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1. Introduccion

1.1  Cultivo del tomate

El tomate es un cultivo de la familia solanaceae, del género solanum, seccion
lycopersicon y especie solanum lycopersicum L. Las primeras variedades silvestres se
encontraban en Perd, Ecuador, Colombia y Chile, y cuyo centro de domesticacion se
considera México (Esquinas A. 2001)

Se caracterizan por poseer hojas alternas sobre el tallo, compuestas e imparipinnadas, con
foliolos peciolados, lobulados, con borde dentado y recubiertos de vellosidades, produce
inflorescencia en racimos y cada flor tiene 5 0 mas sépalos e igual numero de pétalos
amarillos y de estambres soldados, con un solo ovario bi o plurilocular, sus frutos son
bayas bi o plurilocular carnosos y cuyas partes se dividen en epidermis, pericarpio
placenta y semillas, los frutos pueden ser de color rojo, roja, amarillo, naranja,
verde...(Sobrino Vesperinas E. 2010)

El ciclo bioldgico de la planta de tomate dura entre 4 y 6 meses, es una planta que se
adapta a un amplisimo rango de condiciones ambientales aunque produce mayores
cosechas en ambientes moderadamente calidos sin exposiciones prolongadas a

temperaturas menores de 10° C y con buena iluminacion.

Uno de los problemas medioambientales mas preocupantes actualmente son las
consecuencias derivadas del cambio climatico, los datos son alarmantes, ya que la
temperatura mundial ha aumentado 1,1° C desde la época preindustrial y el nivel del mar
asciende 5 mm anuales desde 2015-2019 (Organizacion meteorolégica mundial (OMM)).
Este incremento puede afectar de forma muy negativa a los cultivos. En el caso concreto
del tomate se producen mayores cosechas con temperaturas moderadamente altas, sin
embargo las consecuencias indirectas del cambio climatico puede afectar muy
negativamente a este tipo de cultivo ya que se propician sequias prolongadas producidas
por el aumento de la temperatura mundial y la escasez de precipitaciones, y al ser un
cultivo que necesita cantidades abundantes de agua para desarrollarse de forma Gptima se

puede ver gravemente afectado.



1.2  Estrés ambiental.

El estrés ambiental se puede definir como la presencia de un factor externo a la planta
provocado por el medio ambiente que ejerce una influencia negativa sobre ella (Mano et
al. 2002)

Este tipo de estrés se puede dividir dependiendo de su origen, puede tener un origen
abidtico, es decir, estrés en el cual no intervienen los seres vivos, como puede ser la
sequia, exceso de sales en el suelo, calor, frio, congelacion, inundaciones... u origen
biotico, el cual es un estrés provocado por la accion directa de los seres vivos como puede

ser el ataque de animales, nematodos, bacterias, hongos o virus, otras plantas...

El estrés de origen abiotico es el que se ve enormemente acentuado por el cambio
climatico, ya que al subir la temperatura del planeta los problemas de sequia, calor... se
ven acentuados, es por ello por lo que en esta investigacion nos hemos querido centrar en

la combinacién de estos estreses.

1.2.1 Estrés salino.

El estrés salino se entiende como el exceso de sal (NaCl) en el suelo de plantacion o el
agua que se utiliza para el riego del cultivo que provoca reacciones negativas en la planta
(Alexis Lamz Piedra, 2013). Dependiendo del cultivo sometido a este estrés los dafios en
la planta pueden ser mas o menos acentuados, en el caso concreto del tomate (solanum

lycopersicum L.), cabe destacar que es un cultivo que tolera moderadamente la salinidad.

Segun el origen de las sales presentes en el suelo se pueden distinguir dos tipos de
salinizacion, natural o antropogénica, natural es aquella en la que las sales presentes en la
tierra 0 en las aguas subterraneas tienen un origen mineral por la accion de la atmosfera
sobre los minerales que forman las rocas, sedimentos y los propios suelos (Tanji, 2002)
y la antropogénica es la causada por accion directa del hombre, como la producida una
practica de riego inadecuada.

El exceso de salinidad en el suelo provoca un desajuste osmético entre el suelo y las raices
de la planta, produciendo una reduccion del crecimiento e incluso puede llegar a ser letal
para la planta (Storey y Walker, 1999). La planta se ve afectada por la salinidad de estrés



debido al estrés osmotico, al desequilibrio nutricional y a la toxicidad de los iones que

produce el estrés salino (Al Yassin, 2004).

Frente a este tipo de estrés las plantas han desarrollado distintos tipos de respuesta:
mecanismos para evitar el estrés, procesos de adaptacion o cierta tolerancia a estos
estreses (Zhu, 2001)

1.2.2 Estrés combinado

El estrés combinado se puede definir como la presencia de mas de un factor ambiental,
tanto de origen abidtico como de origen biotico, que provoca efectos negativos en una
misma planta, las respuestas de la planta pueden ser iguales o totalmente distintas a las
producidas por la planta cuando estd sometida a un solo estrés. Por ejemplo, la
combinacion de estrés salino y estrés por calor provoca una respuesta en citricos en la que
la transpiracion sigue activa para disminuir los efectos de las altas temperaturas y por
tanto aumenta la acumulacion de sal (NaCl) hasta alcanzar unos niveles letales para la
planta aumentando asi su efecto negativo en la planta comparado con ambos estreses por

separado (Balfagon et al. 2019).

Por tanto, en este estudio se plantea someter a un grupo de plantas a un estrés combinado
de calor y salinidad. Ambos estreses se aplicaran mediante el riego con una solucién

salina y mediante la subida de temperatura con un calefactor eléctrico.

1.2.3 Acido abscisico (ABA)

El &cido abscisico es una fitohormona cuya férmula molecular es CisH2004 , tiene
funciones importantes dentro de la planta, sobretodo participando en las respuestas a
estreses ya sean de tipo bidtico o abidtico, ademéas esta hormona interviene en el
crecimiento y desarrollo de la planta.

La ruta de biosintesis del ABA se inicia en los cloroplastos y finaliza en el citosol, se
sintetiza a partir de la hidroxilacion de carotenoides (C40). Durante este proceso de
hidroxilacion, el fitoteno se convierte en licopeno, este licopeno mediante reacciones de
hidroxilacion y ciclacién forma la zeaxatina que se convertira en violaxantina, esta
reaccion esta catalizada por una zeaxantina epoxidasa originando el compuesto 9’-Cis-

neoxantina que mediante la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa pasa a xantoxina



que en citosol cambia espontaneamente a ABA aldehido para oxidarse a ABA (Seo y
Koshiba, 2002). Uno de los mutantes mas usados para el estudio de la interaccion
hormonal relacionado con el ABA es notabilis que presenta reducida la actividad de la

enzima 9-cis-epoxicarotenoide, por una mutacion en uno de los genes que lo codifica.

El ABA es la hormona que se considera el principal regulador en condiciones de
salinidad, provocando una reduccién del crecimiento, aumento de la conductividad de las
raices y la induccion de algunos genes de tolerancia al estrés (Skriver et al. 2007, Zeevart
et al. 2003, Peleg et al. 2011). Ademas, el ABA también es uno de los reguladores clave

en condiciones de estrés combinado de salinidad y sequia (Danquah et al. 2014).

Dada la importancia del ABA en la respuesta a diversos estreses y en concreto al estrés
por salinidad. En este proyecto de investigacion se plantea evaluar la respuesta a la

combinacidn de estrés salino y calor en el mutante notabilis deficiente en esta hormona.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar la respuesta fisiologica frente al estrese
combinado de salinidad y calor en plantas de tomate del ecotipo silvestre lukullus (LK) y

del mutante deficiente en ABA, notabilis (not).
Para ello, como objetivos especificos se ha establecido:

- Determinar el papel del ABA en la respuesta fisioldgica de la planta frente al estrés

combinado

- Caracterizar el patron de respuesta hormonal en el ecotipo silvestre LK en respuesta al
estrés combinado estableciendo la posible relacion con otras hormonas como el JA y el
SA

- Estudiar el efecto de la deficiencia de ABA caracteristica del mutante notabilis sobre el

patrén hormonal de respuesta al estrés combinado



3. Material y métodos

3.1 Material vegetal, condiciones de cultivo y tratamiento del estrés

El material vegetal utilizado para la realizacion de este trabajo de investigacion fueron
semillas del ecotipo silvestre lukullus y del mutante deficiente en ABA (notabilis).
Dichas semillas se plantaron sobre vermiculita en semilleros de 13x8 alveolos (cada
alveolo de 4x4x6 cm). Una vez germinadas las plantas se trasplantaron a macetas de
7X7x8 cm y, se mantuvieron en crecimiento controlado en invernadero hasta que
alcanzaron entre 7 y 8 hojas por planta. Una vez obtenido el tamafio deseado se
aclimataron una semana en los pequefios invernaderos que se emplearon para llevar a
cabo los distintos experimentos. Dentro de cada invernadero las plantas se dividieron en
2 subgrupos (que contenian el mismo namero de plantas LK y not) para poder inducir el
estrés salino sobre uno de ellos y el otro mantenerlo en condiciones control. EI grupo de
plantas sometidas a salinidad se regaron con una solucién salina de 120 mM de NaCl,
mientras que el grupo control se reg6 con agua destilada. Estos riegos se realizaron 1 vez
cada dos dias, es decir, se proporcion6 un riego para las plantas muestreadas en el tiempo
1 y dos riegos para las plantas muestreadas en el tiempo 2. Para aplicar el estrés
combinado, a la vez que se impuso el estrés salino uno de los invernaderos se calent6 con
unos calefactores eléctricos (Ecoheat 135W, Hydrogarden), controlados con un
termostato (Romberg, con rango de temperatura 0-50°C) con el que se estableci6 un ciclo
de 8 horas a 40°C y 16 horas a 30°C. Los grupos de este invernadero se denominaron
“plantas a 40°C con estrés salino” y “plantas a 40°C de control”. En el otro invernadero
se aplicd el mismo estrés salino pero se dejo6 en ciclos de temperatura de 8 horas a 25°C
y 16 horas a 17°C, simulando un dia de campo, éstos serian los grupos denominados

“plantas a 25°C con estrés salino” y “plantas a 25°C de control”.

Tras dos dias de estrés se midid la fluorescencia, el crecimiento y se recogieron la mitad
de las plantas, congelando el material vegetal con nitrégeno liquido. A continuacién, se
machacaron con el mortero todo el material vegetal recolectado previamente y se guardd
en el congelador a -20°C para la realizacion de los analisis posteriores. Este grupo de
plantas serian las denominadas “Tiempo 1”. Tras 5 dias sometidos a los estreses
realizamos el mismo proceso con las plantas restantes, siendo el grupo denominado

“Tiempo 2”.
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3.2  Crecimiento de las plantas

Uno de los parametros evaluado en los distintos grupos de ensayo fue el crecimiento de
las plantas. Para ello, se realiz6 la medida directa, con una regla, del tallo desde la zona

basal hasta el &pice.

3.3 Parametro de fluorescencia de clorofilas (pPSII)

Este parametro sirve para cuantificar el valor de la fluorescencia de clorofilas, que es un
fendmeno foto-fisico de las moléculas de clorofila que permite estudiar la sensibilidad
del fotosistema Il al dafio (Maxwell K, 2000) Este pardmetro se midié6 mediante un
fluorémetro digital portatil de la marca FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments,
Republica Checa). En este caso se midieron 3 hojas diferentes de una misma planta y 3
veces cada hoja, obteniendo un total de 9 mediciones por planta y midiendo un total de 3

plantas por grupo.

3.4 Contenido de cloruros

Para la determinacion del contenido de cloruros utilizamos el método de medicion de
cloruros descrito en Gémez- Cadenas et al. (1998), con algunas pequefias modificaciones.
Brevemente se pusieron 25 mL del tampon de extraccidn en matraces de cristal junto con
200 mg de peso fresco de la muestra, se agitd, y se dejo durante 24h a temperatura

ambiente y tapado.

Una vez pasadas las 24h se determinaron los cloruros mediante el clorimetro (Modelo
626, Sherwood Scientific Ltd.,, Cambridge, UK) empleando 500uL de la muestra
previamente filtrada. El aparato se calibré con una solucién estandar de 200mg/L
(Sherwood Scientific™, Chloride Standard Solution).
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3.5 MDA

Para este analisis se utilizo el método de Hodges et al. (1999).

Segun este protocolo, en primer lugar se pesaron 200mg de peso fresco de las muestras
en tubos de 15mL y se afiadieron 2mL de etanol al 80%, todo ello en hielo. Después los
tubos se pusieron al ultrasonidos durante 30 min y una vez terminado el ultrasonidos se
centrifugaron a 4500 rpm durante 20 min a 4°C. Seguidamente se prepararon la misma
cantidad de tubos a los que se les incorpor6 800puL de una mezcla A que contenia acido
tricloroacético (TCA) al 20% y el mismo nimero de tubos donde se incorporaron 800uL
de una mezcla B que contenia acido tiobarbitdrico (TBA) 0,5% + TCA 20%. Una vez
centrifugada la mezcla de la extraccién se pusieron 800uL del sobrenadante a cada uno
de los tubos de la mezcla Ay By se llevaron al bafio durante 1h a 90 °C. Al terminar se
enfriaron las muestras en hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 2000 rpm durante
10 min y a 4 °C. Finalmente, se procedio a la medida de las absorbancias mediante el
espectrofotometro Genesys ™ 10 (Thermo Spectronic, E.E.U.U), la mezcla A 532y
600nm y la mezcla B a 440, 532 y 600nm.

Los valores de MDA se obtuvieron mediante las formulas descritas en el mismo articulo:
(-TBA = Mezcla A; + TBA = Mezcla B)

((A 532+TBA)- (A 600+TBA)) — ((A 532-TBA)- (A 600-TBA))= A

((A 440+TBA)- (A 600+TBA)) *0.0571= B

MDA equivalentes (nmol - mL -1) = ((A-B)/ 157000* 1000000)

3.6 Capacidad antioxidante total

Para realizar las medidas de la capacidad antioxidante se utilizo el método ABTS (Roberta

Re et al.1999). Se pesaron 50mg de peso fresco de la muestra en eppendorf de 2mL vy se

afiadié 1mL de MeOH. A continuacion, se extrajo con el molinillo de bolas a una frecuencia

de 18 rpm durante 5 minutos y al terminar se centrifugaron las muestras a 12500 rpm durante

12 minutos a 4 °C. Tras la centrifuga se recogi6 el sobrenadante en tubos de 15mL y se llevo

a sequedad en una centrifuga de evaporacién al vacio (Speed-vac, Jouan, Saint Herblain

Cedex, Francia). Una vez seco se resuspendié con una solucién de MeOH al 80% durante

12



10 min en el ultrasonido. Seguidamente, se ajusto la solucion de ABTS +K2S,0g preparada
el dia anterior a una absorbancia de 0,7 en la longitud de onda de 734 nm. En ultimo lugar,
tras afiadir 10pL de extracto de la muestra a 1 ml de la solucion de ABTS ajustada se midio
con el espectofotometro a la misma longitud de al minuto 1, 2 y 3, repitiendo el proceso para

cada muestra.

3.7 Contenido hormonal

Para la determinacion del contenido de fitohormonas se utiliz6 el protocolo elaborado por
Durgbanshi et al. (2005), con alguna pequefia modificacion. Brevemente, se pesaron 200
mg de peso fresco para cada muestra en eppendorf de 2mL y se afiadieron 25 pL de una
mezcla de estandar interno que contenia 50 ng de[?Hs]- &cido abscisico, [Ci3]- acido
salicilico y acido dehidrojasmoénico, 5 o 6 bolas de vidrio y 2 ml agua destilada.
Seguidamente se extrajo con un molinillo de bolas a 15 rpm durante 10 minutos y se
centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10 min a 4°C. Una vez centrifugado se
recogié el sobrenadante en tubos de 15mL y se ajustd el pH a 2,8-3,2 mediante la
utilizacion de &cido acético al 30%, después se le afiadieron 2mL de dietiléter y se
centrifugaron las muestras a 2100 rpm durante 4 minutos a 4°C. A continuacion, se
recogié el sobrenadante en tubos de 15 nuevos Y se repitid el proceso de afadir dietiléter

y de centrifugar.

Finalmente se llevo a sequedad en la centrifuga de evaporacion al vacio y el dia de antes
de inyectar las muestras se resuspendieron en 500uL de H20:MeOH (90:10), 10 min de
ultrasonidos y se filtraron a través de un filtro PTFE de 0,2 um y se inyectaron en el
equipo cromatografico UPLC-MS (Acquity SDS, Waters Corp., Milford, MA, USA), la
separacion cromatografica se realiz6 por medio de una columna de fase reversa C18
(Luna Omega, 50 x 2,1 mm tamafio de 1,68um, Phenomenex, E.E.U.U.) y un gradiente
de MeOH y H20 (ambas con 0,1% de &cido acético) a un flujo de 300 puL/min. La
cuantificacion de las distintas hormonas se realizd mediante la extrapolacion de la

respuesta a una curva estandar realizada para cada una de ellas.
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3.8 Anadlisis estadistico

Para el analisis estadistico de todas las mediciones realizadas se ha utilizado el programa
informatico InfoStat (Di Rienzo et al. (2013)). Mediante este software se han realizado
andlisis ANOVA, seguidos de un test posthoc Turkey a todos aquellos datos en los cuales

se detectaron diferencias significativas (p-valor< 0,05).

4. Resultados

4.1 Crecimiento de plantas

1
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Figura 1. Datos del crecimiento de las plantas en los diferentes grupos de ensayo (25°C CT, 25°C ST, 40°C CT, 40°C
ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante (not), tras 2 dias de estrés ( 1) y tras 5 dias de estrés (2). Las diferentes
letras indican las diferencias significativas segun el test de Turkey (p<0,05).
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En cuanto a los datos obtenidos en el crecimiento de las plantas, se observa que tras 2
dias de estrés (Figura 1-1) el crecimiento de las plantas fue similar en todos los grupos de
ensayo para LK y not salvo en el estrés combinado de calor y salinidad. En dicho grupo
el crecimiento fue ligeramente mayor en las plantas LK con respecto al mutante deficiente
en ABA (not). Sin embargo, tras 5 dias (Figura 1-2) a pesar de no observarse grandes
diferencias entre LK y not, los datos muestran que las plantas del ecotipo silvestre LK
sometidas a estrés combinado de salinidad y calor (40°C ST) crecieron menos que las
plantas de LK sometidas solamente al estrés por temperatura (40°C CT) mientras que en
los grupos de ensayo a 25°C no se observaron diferencias significativas. Por el contrario,
en el caso de not los valores fueron similares en todos los grupos de ensayo salvo en el

grupo 25°CT que mostré un mayor crecimiento con respecto al resto.
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4.2 Pardmetro de fluorescencia de clorofilas (hpPSII)
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Figura 2. Eficiencia cuéntica del fotosistema Il (¢PSII) de las plantas respecto los diferentes tipos de estreses (25°C
CT, 25°C ST, 40°C CT, 40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante (not), tras 2 dias de estrés ( 1) y tras 5 dias
de estrés (2). Las diferentes letras indican las diferencias significativas segun el test de Turkey (p<0,05).

En la Figura 2 se muestran los valores de la eficiencia cuantica del fotosistema Il en
condiciones de luz. Tras 2 dias en situacién de estrés (Figura 2-1) los valores mas altos
se observaron en las plantas de LK y not, en condiciones 40°C CT mientras que en
condiciones de 40°ST los valores descendieron en ambos cultivares. Ademas, los valores
de ¢PSII obtenidos en las plantas del mutante not en los grupos de ensayo a 25° fueron
similares a los observados en el grupo 40°C. Por el contrario, en las plantas LK si se
observé un ligero descenso en el grupo 25°ST con respecto al grupo CT. A los 5 dias de

estrés (Figura 2-2) los valores mas altos se observaron en los grupos CT del mutante not
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para ambas condiciones de temperatura y el valor mas bajo se observo en las plantas de

LK sometidas a estrés combinado de salinidad y calor.

4.3 Contenido de cloruros
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Figura 3. Contenido de cloruros en las hojas de los distintos grupos de ensayo (25°C CT, 25°C ST, 40°C CT, 40°C
ST) del ecotipo silvestre (LK) y su mutante (not) tras 5 dias de estrés. Las diferentes letras indican las diferencias
significativas segun el test de Turkey (p<0,05).

Para evaluar la intoxicacion salina en la planta se determiné el contenido de cloruros a
nivel foliar Gnicamente tras 5 dias de estrés. Tal y como se observa en la Figura 3, los
valores de cloruros en las plantas expuestas al estrés salino y al estrés combinado fueron
casi el doble con relacion a los observados en los grupos CT respectivamente. Sin
embargo, la cantidad de cloruros fue ligeramente mayor en not que en LK en los grupos
de ST a 25° mientras que en los grupos de ST a 40° de LK y not no se observaron

diferencias significativas entre ellos.
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4.4 MDA
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Figura 4. Contenido de malondialdehido (MDA) en las plantas de los distintos grupos de ensayo (25°C CT, 25°C ST,
40°C CT, 40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante (not), tras 2 dias de estrés ( 1) y tras 5 dias de estrés (2).
Las diferentes letras indican las diferencias significativas segun el test de Turkey (p<0,05).

En los datos obtenidos en las plantas analizadas tras 2 dias de estrés (Figura 4-1) se
observa que en los grupos del mutante not los valores de MDA son mas altos con respecto
a LK en las plantas de 25°C ST y en las plantas de 40°C CT. Sin embargo, las plantas del

ecotipo silvestre LK muestran valores de MDA similares en todos los grupos de ensayo.

En cambio en las plantas analizadas tras 5 dias de estrés (Figura 4-2) se puede apreciar
una disminucion considerable del contenido de MDA en las plantas de not 25°ST, 40°CT
y 40°ST con respecto a los datos obtenidos tras 2 dias de estrés, mientras que los valores

de MDA en los grupos de LK son similares.
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4.5 Capacidad antioxidante total
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Figura 5.Efecto de la concentracion de los antioxidantes sobre la inhibicién del ABTS en los distintos grupos de ensayo
(25°C CT, 25°C ST, 40°C CT, 40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante (not), tras 2 dias de estrés (1) y tras 5

dias de estrés (2).
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Figura 6. Efecto de la concentracion de los antioxidantes sobre la inhibicion del ABTS a los dos minutos de la

reaccion en todos los grupos de ensayo (25°C CT, 25° C ST, 40°C CT, 40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante,
tras 2 dias de estrés (1) y tras 5 dias de estrés (2). Las diferentes letras indican las diferencias significativas segun el
test de Turkey (p<0,05).

Los resultados de capacidad antioxidante total vienen determinados por el porcentaje de
inhibicién del ABTS, de forma que una mayor inhibicién responde a una mayor
concentracion de antioxidantes en planta. Dada la complejidad de este ensayo, se muestra
la Figura 5 donde se ha representado la evolucion cinética en la inhibicion del ABTS para
cada grupo experimental, pero para simplificar la explicacion de los resultados se detallan
los resultados a los dos minutos de dicha cinética (Figura 6). Por tanto, en cuanto a la
capacidad antioxidante total a los dos minutos de la reaccién cinética (figura 6) se observa
como tras 2 dias de estrés (Figura 6-1) no hay diferencias significativas en ningin grupo
de ensayo. Sin embargo, a los 5 dias de estrés (Figura 6-2) los niveles de capacidad
antioxidante en el mutante not son menores con respecto al ecotipo silvestre LK en los

grupos sometidos a estrés por calor (40°C CT y 40°C ST).
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4.6 Contenido Hormonal

4.6.1 Acido abscisico (ABA)
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Figura 7. Contenido foliar de &cido abscisico (ABA) de los distintos grupos de ensayo (25°C CT, 25°C ST, 40°C CT,
40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y el mutante (not), tras 2 dias de estrés (1) ytras 5 dias de estrés (2). Las diferentes

letras indican las diferencias significativas segln el test de Turkey (p<0,05).

Los datos obtenidos, tras 2 dias de estrés (Figura 7-1) de los niveles de &cido abscisico
(ABA) a nivel foliar muestran que las plantas de not tienen niveles de ABA ligeramente
inferiores que LK. En el caso del ecotipo silvestre LK el contenido de ABA en ambos
grupos de ST (25°C y 40°C) es ligeramente superior a los grupos CT. Tras 5 dias de estrés
(Figura 7-2), la concentracion de ABA enddgeno en el mutante not permanece en niveles
similares a los observados en el primer tiempo de muestreo. Nuevamente, los niveles mas
altos de esta hormona se observan en las plantas de LK estresadas a 25°C y a 40°C siendo

casi el doble de la cantidad observada en T1.
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4.6.2 Acido salicilico (SA)
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Figura 8. Contenido foliar de &cido salicilico (SA) en los grupos de ensayo (25°C CT, 25° C ST, 40°C CT, 40°C ST)
del ecotipo silvestre (LK) y su mutante (not), tras 2 dias de estrés (1) y tras 5 dias de estrés (2). Las diferentes letras

indican las diferencias significativas segtn el test de Turkey (p<0,05).

Los datos de los niveles de &cido salicilico (SA) tras 2 dias de estrés (Figura 8-1)
muestran valores similares en todos los grupos de ensayo tanto en lukullus como de
notabilis. Sin embargo, tras 5 dias de estrés (Figural 8-2) los niveles de SA se ven
incrementados en las plantas del mutante notabilis en los grupos de ensayo expuestos a

40°C tanto en el grupo CT como en el grupo de estrés combinado.
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4.6.3 Acido jasmoénico (JA)
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Figura 9. Contenido foliar de &cido jasmonico (JA) en los diferentes grupos de ensayo (25°C CT, 25°C ST, 40°C CT,
40°C ST) del ecotipo silvestre (LK) y su mutante (not), tras 2 dias de estrés (1) y tras 5 dias de estrés (2). Las diferentes

letras indican las diferencias significativas segun el test de Turkey (p<0,05).

En los resultados obtenidos para los niveles de acido jasmonico (JA) tras 2 dias de estrés
(Figura 9-1) no se observan diferencias significativas en ninguno de los grupos de ensayo
ni en los dos grupos de plantas (LK y not), permaneciendo en niveles inferiores a 50 ng/g
peso fr. Dicho comportamiento es similar al observado tras 5 dias de estrés (Figura 9-2)
salvo que en este caso se produce un incremento marcado de los niveles de JA en las

plantas de notabilis sometidas a estrés combinado (40°C ST).
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4.7 Prolina
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Figura 10. Contenido foliar de prolina en los distintos grupos de ensayo (25°C CT, 25° C ST, 40°C CT, 40°C ST) del
ecotipo silvestre (LK) y su mutante (not), tras 2 dias de estrés (1) y tras 5 dias de estrés (2). Las diferentes letras
indican las diferencias significativas segtn el test de Turkey (p<0,05).

En cuanto a la concentraciéon de prolina, los resultados obtenidos en los dos tiempos
analizados (T1y T2) no muestran diferencias significativas en ninguno de los cultivares

ni en ninguno de los grupos experimentales.

5. Discusion

La respuesta fisioldgica de la planta a los estreses abidticos intenta minimizar los dafios
que estos estreses pueden producir en la propia planta. Durante mucho tiempo la mayoria
de las investigaciones se han centrado en abordar la respuesta de diferentes especies a un
solo estrés (Hichri et al. 2017; Abouelsaad, 2018). Sin embargo, la respuesta a estreses
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combinados es ampliamente desconocida aunque es una condicion extremadamente
comun en el entorno de la planta. El incremento de 1°C desde la época preindustrial
(Grupo intergubernamental de expertos sobre el cambio climatico, IPCC, 2014) en la
temperatura mundial ha provocado que los cultivos se vean afectados por unas subidas de
temperaturas a las que no estan adaptados pudiéndose ver afectada gravemente su
produccion. Unido a la subida de temperatura, en zonas cercanas al mar o zonas con
niveles altos de salinidad en el suelo, se puede producir una bajada de los niveles de agua
dulce, originando situaciones de sequia o del aumento de salinidad en el suelo y en el

agua utilizable para el riego por fendmenos como la intrusion marina.

El ABA es una fitohormona que participa en la en la sefializacion de muchos procesos en
las plantas. Se ha estudiado que promueve la floracion en algunas variedades de plantas
como litchi chinensis pero en otras como Arabidopsis es un represor floral (Gomez-
Cadenas, 2015).

La exposicién de las plantas a salinidad induce un aumento proporcional de ABA. Los
niveles aumentados de ABA inducen la expresion de genes que codifican transportadores
de iones, mejorando la absorcion selectiva de iones y contribuyendo a la transferencia de

Na* del citoplasma a la vacuola o descargandolo de la planta (Gémez-Cadenas, 2015)

Por estos motivos se han elegido el estrés por calor y el estrés por salinidad para el estudio
de sus efectos en las plantas de tomate del ecotipo silvestre lukullus y su mutante
deficiente en ABA, notabilis.

Los resultados obtenidos muestran que las plantas de notabilis no se ven més afectadas
que las plantas de LK por el estrés combinado. En ambos grupos se observa un menor
crecimiento y mayor acumulacion de cloruros con respecto al grupo CT en condiciones
de estrés combinado. Si bien es cierto, la acumulacion de cloruros en el mutante not es

ligeramente superior que en el ecotipo silvestre LK en el estrés salino a 25°.

En cuanto al parametro de fluorescencia de clorofilas, se puede observar un menor
eficiencia en el PSII en el ecotipo silvestre LK y en el mutante not en todas las
condiciones de estrées, datos que concuerdan con los observados también en tomate en
Rivero et al. 2014. Ademas, los valores de ¢PSII fueron ligeramente mas altos en el
mutante deficiente en ABA, not, a 40°C tanto en condiciones CT como ST indicando que
la deficiencia de ABA no influye en el correcto funcionamiento del PSII. Esto podria

deberse al aumento en los niveles de SA observado en respuesta al calor en las plantas de

25



not, que no en las plantas del ecotipo silvestre LK, ya que se ha descrito que esta hormona
es capaz de proteger el fotosistema Il y la membrana frente a estreses por calor (Balfagon
et al 2019).

Diversos estudios han identificado hormonas como el ABA, JA y SA como elementos
clave en la tolerancia de las plantas a condiciones adversas y en los procesos de
aclimatacion al estrés combinado (Brossa et al. 2011; Singh and Gautam. 2013;
Zandalinas et al. 2018). Este estudio pone de manifiesto la implicacion del ABA en los

estreses combinados acumulandose dicha hormona en el ecotipo silvestre LK.

Diversos estudios han demostrado que el JA es una hormona importante en las respuestas
frente a estreses abidticos principalmente por su implicacion en la apertura de los estomas
(Clarke et al. 2004, Wang et al. 2010, 2014).

Los datos obtenidos en este estudio muestran aumento mas pronunciado en el mutante
not en el estrés combinado que no se observa en el ecotipo silvestre. Estos datos podrian
indicar la participacion de esta hormona en la respuesta al estrés combinado como se ha
descrito previamente en citricos (Balfagon et al. 2019).

En cuanto a la prolina no se observé ningdn aumento de sus niveles en ninguno de los
grupos de ensayo, estos datos podrian deberse a que dependiendo del cultivar puede
acumularse o no prolina. Por ejemplo, un estudio en patrones de citricos muestra
diferencias entre Citrange carrizo y Citrus macrophylla en la acumulacion de éste

aminoéacido en respuesta al estrés salino y al estrés por calor (Vives-Peris, 2017).

El estrés oxidativo es un efecto directo que se desencadena frente a estreses abidticos y
bidticos por un incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden
desencadenar dafio en la planta. Por ello, las plantas han desarrollado un sistema de
reduccion de ROS formado por enzimas y compuestos tdxicos para la planta (Halliwell,
2006; Delaplace et al. 2009). Una consecuencia directa de su aumento es la peroxidacion
lipidica a nivel de membrana que da origen al MDA que es un metabolito que
generalmente se ve aumentado debido a dafios en la membrana celular producidos por
agentes externos, esto se debe a que es el resultado de la peroxidacion lipidica de las
especies reactivas del oxigeno (ROS), por tanto si no hay nada que elimine estas especies
ROS del medio celular, el MDA aumenta debido a que se generan dafios en la membrana.
En este sentido, los datos obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que las plantas

de LK son capaces de mantener en equilibrio las ROS durante los distintos estreses,

26



puesto que no se observan diferencias significativas en los niveles de MDA en ningun
grupo de ensayo ni en ningun tiempo. Sin embargo, el comportamiento observado en las
plantas del mutante not es distinto para ambos tiempos. Inicialmente sus niveles de MDA
son mas altos en 25°C ST y en 40°C tanto ST como CT que en el ecotipo silvestre LK.
Estos datos podrian correlacionarse con una modificacion del sistema antioxidante en
estos mutantes (Ntatsi et al. 2014). Sin embargo, en el caso de los grupos de ensayo
sometidos a 40°C también podria relacionarse con el incremento de SA, ya que estudios
previos han visto que esta hormona es capaz de generar descensos en MDA en diversas
especies (Yuan y Lin, 2008; Marcinska et al. 2013)

En relacion a la respuesta antioxidante en este trabajo se evalu6 la capacidad antioxidante
total que engloba tanto enzimas como metabolitos antioxidantes. Los resultados
obtenidos muestran que el ecotipo silvestre LK es capaz de activar su capacidad
antioxidante en ambas situaciones de ST pero que ademas el calor por si solo también
induce su activacion. Por el contrario, las plantas del mutante not muestran niveles méas
altos que LK en condiciones CT y menores en condiciones de calor y estrés combinado.
Estos datos podrian indicar un mayor consumo de productos antioxidantes ante la

incapacidad de sintetizar ABA y protegerse (Ntatsi et al. 2014).

6. Conclusiones

- Ladeficiencia en ABA no produce una mayor intoxicacion de cloruros a nivel foliar
en estres combinado

- El estrés combinado induce la acumulacién de ABA en plantas de lukullus pero no
aumenta los niveles de SA 'y JA, aunque la carencia de ABA si induce su acumulacion

- El calor induce niveles mas altos de SA en las plantas de notabilis que protegen el
PSII.

- El calory el estrés combinado reducen la capacidad antioxidante total en el mutante

notabilis
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