxoglutarato

Acido 2,2-
dimetilsuccinico

Acido 1,4- dihidroxi-
2-naptoico

Acido 1,5-lactona
mevalonico

Acido galico

Acido maledmico

5,6 dimetil
benzidimidazol

Dodecano

0.51

0.28

0.47

0.43

0.57
0.52

0.39

0.47

0.57

0.48

0.39

0.42

0.52

0.48

0.50

0.42

0.49

0.52

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida
Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Acido
organico
Acido
organico
Acido
organico
Acido
organico
Acido
organico
Acido
organico
Acido
orgénico
Acido
organico
Acido
organico

Acido
organico

Acido
organico

Acido
organico
Acido
organico
Acido
organico

Acido
organico

Acido
organico

Acido
organico

Acilglicerol
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Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminoéacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo de
lipidos

Metabolismo
energetico

Metabolismo
energeético

Metabolismo
energeético

Metabolismo
energético

Metabolismo
energetico y de
aminodcidos

Metabolismo
energético y de
aminoacidos

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo de
lipidos
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Metabolismo cisteina y
metionina

Metabolismo de la
arginina y prolina

Metabolismo tirosina

Metabolismo tirosina,
lisina, valina, leucina e
isoleucina

Metabolismo valina,
leucina e isoleucina

Metabolismo
glicerofosfolipidico

Glucolisis

Glucdlisis; ruta pentosa
fosfato; ciclo de Krebs

Interconversion pentosa-
glucuronato, metabolismo
ascorbato y aldarato

Metabolismo
glicerofosfolipidico

Ciclo de Krebs; biosintesis
de arginina y lisina;
metabolismo alanina,
aspartato, glutamato,
glutamina e histidina

Ciclo de Krebs;
fosforilacion oxidativa;
metabolismo alanina,
aspartato, glutamato,
tirosina y fenilalanina

Biosintesis de ubiquinonas
y otras quinonas terpénicas

Biosintesis metabolitos
secundarios

Degradacion del
aminobenzoato; biosintesis
de fenilpropanoides

Metabolismo de la nicotina
y nicotinamida

Metabolismo de las
riboflavinas

Biosintesis acidos grasos



Pentadecano

Acido 2-
dihidroxibutanoico
Acido 4-
hidroxibutanoico

Acido metil
jasménico

Senecionina

Alstonina

Histamina

Piridoxal-5-
monofosfato

Treonina

Cis 3-hidroxiprolina

Ciclo-serina

Glutamina

Trans-3-
hidroxiprolina

Prolina
Acido
cisteinosulfinico
N-formil-metionina
Metionina

N-acetil metionina

Homocisteina

0.52

0.54

0.43

0.39

0.41

0.40

0.35

0.51

0.51

0.53

0.55

0.48

0.46

0.52

0.45

0.49

0.36

0.52

0.36

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Acilglicerol
Acilglicerol

Acilglicerol

Acilglicerol

Alcaloide

Alcaloide

Amina

Amina
aromatica

Aminoéacido

Aminoéacido

Aminoéacido

Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoacido
Aminoéacido
Aminoacido

Aminoacido
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Metabolismo de

lipidos

Metabolismo de

lipidos

Metabolismo
intermediario

Metabolismo de

lipidos

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
antioxidante

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminodacidos

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminodacidos

Metabolismo
aminoacidos
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Biosintesis acidos grasos

Metabolismo butanoato

Metabolismo butanoato

Metabolismo del acido
linolénico; biosintesis de
metabolitos secundarios

Biosintesis de alcaloides
derivados de la ornitina,
lisina y acido nicotinico

Biosintesis de alcaloides
inddlicos

Metabolismo de la
histidina; biosintesis de
alcaloides derivados de la
histidina y purina

Metabolismo tiamina

Biosintesis de valina,
leucina e isoleucina;
metabolismo glicina, serina
y treonina

Metabolismo arginina y
prolina

Metabolismo arginina y
serina

Metabolismo de la alanina,
aspartato, glutamato,
glutamina
Metabolismo de la
arginina y prolina

Metabolismo de la
arginina y prolina

Metabolismo de la cisteina
y metionina

Metabolismo de la cisteina
y metionina

Metabolismo de la cisteina
y metionina

Metabolismo de la cisteina
y metionina

Metabolismo de la cisteina
y metionina



2-fenil acetamida

Alotreonina

N,N-dimetilglicina

Serina

Sacaropina

Trans-3-
hidroxiprolina

N-formil-L-aspartato
Histinidol
Histidina

3,5- diodo tirosina

Metilseleno cisteina

Acido 3,4-dihidroxi
mandelico

Acido rosmarinico

2- aminofenol

Acido 2-cis-
metoxicinnamico

Acido 2-trans-
metoxicinnamico

Acido 2,5-
dimetoxitrans
cinamico

Piceatanol

Citosina

Uracilo

B-alanina

0.46

0.22

0.36
0.48

0.39

0.46

0.51

0.56

0.59

0.53

0.45

0.53

0.51

0.50

0.50

0.51

0.54

0.50

0.47

0.43

0.51

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida
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Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Aminoéacido
Aminoacido

Aminoéacido

Aminoacido

Catecolamina

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
fendlico

Compuesto
nitrogenado

Compuesto
nitrogenado

Compuesto
nitrogenado
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aminoéacidos

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo

aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
aminodcidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
aminoacidos

Metabolismo
fenilpropanoides

Metabolismo
fenilpropanoides

Metabolismo
fenilpropanoides

Metabolismo
intermediario

Metabolismo de
acidos nucleicos

Metabolismo de
acidos nucleicos

Metabolismo
aminoacidos
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Metabolismo de la
fenilalanina

Metabolismo de la glicina,
serina y treonina

Metabolismo de la glicina,
serina y treonina

Metabolismo de la glicina,
serina y treonina

Metabolismo de la lisina;
biosintesis de metabolitos
secundarios
Metabolismo de la
arginina y prolina

Metabolismo histidina

Metabolismo histidina

Metabolismo histidina

Metabolismo tirosina

Metabolismo de
compuestos selénicos

Metabolismo tirosina

Metabolismo tirosina

Metabolismo triptéfano

Biosintesis de
fenilpropanoides

Biosintesis de
fenilpropanoides

Biosintesis
fenilpropanoides

Biosintesis metabolitos
secundarios

Metabolismo pirimidina

Metabolismo pirimidina
(uracilo, timina);
biosintesis de CoA 'y
pantotenato
Metabolismo cisteina y
metionina



Cisteinilglicina
0-1-B-galactosil
esfingosina
24,25

dihidrolanosterol

Lanosterol
B- sitosterol
Acido 3-hidroxifenil

acético

Aloxacina

Hesperetina
Eriodictol
Quercitina

Acido 2-amino-2-

deoxi glucénico

Fenilacetaldehido

Gliceraldehido

5-metil citosina

Alanil- alanina

Treitol

Putrescina

N-hexanoil-
homoserina lactona

Trans-escualeno

0.57

0.48

0.34

0.34

0.001

0.50

0.42

0.48

0.50

0.50

0.53

0.48

0.51

0.52

0.46

0.51

0.50

0.37
0.55

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Dipéptido

Esfingolipido

Esterol

Esterol

Esterol

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Gluicido

Glicido

Glcido

Nucleétido

Péptido

Polialcohol

Poliamina

Proteina

Terpenoide
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lipidos

Metabolismo de
lipidos

Metabolismo de
lipidos

Metabolismo de
lipidos

Metabolismo
aminoéacidos

Metabolismo
energeético

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
energetico

Metabolismo de
aminoacidos

Metabolismo
energeético

Metabolismo de
acidos nucleicos

Metabolismo de
aminodcidos

Metabolismo
energeético

Metabolismo de
aminodcidos

Regulacion
genética
Metabolismo de
lipidos
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Metabolismo del glutation

Metabolismo de los
esfingolipidos

Biosintesis de
brasinoesteroides

Biosintesis de esteroides
(colesterol) y metabolitos
secundarios

Biosintesis metabolitos
secundarios

Metabolismo de la tirosina
y fenilalanina

Metabolismo de las
riboflavinas

Biosintesis flavonoides

Biosintesis flavonoides

Biosintesis flavonoides

Ruta pentosas fosfato

Metabolismo fenilalanina

Ruta pentosas fosfato;
metabolismo
glicerofosfolipidos;
metabolismo fructosa,
manosa, galactosa

Metabolismo pirimidina

Metabolismo alanina

Metabolismo glucdlisis

Metabolismo arginina,
prolina, glutation;
metabolismo secundario

Mecanismos de regulacion
de la expresion génica

Biosintesis esteroides y
metabolitos secundarios



Filoquinona

Filohidroquinona

Alcohol perilico

Aldehido perilico

a-Tocoferol acetato

0.44

0.002

0.48
0.47

0.44

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Reducida

Terpenoide

Terpenoide

Terpenoide

Terpenoide

Tocoferol

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario

Metabolismo
intermediario
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Biosintesis de ubiquinonas
y otras quinonas
terpenoides

Biosintesis metabolitos
secundarios

Degradacion de limoneno
y pineno

Degradacion de limoneno
y pineno

Metabolismo antioxidante
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5. DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo indican que existen diferencias en la
capacidad de tolerar el estrés por inundacion del sustrato entre plantas del cultivar Ailsa
Craig y un mutante de éste, deficiente en la produccion de ABA, conocido como flacca.

En plantas superiores, el ABA deriva de un precursor de epoxicarotenoide que se
oxida para producir xantoxina (Parry et al., 1988). Después de la reaccion, la xantroxina
se convierte en ABA mediante una serie de modificaciones en el anillo para producir
aldehido abscisico, que se oxida a ABA mediante las aldehido oxidasas (AO), enzimas
que contienen un cofactor de molibdeno (Mo-Co) (Walker-Simmons et al., 1989;
Leydecker et al., 1995) y que desempefian un papel en la etapa final de oxidacion
requerida para la biosintesis de ABA. Ademés de AO, otros enzimas que requieren la
presencia de Mo-Co son la nitrato reductasa (NR) y xantina deshidrogenasa (XDH).

La mutacion en flacca es una deleccion de 6 pares de bases en un cofactor de
molibdeno-sulfurasa (Sagi et al., 2002). Esta mutacion reduce la capacidad oxidante de
AO (Schwartz et al., 1997) que cataliza la conversion del aldehido abscisico a ABA,
desempefiando un papel en la etapa final para la biosintesis de esta hormona. Por todo
ello, éste mutante esta marcadamente perjudicado para sintetizar ABA.

El mutante de tomate flacca muestra fenotipicamente un marchitamiento foliar
aparentemente debido a la transpiracion excesiva que resulta de la falta de control del
cierre de los estomas (Tal, 1966). Se ha sugerido que la razon principal es la deficiencia
en el contenido enddgeno de ABA en las hojas (Imber y Tal, 1970), aunque otros modelos
sugirieron que los caracteres fenotipicos de marchitez se deben a los cambios en la
actividad enzimética destacados anteriormente (Marin y Marion-Poll, 1997) o en la
determinacion de la concentracion y sintesis de ABA (Taylor et al., 1988). En algunos
trabajos de investigacion realizados con flacca y con su WT (Ailsa Craig) se encontrd
que los niveles de Mo-Co eran similares entre ambos genotipos, tal y como se ha mostrado
en el apartado 4.1.4.1., por ello la deficiencia de Mo-Co en flacca no seria la responsable
del fenotipo marchito (Sagi et al., 1998), sino que la responsable seria la deficiencia en la
sintesis de ABA.

En tomate, el encharcamiento del sustrato provoca diversos cambios morfol6gicos
a modo de adaptaciones a la condicion de estrés (Ezin et al, 2010). Una respuesta
caracteristica al encharcamiento del sustrato es la induccidn de epinastia foliar, que

Unicamente se observo en el genotipo silvestre Ailsa Craig (datos no presentados). Por el
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contrario, en flacca, tras el anegamiento, se observo un acusado marchitamiento foliar,
como ya se ha mencionado, pero no epinastia, que posiblemente estaria enmascarada por
el fenotipo marchito. Esta respuesta diferencial se atribuy6 directamente a la deficiencia
en ABA que presenta flacca que esta mediada por la acumulacion de é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) en raices inundadas que luego es transportado a
la parte aérea donde es oxidado a etileno (Vidoz et al., 2010). En citricos, la acumulacion
masiva de ACC en raices estresadas, asi como su oxidacion a etileno en hojas, depende
de la sefalizacion mediada por ABA (GOmez-Cadenas et al., 1996). La ausencia de
epinastia foliar y el mayor grado de marchitez observados en flacca estarian, por tanto,
vinculados directamente a la deficiencia en ABA. A nivel radical, se observo la formacion
de raices adventicias en la base del tallo tras la aplicacion del estrés. Estas estructuras
unicamente se observan en el mutante flacca (figura 28), y su formacion se apoya en
algunos modelos experimentales publicados por Tal et al., (1979); Hussain et al.,( 2000),
donde se observo que plantas de tomate deficientes en la produccion de ABA como flacca
y notabilis, producian mayor cantidad de etileno que las plantas WT, aunque el etileno
no es el factor principal que promueve su formacién, sino que estd apoyado por las
auxinas, ya que el transporte de éstas es clave en el desarrollo de primordios foliares y en
la formacion de las raices adventicias. Ademéas, un mecanismo de tolerancia a las
inundaciones en las plantas incluye la capacidad de desarrollar un gran sistema de raices
adventicias (Jackson et al., 1984; Colmer et al., 2008; Verma, 2009) .
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Figura 28. Plantas del genotipo flacca (var.
Ailsa Craig) sometidas a encharcamiento del
sustrato en las que se observa claramente la

formacion de raices adventicias.

El comportamiento de los parametros de intercambio gaseoso se ha correlacionado
de forma clara, en citricos y en algunas especies forestales y horticolas con la tolerancia
frente al estrés por inundacion (Arbona et al., 2008; Islam y Macdonald., 2004; Jackson
et al., 2005). En este trabajo, solo el genotipo flacca presentd una reduccion significativa
de la tasa fotosintética neta tras la inundacién. Esta regulacion de la tasa fotosintética
estaria promovida mecanismos no estomaticos relacionados con una alteracién en el
complejo antena del fotosistema, ya que como se ha destacado anteriormente los niveles
de ABA en flacca no podrian correlacionarse con la regulacion estomaética. Por ello,
flacca seria mas sensible al encharcamiento del sustrato. Por lo que respecta a la E, en el
genotipo silvestre Ailsa Craig experimentd una dréstica reduccion mientras que en flacca
no presento diferencias significativas respecto del control. La conductancia estomatica
mostré un comportamiento paralelo a la transpiracion. En este sentido, las disminuciones
de Gs y de E por cierre estomatico en respuesta a inundaciones se han propuesto como
un mecanismo para regular el balance hidrico de las plantas y prevenir la deshidratacion
de las hojas (Ashraf, 2003; Striker et al., 2005), ya que el control estomatico de la
transpiracion responde a la necesidad de mantener el estado hidrico de la planta
equilibrando la salida de vapor de agua y la entrada de CO> al meséfilo para no limitar la

actividad fotosintética (Arbona et al., 2008), por tanto, los resultados sugieren que la
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mayor tolerancia de Ailsa Craig al encharcamiento del sustrato estaria vinculada a la
capacidad de control estomaético ausente en flacca.

Ademas, durante la realizacion del trabajo se observé que los valores de potencial
hidrico foliar en flacca eran menores que los de AC, lo cual estaria en consonancia con
la deficiencia en ABA, la incapacidad para el control estoméatico y mantenimiento del
balance hidrico. Sin embargo, no se observaron diferencias entre las plantas sometidas a
la inundacion y plantas control de ambos genotipos, aunque los valores de potencial
hidrico radical si parecian mayores que los valores de potencial hidrico foliar (no se
dispone de dichos datos). Por ello, la ausencia de diferencias en los niveles de potencial
hidrico foliar entre plantas control y tratadas, se reflejé en una ausencia de diferencias en
los niveles de prolina tanto foliares como radicales, tal y como se correlaciona en otros
modelos experimentales (Molinari et al., 2004).

La incidencia de una situacion medioambiental adversa provoca un incremento en
el estrés oxidativo, que afecta de forma similar en todas las especies (Blokhina et al.,
2003). Cuando el estrés oxidativo es provocado por un tipo de estrés abidtico o ambiental,
su origen se asocia principalmente a deficiencias en las cadenas de transporte electronico
fotosintético y mitocondriales y a un incremento en la produccién de ROS. Este dafio es
mas acusado cuanto mayor es la presion ejercida por el estrés, correlacionandose de forma
positiva con la sensibilidad a determinada condicién adversa (Arbona et al., 2003; 2008).

En este trabajo, el dafio oxidativo, medido en forma de acumulacién de MDA en
parte aérea y radicular, fue en general superior en AC que en flacca. No obstante, los
niveles en hojas de plantas estresadas se redujeron respecto de los valores control,
sugiriendo una respuesta eficiente del sistema antioxidante que no se observo en flacca.
A pesar de los niveles superiores de MDA en AC respecto de flacca, la reduccion de éstos
en parte aérea en respuesta al encharcamiento del sustrato indica que se produjeron
cambios bioquimicos que redujeron la incidencia del estrés oxidativo, asociados en varias
especies con la mayor tolerancia al estrés (Arbona et al., 2008).

Las hormonas vegetales juegan un papel crucial en la adaptacion de las plantas a
condiciones de estrés abidtico y, de todas ellas, el ABA es probablemente la hormona
mas estudiada en respuesta al estrés abiotico (Eyidogan et al., 2012). En este sentido, el
JA que tradicionalmente ha sido vinculado a las respuestas a patdgenos y heridas,
recientemente ha adquirido relevancia en la regulacion de la respuesta frente a estrés

abiotico (Arbona y Gémez-Cadenas, 2008; de Ollas et al., 2013). En el trabajo realizado,
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se ha evaluado el comportamiento de algunas hormonas vinculadas en la regulacién de
las respuestas al estrés por inundacion.

En cuanto al ABA, en general se observo que los valores de concentracion foliar
y radical eran mayores en AC que en flacca, debido a la deficiencia de éste en su
produccién. Tras la inundacion, el genotipo que sufrio alteraciones en su concentracion
fue AC, reduciendo el contenido enddgeno de ABA radical, como se ha observado en
otros modelos experimentales con citricos (Arbona y GoOmez-Cadenas., 2008) y
Arabidopsis (Hsu et al., 2011), y aumentando el xilematico. Esto indicaria que la
inundacion provocaria, por un lado, la oxidacién del ABA a &cido faséico y dihidrofaséico
o0 la conjugacion de éste con monosacaridos (ABAGE) inactivando asi la actividad de la
hormona y provocando una reduccion de sus niveles. Y, por otro lado, como se ha
observado en otros modelos experimentales (Saika et al., 2007; Ollas et al, 2015), algunas
condiciones de estrés alteran la expresion de la enzima NCED. Es posible que el estrés
por encharcamiento del sustrato reduzca su expresion y, por tanto, la tasa de conversion
de neoxantina o violaxantina a xantosina provocando asi la reduccion de la sintesis ABA.
No obstante, en raices de citricos sometidas a estrés por encharcamiento a corto plazo,
este efecto no se ha podido constatar (Arbona et al., 2017). Ademas, la disminucion del
ABA en raices también se podria relacionar con un posible transporte xilematico de éste
hacia la parte aérea para intervenir en la regulacion de las respuestas de defensa frente a
la condicion de inundacion. No obstante, si se tienen en cuenta las concentraciones de
ABA foliar en comparacion con la radicular y la xilematica, no se puede descartar, como
algunos autores ya han descrito (Else et al., 2001) que los mayores niveles de ésta
hormona observados en hojas sean el resultado de una sintesis de novo moderada en hoja
y una reduccion en la redistribucion floematica. Tal y como se ha explicado, el
metabolismo del ABA en hojas y raices de plantas inundadas difiere en gran medida
porque las respuestas que se dan en cada tejido son especificas (Arbona y Gomez-Cadenas
2008; Hsu et al., 2011) y tanto el aumento de ABA en hojas como la disminucion en
raices tras la inundacion, podrian ser una sefial frente al estrés.

Por lo que respecta a los jasmonatos (JA, JA-ile, OPDA), algunos autores han
demostrado que bajo condiciones de estrés abidtico y bajo inundacion del sustrato, éstos
suelen aumentar la concentracion enddgena foliar como respuesta a dichas condiciones
(Arbona y Gomez-Cadenas., 2008). En este trabajo, la afirmacion anterior no se cumple
totalmente, ya que los genotipos sometidos a la inundacion responden de forma diferente

en cuanto a la acumulacion de dicha fitohormona en la parte aérea, siendo flacca el
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genotipo donde se observa la tendencia acumulativa. Esto podria deberse a la limitacién
de flacca para la sintesis de ABA, ya que como se ha mencionado, es deficiente en la
produccion de un cofactor de molibdeno implicado en la produccién de ABA y podria
relacionarse con los datos publicados recientemente por de Ollas et al. (2013), en los que
se describe la relacion entre el JA 'y el ABA a nivel biosintético, ya que segun este modelo
el JA ejerceria el papel de “interruptor principal” actuando principalmente sobre la
biosintesis de ABA. En cuanto a la evolucion de los jasmonatos en las raices, parecen
tener una evolucion comun con el ABA, ya que tras la inundacion el contenido endogeno
radicular de éstos disminuye. Este comportamiento se da en ambos genotipos,
independientemente de sus diferentes niveles de tolerancia a esta sefial ambiental (Arbona
y Gomez-Cadenas., 2008). Sin embargo, en condiciones control, AC tenia niveles basales
mas elevados de ABA y jasmonatos, lo que puede indicar un estado diferente de dichas
hormonas antes de la imposicion del estrés. Se podria especular que este diferente estado
basal estd detras de la mayor tolerancia de AC a las inundaciones del suelo, como se
sugiere en citricos y otras especies y bajo condiciones de estrés abidtico (Argamasilla et
al., 2014). La reduccion observada en los niveles de las hormonas debe considerarse una
respuesta al estrés mas que un resultado del agotamiento de Oz porque otros metabolitos
que requieren oxigeno en su biosintesis no se vieron afectados o incluso se regularon al
alza (por ejemplo, IAA o precursores de lignina)., tal y como se ha observado en este
trabajo y en otros modelos experimentales (Argamasilla et al., 2014; Arbona et al., 2010).

Para terminar con las hormonas, se destaca la participacion del SA en respuesta a
estreses abidticos (Daneshmand et al., 2009; Umebese et al., 2009; Idrees et al., 2011;
Pal et al., 2013), aunque en este trabajo las alteraciones observadas tras las condiciones
de inundacion no fueron significativas.

En cuanto a los metabolitos, la respuesta en las raices fue mas intensa que en las
hojas en ambos genotipos, y también fue mayor la respuesta metabdlica en flacca bajo las
mismas condiciones de inundacion. Estos datos sugieren la existencia de mecanismos
dependientes de ABA que previenen la modificacién del metabolismo vegetal en
respuesta al encharcamiento del sustrato. En otros sistemas experimentales, incluyendo
la especie modelo Arabidopsis thaliana y su pariente cercano Thellungiela halophila, que
presenta caracteristicas de tolerancia a estreses abioticos, se observé una respuesta similar
del metabolismo secundario en condiciones de sequia (Arbona et al., 2010).

Algunos cambios metabdlicos especificos en las plantas sometidas a la inundacion

del sustrato incluyen la acumulacion de azucares, polialcoholes o intermediarios del ciclo
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de Krebs. En respuesta a una combinacion de estreses abidticos, las plantas de
Arabidopsis thaliana acumularon sacarosa, probablemente derivada de la
descomposicion del almiddn (Rizhsky et al., 2004). Por lo tanto, este proceso junto con
la produccién de energia en las mitocondrias podria jugar un papel importante en el
metabolismo de las plantas bajo condiciones de estrés abidtico (Rizhsky et al., 2002,
Rizhsky et al., 2004). En este trabajo, se observo la acumulacion de la sacarosa, ademas
de otros azlcares como la fructosa, la rafinosa, gulosa, el &cido galacténico y el 1-4-
lactona glucarico, el 2-amino-2-deoxi-gluconico, 2-oxogluconico e isoascorbico, el
sorbitol, myo-inositol, etc., todos ellos podrian estar implicados en la reserva de CH para
posteriormente utilizarlos en situaciones extremas, por ello sugieren tener un papel de
defensa frente al estrés abidtico (Hernandez, 2014).

Los intermediarios del ciclo de Krebs o del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) también estuvieron implicados en la respuesta de las plantas al estrés aplicado
(Geigenberger, 2003). El ciclo de TCA es una via metabolica central para los procesos
aerdbicos y es responsable de una gran parte de la oxidacion de carbohidratos, acidos
grasos y aminoacidos que conduce a la produccion de energia y poder reductor (Fernie et
al., 2004). En este trabajo, algunos metabolitos implicados en el ciclo de TCA
disminuyeron en raices de flacca como respuesta al estrés, incluidos a-oxoglutarato y
succinato, aunque en las hojas algunos productos intermediarios sobreexpresados
sugerian la activacion de la glucdlisis, ya que se acumularon productos intermediarios
que participan en ésta directamente o indirectamente, como la ribulosa, ribosa, eritrosa,
anhidro-B-D-glucosa, D-glucopiranosa y la gulosa en el caso de flacca. Mientras que, en
AC, no se observo ninguna variacién. Esto sugiere que la inundacion del sustrato genera
un mayor impacto en la glucdlisis y en el ciclo de los TCA en flacca, indicando que dicho
genotipo presenta mayor sensibilidad al encharcamiento que el genotipo silvestre AC y
que una de las respuestas es la activacion del metabolismo energético en los 6rganos
aéreos, posiblemente para suplir con energia e intermediarios a los érganos sumergidos.
En otros modelos experimentales y diferentes condiciones de estrés, Zandalinas et al,
(2016) propusieron que, en citricos, la sobreacumulacion de productos intermediarios
implicados en la glucolisis y el TCA esta relacionada con una mayor sensibilidad a la
combinacion de sequia y elevadas temperaturas.

La via del glioxilato/dicarboxilato se modula o interviene de manera importante
en flacca, ya que se acumula el acido 3-oxalomalico en respuesta al estrés en tejidos
fotosintéticos, con el objetivo de disipar el exceso de poder reductor y energia. Por lo
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tanto, se previene la acumulacion de ROS al mitigar asi el estrés oxidativo en condiciones
de estrés abidtico (Voss et al., 2013).

La acumulacion de aminodcidos, tanto en hojas como en raices, podria estar
asociada con el tipo de estrés aplicado. En el trabajo realizado se acumulan la tirosina,
triptéfano, histidina, lisina, asparragina, etc, ademas de algunos precursores de
aminoacidos como la cistationina, hidroxitriptéfano, acido hidroxifenil propanoico y
lactico, el acido 3-indolpirtvico, 3-indoléctico, 3-indolacetaldehido, el &cido 3-
hidroxifenil acético y 4-hidroxifenil piravico, interviniendo el ultimo de ellos, en la
sintesis de aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina) y alifaticos
(valina, alanina, leucina). La acumulacion de amino&cidos y de precursores de éstos,
sugiere que puede existir una respuesta proteolitica asociada al almacenamiento de
sustratos para el metabolismo energético; por tanto, los aminoacidos acumulados en cada
genotipo y en cada tejido vegetal difieren entre ellos. En este sentido, flacca presentd una
mayor acumulacion de aminoacidos que pueden generar intermediarios para la
generacion de energia y poder reductor en condiciones de estrés por encharcamiento del
sustrato. Ademas, la acumulacion de determinados compuestos nitrogenados se ha
relacionado con el ajuste osmético celular (Rizhsky et al., 2004).

Los intermediarios de la ruta biosintética de los fenilpropanoides representan un
flujo principal de carbono desde el metabolismo primario hasta el metabolismo
secundario. Entre los metabolitos que presentaron alteraciones en respuesta a la
inundacion se identificaron el acido sinapico y el coniferil aldehido, ambos derivados del
acido ferdlico, el &cido caféico y cafeoilquinico derivados, a su vez, del &cido cumarico.
Estos son precursores directos, entre otros compuestos con actividad protectora, de la
sintesis de ligninas (figura 29), sugiriendo que una de las respuestas frente al
encharcamiento del sustrato podria ser la lignificacion de los tejidos como se ha sugerido
en citricos (Argamasilla et al., 2014). Ademas, la intensidad de la lignificacion se
correlacionaria con la presion ejercida por el estrés y la sensibilidad relativa de la especie
vegetal (Cabane et al., 2012; Li et al., 2012).
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En general, los datos analizados indican que flacca es el genotipo mas susceptible
a las condiciones de inundacion, ya que como se puede observar en las tablas 3 y 4 altera
profundamente su metabolismo para hacer frente a los efectos perjudiciales causados por
el encharcamiento del sustrato, activando la glucdlisis, la ruta de las pentosas fosfato y la
interconversion pentosas-glucuronato para suplir las necesidades energéticas celulares,
asi como el metabolismo de los fenilpropanoides estrechamente vinculado a la sintesis de
ligninas y otros metabolitos secundarios con actividad protectora. Por tanto, en el
genotipo AC las pocas modificaciones en el metabolismo primario observadas sugieren
la existencia de otros mecanismos no metabolicos y dependientes de ABA que protegen
a las plantas de tomate del dafio ejercido por el encharcamiento del sustrato.

Los resultados obtenidos en este experimento no permiten de forma inequivoca
relacionar la sefializacion dependiente de ABA con las respuestas bioldgicas observadas.
Para ello, se requeriria un analisis profundo empleando mas mutantes deficientes y un
abordaje molecular. Ademas, otro aspecto interesante seria evaluar la interaccion con
otras hormonas como el JA o el propio etileno, cuyo andlisis permitiria establecer la
relacidn existente con la epinastia y la formaciéon de raices. Por otro lado, dado que no se
ha logrado establecer una relacion clara entre la produccion de dafio oxidativo (MDA) y
las respuestas al estrés, una alternativa seria la evaluacion de otras especies oxidantes
como las RNS (Especies Reactivas de Nitrégeno) cuya implicacion en las respuestas al
estrés ha sido ampliamente documentada. No obstante, este estudio constituye una
primera aproximacion para la evaluacion de la respuesta metabdlica de los vegetales al
encharcamiento del sustrato en relacion con la deficiencia hormonal y la respuesta
fisiol6gica. Como resultado, queda patente que la primera linea de defensa es de tipo
fisioldgico y esta sujeta a una importante regulacién hormonal. La induccién de cambios
metabolicos estaria relacionada con la sensibilidad al estrés. El andlisis no dirigido de los
cambios metabdlicos podria constituir una herramienta util para la evaluacion de la

tolerancia en grandes colecciones de germoplasma vegetal.
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La deficiencia en ABA de flacca provoca un fenotipo de sensibilidad al
encharcamiento del sustrato frente a Ailsa Craig, reflejado en la ausencia

de cierre estomético y un descenso de la capacidad fotosintética.

Como consecuencia de la deficiencia en la capacidad de produccion de
ABA, flacca no presenta un cierre estomatico efectivo en respuesta al
encharcamiento y esto se correlaciona con un menor potencial hidrico

foliar, como mecanismo para regular el balance hidrico.

Las diferencias en los niveles de potencial hidrico foliar entre los dos
genotipos no esté aparentemente relacionada con diferencias en los niveles

de prolina foliar y radicular.

A pesar que Ailsa Craig presentd niveles superiores de dafio oxidativo que
flacca, la reduccidn de éstos en parte aérea en respuesta al encharcamiento
del sustrato por parte de este genotipo indica que se produjeron cambios
bioquimicos que redujeron la incidencia del estrés oxidativo, asociados en

varias especies con la mayor tolerancia al estres.

El comportamiento paralelo de los niveles de ABA y JA en raices
inundadas de ambos genotipos sugiere la interaccion de dichas hormonas

en la regulacién de las respuestas radiculares al estrés por inundacion.

La comparacion de la respuesta metabdlica observada en Ailsa Craig y
flacca sugiere la existencia mecanismos no metabélicos dependientes de
ABA que protegen a las plantas de tomate del dafio ejercido por el
encharcamiento del sustrato. La ausencia de esta regulacion en flacca
obligaria a este genotipo a inducir profundas modificaciones del

metabolismo vegetal en respuesta al encharcamiento del sustrato.

A nivel metabolico, una de las respuestas de defensa es la activacion del
metabolismo energético en los 6rganos aéreos, posiblemente para suplir
con energia a los 6rganos sumergidos y para inducir el metabolismo de los

fenilpropanoides, estrechamente vinculados a la sintesis de ligninas y otros
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metabolitos secundarios con actividad protectora. Este efecto es mas

acusado en el genotipo sensible.
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