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Introduccion

La climatologia mediterranea se
caracteriza por tener veranos calu-
rosos y secos seguidos de perio-
dos de lluvias torrenciales que pro-
vocan inundaciones en poblacio-
nes y zonas de cultivo. Este fenb-
meno, conocido como ‘gota fria’
esta provocado por un incremento
de la evaporacion durante el perio-
do estival que conduce a la acumu-
lacibn de grandes masas de vapor
de agua en las zonas costeras. A
medida que las temperaturas dis-
minuyen, este aire hUmedo y calido
asciende hacia el interior continen-
tal donde se condensa y precipita
en forma de abundantes lluvias.

El principal efecto de la inunda-
cion es la reduccion del contenido
en O, del suelo como consecuen-
cia de diferentes reacciones quimi-

Resumen

En la cuenca mediterranea, el encharcamiento del suelo es un fenbmeno
estacional asociado a la incidencia de lluvias torrenciales. El principal efecto de
la inundacion del sustrato es la reduccion en la disponibilidad de O, en el entor-
no radicular, lo cual se traduce en una reduccion de la capacidad de absorcion
de agua de las plantas y en un descenso del intercambio gaseoso. Los citricos
se consideran, en general, sensibles a la asfixia radicular aunque se han des-
crito notables diferencias entre genotipos. En este sentido, se considera al man-
darino Cleopatra altamente sensible mientras que otros patrones como citrume-
lo Swingle o citrange Carrizo estan clasificados como mas tolerantes. En el pre-
sente trabajo, se evalud la relacion de distintos parametros fotosintéticos, tales
como el intercambio gaseoso y la fluorescencia de clorofilas, con la tolerancia al
encharcamiento en los tres genotipos mencionados. Se observd una gradacion
en la tolerancia al encharcamiento continuado, siendo mandarino Cleopatra muy
sensible, citrumelo moderadamente tolerante y citrange Carrizo muy tolerante.
Esta gradacion se correlaciond con la capacidad de mantener una elevada acti-
vidad fotosintética estable durante mas tiempo. Estos resultados sugieren que la
actividad fotosintética podria ser utilizada como indicador de la tolerancia al
encharcamiento radicular en citricos.

Abstract

Soil waterlogging is a seasonal phenomenon associated to the incidence of
heavy rains in the mediterranean basin. The main effect of substrate flooding is
the reduction in the availability of O, in the root environment which is directly
related to a decrease in the plant ability for water absorption and the reduction in
gas exchange parameters. In general, citrus are considered sensitive to root
waterlogging although significant differences have been described to this respect
among genotypes. In this sense, Cleopatra mandarin is considered highly sensi-
tive whereas other genotypes such as Swingle citrumelo or Carrizo citrange are
classified as more tolerant. In the present work, the relationship of different pho-
tosynthetic parameters such as gas exchange and chlorophyll fluorescence with
tolerance to continuous flooding was assessed in the three above-mentioned
citrus genotypes. Cleopatra mandarin revealed as very sensitive, citrumelo as
moderately tolerant and Carrizo citrange as very tolerant. This gradation was
correlated with the ability to keep elevated photosynthetic activity and maintai-
ning it stable for longer time. These results suggest that photosynthetic activity
could be used as indicator of tolerance to root waterlogging in citrus.
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cas y bioquimicas (Domingo y cols.
2002). Dependiendo del tipo de
suelo, la desaparicion completa del
02 puede ocurrir incluso en horas,
provocando el descenso del poten-
cial de 6xido-reduccion hasta valo-
res cercanos a los -250 mV
(Syvertsen y cols. 1983). En estas
condiciones de anaerobiosis, la
fisiologia de los citricos se ve gra-
vemente afectada pudiendo incluso
ocasionar la muerte de los arboles
(Ford 1968).

Uno de los efectos mas impor-
tantes del encharcamiento en los
citricos es la reduccion de la tasa
fotosintética neta, especialmente
cuando el periodo de inundacion se
prolonga en el tiempo (Vu y
Yelenosky 1991). Ademas, la
reduccion de la conductividad
hidraulica radicular lleva a una dis-
minucibn de la absorcion de agua y
del crecimiento y a un aumento de
la marchitez y de los dahos foliares
(Ford 1968, Syvertsen y cols.
1983). En especies vegetales pro-
pias de ecosistemas humedos,
tales como Phragmites australis,
Carex cinerascens y Hemarthria
altissima, se ha asociado la tole-
rancia al encharcamiento con la
habilidad de mantener una activi-
dad fotosintética estable (Li y cols.
2007). Por lo general, los citricos
se consideran sensibles al enchar-
camiento radicular aunque se han
descrito notables diferencias a este
respecto entre genotipos. Por
ejemplo, el mandarino Cleopatra
(Citrus reshni Hort. ex Tan.) se ha
clasificado como altamente sensi-
ble mientras que otros genotipos
tales como citrange Carrizo
(Poncirus trifoliata L. Raf. x Citrus
sinensis L. Osb.) y citrumelo
Swingle (Poncirus trifoliata L. Raf. x
Citrus paradisi L. Macf.) se consi-
deran tolerantes (Ford 1968). No
obstante, no se conocen aun los
mecanismos fisiologicos que expli-
carian esta distinta tolerancia.

Ademas de los parametros de
intercambio gaseoso, la fluores-
cencia de clorofilas puede emple-
arse como método de diagnostico
del funcionamiento del fotosistema
Il (PSII). De hecho, este método ha
sido ampliamente utilizado en estu-
dios de estrés salino (Lopez-
Climent y cols. 2007), elevados
niveles de O5 (Calatayud y cols.
2006) e inundacion (Sudhir y
Murthy 2004). De esta forma, no
solo se consigue un método rapido
y no invasivo de evaluacion sino
también una forma rapida de inves-
tigar procesos basicos en fotosin-
tesis (Sudhir y Murthy 2004).

El objetivo que se planted en
este trabajo fue comprobar la rela-
cion existente entre la actividad
fotosintética de cada patron de
citricos y su tolerancia relativa al
estrés por encharcamiento. Para
ello, se seleccionaron tres genoti-
pos de citricos caracterizados por
su diferente tolerancia al estrés
provocado por el encharcamiento
del sustrato: citrange Carrizo, man-
darino Cleopatra y citrumelo
Swingle y se midieron distintos
parametros de intercambio gaseo-
so asi como de fluorescencia de
clorofilas para estudiar su correla-
cion con la tolerancia relativa al
estrés por inundacion.

Materiales y métodos

Material vegetal, tratamientos de
estrés y disefio experimental

Plantulas de un aho de edad de
los genotipos citrange Carrizo
(CC), citrumelo Swingle (Cit) y
mandarino Cleopatra (MC) proce-
dentes de un vivero autorizado
(Beniplant S.L.) se trasplantaron a
macetas de plastico (2.5 L) un mes
antes del comienzo de los experi-
mentos utilizando una mezcla de
perlita, vermiculita y turba en pro-
porcion 10:10:80 como sustrato.
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Las plantas se regaron tres veces
por semana con 0.5 L de una solu-
cion de Hoagland modificada para
citricos. Las plantas se cultivaron
en invernadero manteniendo la
temperatura diurna en 25+3.0°C y
la nocturna en 18+2.0°C. Para la
imposicion del tratamiento de
estrés se emplearon 36 plantulas
de cada genotipo, de tamaho vy
aspecto uniforme, 18 se reservaron
como controles y no se inundaron y
las otras 18 se sometieron a trata-
miento de inundacion continua.
Para ello, las macetas de 2.5 L se
cubrieron con bolsas de plastico y
el conjunto se introdujo en macetas
de un mayor volumen. El interior de
la bolsa de plastico se llenb con
agua del grifo hasta alcanzar un
nivel 2 cm por encima de la super-
ficie del sustrato. Durante los 33
dias que durd el tratamiento de
inundacion, se mantuvo el mismo
nivel de agua. La evolucion del
dano foliar se representd como el
porcentaje de hojas que presenta-
ban necrosis en, al menos, el 25%
de su superficie.

Parametros de intercambio gaseo-
so

La fotosintesis neta (A) y la rela-
cion entre la concentracion de CO,
subestomatica y ambiental (Ci/Ca)
se midieron con un equipo portatil
de fotosintesis LCpro+ (ADC bios-
cientific Ltd., Hoddesdon, Reino
Unido) bajo condiciones de hume-
dad y CO, ambientales. EI PAR
necesario (1000 ymol m™2 s71) fue
proporcionado por una matriz de
diodos acoplada al equipo. Las
medidas se tomaron después de la
estabilizacion del instrumento y
para ello de cada planta se selec-
cionaron tres hojas maduras en
posicion intermedia sobre las que
se realizaron cuatro medidas con-
secutivas.
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Fluorescencia de clorofilas

Las medidas de fluorescencia
de clorofilas se tomaron con un
equipo portatii OS 1-FL (Opti
Sciences, Tyngsboro, Massachus-
sets, EEUU). Se seleccionaron
seis plantas al azar de cada trata-
miento y después de 30 min de
adaptacion a la oscuridad se midi6
la fluorescencia maxima en el PSlI
(Fv/Fm). Posteriormente, las plan-
tas se re-adaptaron a iluminacion
actinica (200-300 ymol m™2 s71) y
se midio la eficiencia cuantica foto-
sintética (Ppsi). Con estos datos,
se calculb el grado de disipacion
no fotoquimica (non-photochemi-
cal quenching, NPQ) que es un
indicador de la fraccion de energia
que se emplea en procesos de tipo
no fotoquimico o de transferencia
de electrones entre fotosistemas.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se rea-
lizaron utilizando el paquete infor-
matico StatGraphics Plus (V. 2.1.)
para el entorno Windows. Las
medias en los distintos tratamien-
tos se compararon mediante anali-
sis de la varianza (ANOVA) apli-
cando un contraste de hipbtesis de
tipo LSD a un p <0.05. Se realiza-
ron analisis de correlacion y regre-
sion entre los parametros A vs
Ci/Ca, Avs Fv/Fm y A vs Dpsil.

Resultados

Evoluciéon del dano foliar inducido
por la inundacion

En la Figura 1 se muestra la
evolucion del daho foliar en los tres
genotipos de citricos sometidos a
inundacion continua. De los genoti-
pos estudiados, fue en MC donde
se observd de forma mas tempra-
na el dano foliar y, tan sblo 7 dias
después de la imposicion del trata-
miento de estrés, un 19.7% de las
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Figura 1. Porcentaje de hojas afectadas después de la imposicion del estrés por
inundacion. En la figura, (®) representa mandarino Cleopatra, (®) citrumelo

Swingle y (V) citrange Carrizo.
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hojas estaban afectadas. Posterior-
mente, el porcentaje de daho incre-
mentd de forma rapida y, después
de 21 dias de inundacion continua,
el estrés afectaba a todas las plan-
tas. La aparicion de sintomas aso-
ciados al estrés por inundacion se
retraso de forma notable en plantas
de Cit, viendose afectadas so6lo un
10.4% de las hojas después de 14
dias de inundacion continua. No
obstante, la evolucion del daho se
aceler6 y, después de 28 dias de
estrés, el 100% de las plantas de
Cit se vieron afectadas. Por el con-
trario, las plantas de CC no presen-
taron ningun dano foliar hasta 25
dias después de la imposicion del
tratamiento, diferenciandose clara-
mente del resto de genotipos aun-
gue una vez comenzaron a mani-
festarse los sintomas de daho
foliar, su progresion fue muy rapida
y tras 42 dias de tratamiento todas
las plantas estaban afectadas.

Parametros de intercambio gaseoso

El tratamiento de inundacién
disminuyd A en las plantas de City
de forma mas acusada en las de
MC; sin embargo no tuvo ningln
efecto sobre la tasa fotosintética en
CC durante todo el periodo experi-

mental. En respuesta al encharca-
miento de sustrato, A en MC des-
cendio de forma paulatina hasta lle-
gar a valores cercanos a 0 al final
del periodo experimental (Figura
2a). En Cit, este descenso fue pre-
cedido de un incremento transitorio
por encima de los valores obteni-
dos en plantas control (Figura 2b).
No obstante, a partir del dia 12, A
descendio hasta alcanzar valores
un 82.7% inferiores a los control al
finalizar el experimento.

En general, Ci/Ca en MC y Cit
siguidé una tendencia opuesta a A.
En plantulas inundadas de MC,
Ci/Ca aumento de forma progresi-
va de tal forma que después de 33
dias de tratamiento los valores fue-
ron 4.4 veces superiores a los
observados en plantas control
(Figura 2d). En Cit, por el contrario,
Ci/Ca presentb valores cercanos a
los control durante gran parte del
periodo experimental y, Unicamen-
te aumento tras 33 dias de inunda-
cion continua (Figura 2e). De igual
forma que A, los valores de Ci/Ca
en plantas inundadas de CC no
presentaron ninguna variacion sig-
nificativa respecto de los valores
control durante todo el periodo
experimental (Figura 2f).




Figura 2. Evolucion de los parametros de intercambio gaseoso: tasa fotosintética neta (A) y relacion entre la concentracion
subestomatica y ambiental de CO2 (Ci/Ca) en los genotipos mandarino Cleopatra (a y d), citrumelo Swingle (b y e) y citran-
ge Carrizo (c y f). En cada grafico (®) representa plantas control y (®) plantas inundadas de forma continua.
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Figura 3. Evolucion de los parametros de fluorescencia de clorofilas: eficiencia maxima del PSIl (Fv/Fm), eficiencia cuanti-
ca fotosintética (®psi) y disipacion no fotoquimica (non-photochemical quenching, NPQ) en los genotipos mandarino
Cleopatra (a, d y g), citrumelo Swingle (b, e y h) y citrange Carrizo (c, f y i). En cada grafico (®) representa plantas control y
(®) plantas inundadas de forma continua.
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Fluorescencia de clorofilas

Durante todo el periodo experi-
mental, los valores de Fv/Fm en
plantas control se mantuvieron
alrededor de 0.8 con ligeras dife-
rencias entre genotipos (Figura
3a). La imposicion del estrés pro-
voco una reduccion de este para-
metro en todos los genotipos estu-
diados, aunque en diferentes gra-
dos. En plantas inundadas de MC,
el descenso en los valores de
Fv/Fm fue drastico llegando hasta
valores un 58.9% inferiores a los
control tras 33 dias de estrés
(Figura 3a). En Cit, el descenso en
Fv/Fm fue menos acusado que en
MC y tuvo lugar mas tarde (Figura
3b). Al final del periodo de estudio,
los valores medidos en plantas
inundadas de Cit fueron un 10.3%
inferiores a los de plantas control.
Los valores de Fv/Fm en plantas
inundadas de CC (Figura 3c) se
mantuvieron en valores similares a
los de plantas control durante mas
tiempo. Las plantas estresadas Uni-
camente presentaron un descenso
transitorio en este parametro a 22 y
30 dias y posteriormente se recu-
peraron hasta valores control. La
evolucion de los valores de ®Psiien
plantas de citricos inundadas fue
practicamente idéntica a la descrita
para Fv/Fm (Figura 3 d-e-f). En Cit
y en MC, NPQ se vio inducido
como mecanismo protector en res-
puesta al tratamiento de inunda-
cion (Figura 3h y 3g), aunque en
este Ultimo alcanzb valores supe-
riores (alrededor de 1.5 veces
mayores que los valores control
después de 25 dias de inundacion).
Por el contrario, las plantulas de
CC sometidas a condiciones de
estrés no experimentaron ninguna
variacibn en este parametro res-
pecto a valores control durante
todo el periodo experimental
(Figura 3i).
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Andlisis de correlacion

En la Tabla 1 se presentan los
analisis de correlacion entre Ay los
distintos parametros descriptores
de la actividad fotosintética: Ci/Ca,
Fv/Fmy FPSII. El analisis de corre-
lacion entre A y Ci/Ca dio como
resultado valores negativos de R
altamente significativos (p<0.01).
Por el contrario, el estudio de la
correlacion existente entre los
parametros A y Fv/Fm rindio resul-
tados significativos sblo en el caso
de Cit y MC, lo cual esta en conso-
nancia con la ausencia de variacio-
nes significativas en ambos para-
metros en CC. Por otro lado, cuan-
do observamos los resultados deri-
vados del analisis de correlacion
entre Ay ®psil, sblo en el caso de
MC se obtuvo una correlacion esta-
disticamente significativa (p<0.05).

Discusion

En este trabajo se presentan
datos que permiten establecer una
relacion entre la actividad fotosinté-
tica, medida tanto en términos de
tasa de intercambio gaseoso como
mediante parametros de fluores-
cencia de clorofilas, y la capacidad
de plantas de citricos para tolerar
el encharcamiento radicular. Como
ya se ha comentado anteriormente,
los citricos estan clasificados como
especies sensibles al encharca-
miento radicular (Ford 1968,
Syvertsen y cols. 1983) y como
tales no presentan ningln tipo de
adaptacion fisiolbgica ni morfologi-
ca (p.ej. formacion de aerénquima,
desarrollo de lenticelas, etc.) que
les permita sobrevivir bajo condi-
ciones de inundacion. Diferentes
autores, han descrito la elevada
sensibilidad de MC al encharca-
miento mientras que se considera
que, por lo general, Cit y CC son
mas tolerantes (Ford 1968,
Yelenosky y cols. 1995).

Tabla 1. Analisis de correlacion (test de
Pearson) entre la tasa neta fotosintéti-
ca (A) y diferentes parametros: rela-
ciobn entre la concentracion de CO2
subestomatica y ambiental (Ci/Ca), la
fluorescencia maxima en hojas adapta-
das a oscuridad (Fv/Fm) y la eficiencia
cuantica fotosintética (®psi) en hojas
adaptadas a iluminacion actinica.

R P-valor

A vs Ci/Ca

MC -0.60 0.00 (n=96)

Cit -0.56 0.00 (n=96)

CcC -0.47 0.01 (n=96)
A vs Fv/Fm

MC 0.56 0.00 (n=48)

Cit 0.61 0.00 (n=48)

CcC 0.24 0.20 (n=48)
A vs ®psil

MC 0.42 0.02 (n=48)

Cit 0.22 0.24 (n=48)

CcC 0.08 0.67 (n=48)

En este trabajo se utiliz6 como
indicador de sensibilidad la apari-
cion de dano foliar. El estudio de
estos datos indico que MC fue el
genotipo mas afectado por la impo-
sicion del estrés, seguido de Cit,
siendo CC el menos afectado.
Estos datos concuerdan con el
grado de tolerancia descrito en
anteriores trabajos (Arbona y cols.
2008, Ford 1968, Syvertsen y cols.
1983). Los analisis de correlacion
entre A-Ci/Ca, A-Fv/Fm y A-FPSII
indicaron que las limitaciones en la
actividad fotosintética observadas
en citricos sometidos a estrés por
inundaciébn podrian deberse a una
reduccion en la eficiencia carboxi-
lativa y no a un descenso en la difu-
sion del CO, a través de los esto-
mas. Esta hipbtesis adquiere
mayor sentido cuando se observan
los resultados obtenidos para el
parametro NPQ (Figura 3 f-g-h)
que muestran un incremento del
porcentaje de energia que se utiliza
en procesos que no implican un
transporte electronico entre fotosis-
temas. Los resultados obtenidos en
este estudio son compatibles con
los publicados por Ruiz-Sanchez y




cols. (1996) que asociaron la
reduccion en los parametros de
intercambio gaseoso inducida por
el encharcamiento con un descen-
so en la permeabilidad radicular al
agua. En otros sistemas vegetales,
los genotipos tolerantes al enchar-
camiento presentan niveles simila-
res a los controles en los parame-
tros de intercambio gaseoso y fluo-
rescencia de clorofilas (Kogawara y
cols. 2006, Li y cols. 2007), lo cual
refuerza los argumentos expuestos
en este trabajo.

Tomados en conjunto, los datos
indican que los genotipos de citri-
cos sensibles a la inundacion
sufren una reduccion drastica en la
asimilacion de CO, cuando estan
sometidos a encharcamiento
durante un periodo de tiempo pro-
longado, mientras que los genoti-
pos tolerantes mantienen niveles
elevados de fotosintesis durante
mas tiempo. Este efecto no se
reduce sblo a los parametros de
intercambio gaseoso sino que ade-
mas hay otras deficiencias en la
magquinaria fotosintética inducidas
por el encharcamiento radicular.
Estas deficiencias se resumen en
un descenso generalizado de la efi-
ciencia del PSIl (medidas por el
parametro Fv/Fm) junto con una
reduccion del transporte electroni-
co entre fotosistemas, como indica
®psil. La reduccion en la capacidad
de transporte electronico se asocia
a un incremento en la relacion
Ci/Ca, lo cual permite concluir que
el encharcamiento radicular tuvo
un efecto sobre la capacidad de
fijacion de dioxido de carbono. No

obstante, de forma paralela tanto
en Cit como en MC se indujo la
disipacion de energia a través del
incremento en NPQ, que mide la
fraccion de energia que se desvia
hacia procesos que no implican un
transporte electrbnico entre siste-
mas y en algunos casos implica la
disipacion en forma de calor a nivel
de los complejos antena (Lopez-
Climent y cols. 2007). La induccion
de estos sistemas supone una ven-
taja considerable al reducir la inci-
dencia de electrones en el entorno
celular que podrian conducir a la
produccion de especies activadas
de oxigeno y a un incremento en el
estrés oxidativo (Arbona y cols.
2008).

En definitiva, los datos aporta-
dos junto con evidencias previas
apuntan a la importancia del man-
tenimiento de una actividad fotosin-
tética Optima como parte funda-
mental del mecanismo de toleran-
cia.
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