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INTRODUCCION

El estrés hidrico es uno de los facto-
res ambientales que mas afecta al creci-
miento y al desarrollo vegetativo y limita
tanto la cantidad como la calidad de la
produccion agricola. En citricos, se sabe
que el &cido abscisico (ABA) regula
muchas de las respuestas fisiologicas al
estrés hidrico tales como la abscision de
érganos y el cierre estomatico, ademas
de modular la intensidad de la respuesta
fisiolégica frente a esta condicion
ambiental adversa (Gomez-Cadenas vy
col., 1996). Por ello, cuando se someten
a estrés hidrico severo, los arboles de
citricos sufren un cierre estomatico muy
répido que afecta al flujo xilematico que
puede llegar incluso a detenerse comple-
tamente en un periodo de tiempo muy
corto.

En condiciones de estrés hidrico
severo, las plantas de citricos manifiestan
sintomas de marchitez e, incluso, danos
foliares aungue no experimentan absci-
sién foliar. Sin embargo, cuando las con-
diciones de humedad se restablecen,
bien por el riego o por precipitaciones se
observa que las hojas recuperan la tur-
gencia pero, poco después, una parte de
ellas se desprende de la planta (Gomez-
Cadenas y col., 1996). Se sabe que la
regulacion de este fendmeno depende
tanto del ABA como del etileno (otra hor-
mona vegetal de gran importancia en
agricultura). En condiciones de estirés
hidrico, el ABA y un precursor metabdlico

Resumen

El estrés hidrico afecta a diferentes parametros fisioldgicos en citricos ademas de
reducir la produccion y la calidad de los frutos. Las plantas responden a la sequia regu-
lando el estado hidrico y aumentando la abscision de hojas y frutos a través de la modi-
ficacion los niveles hormonales endégenos. En este trabajo se estudié la implicacion
del acido jasmonico (JA) como posible molécula sefializadora de la respuesta de los
citricos al estrés hidrico. Para ello, se realizaron diversas medidas de los niveles hor-
monales radiculares y foliares en plantas de citrumelo CBP4475 sometidas a condi-
ciones de sequia extremas y, una vez caracterizado el patron de acumulacion del ABA
y el JA, se realizaron tratamientos de inhibicion quimica de las rutas de biosintesis de
ambas hormonas. Los resultados indican que existe una acumulacion transitoria de JA
que precede a la acumulacién progresiva de ABA. Ademas, los experimentos de inhi-
bicién mostraron que el incremento en los niveles de JA en raices es necesario para
la posterior acumulacion de ABA. Estos datos sugieren que el JA tendria un papel de
disparador temprano de la cascada de sefiales que se desencadena en raices de citri-
cos sometidos a condiciones de sequia, actuando como interruptor de respuestas pos-
teriores.

Abstract

Water stress affects a number of different physiological parameters in citrus and
also reduces fruit quality and yield. Plants respond to water stress regulating water sta-
tus and increasing leaf and fruit abscission through modification of endogenous hor-
monal levels. In the present work the involvement of jasmonic acid (JA) as a putative
signal in the response of citrus to water stress was studied. Therefore, different mea-
surements of hormonal levels were performed in roots and leaves of citrumelo
CPB4475 exposed to severe drought conditions, and, once the accumulation pattern
was characterized, chemical inhibition of hormone biosynthetic pathways was perfor-
med. Results show that exists a JA transient accumulation that precedes ABA progres-
sive increase. Moreover, chemical inhibition experiments suggest that the increase in
the JA levels is necessary for the subsequent ABA accumulation. These results point to
the JA as an early trigger for the signal cascade originated in roots of citrus under
drought conditions, acting as a switch of downstream responses.

del etileno se acumulan en las raices de
los citricos y cuando se restablecen las
condiciones de riego, ambos son translo-
cados a la parte aérea donde el precursor
es oxidado a etileno y promueve la absci-
sién de hojas y frutos. En este marco, el
ABA adopta un papel central como sefna-
lizador en condiciones de estrés hidrico,
aungue se asume gque las respuestas de
las plantas a los estimulos ambientales
estan reguladas por una compleja red de
hormonas vegetales. Por tanto, cabe
esperar una interaccion concertada en el

tiempo de sus rutas de biosintesis y cata-
bolismo.

El &acido jasmonico (JA) y sus meta-
bolitos, conocidos colectivamente como
jasmonatos, son compuestos sefalizado-
res derivados de lipidos de membrana
similares, tanto a nivel estructural como
funcional, a las prostaglandinas anima-
les. Las respuestas vegetales mediadas
por jasmonatos incluyen la defensa fren-
te a herbivoros, patégenos bacterianos y
fungicos y también la proteccion frente a
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condiciones de estrés abidtico como
incrementos en la concentracion de
ozono 0 dano mecanico (Lorenzo y
Solano, 2005). Sin embargo, la funcion
de los jasmonatos en la respuesta vege-
tal al estrés hidrico es poco conocida a
pesar de gue cada vez hay evidencias en
mas especies que apuntan a una posible
funcion senalizadora del JA en estas con-
diciones (Mahouachi y col., 2007; Arbona
y Gomez-Cadenas, 2008; Brossa y col.,
2011).

Los citricos son muy sensibles al
estrés hidrico en el estadio de plantula,
durante su trasplante. En Espanay en la
mayor parte de los paises productores de
citricos la produccion de plantas certifica-
das se realiza en viveros autorizados. El
proceso implica el cultivo de patrones
tolerantes a partir de semillas que son
injertados posteriormente con las diferen-
tes variedades, este proceso tiene una
duracién que puede oscilar entre uno y
tres afios, después de los cuales la plan-
ta esta lista para ser trasplantada a su
ubicacion definitiva. Ademas, es frecuen-
te que antes o durante el trasplante ocu-
rra una poda parcial de raices, lo cual, sin
duda, induce un estrés hidrico en la plan-
ta joven que es en gran parte responsa-
ble de la mortalidad de las plantas en
este periodo de aclimatacion.

Para profundizar en el conocimiento
de la funcidén de las hormonas vegetales
como sefalizadoras del estrés por
sequia, en este trabajo se ha estudiado
la relacion entre las variaciones de las
concentraciones enddgenas de JAy ABA
en raices de citricos en respuesta a
estrés hidrico. En concreto, se ha profun-
dizado en la hipotética induccién de la
acumulacion de ABA mediada por un
aumento transitorio en la concentracion
de JA.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

En los experimentos descritos, se
emplearon plantulas de un afo de edad
de citrumelo CPB 4475 (Citrus paradisi L.
Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) obteni-
das de un vivero autorizado, que se tras-
plantaron a macetas de plastico de 2.5 L
utilizando perlita como sustrato. Las plan-
tas se cultivaron durante dos meses para
su aclimataciéon en un invernadero con
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un fotoperiodo de 16 horas (PAR méaximo
de 1200 umol m™2 s71), una temperatura
diurna/nocturna de 25+2 /18+2 °C y una
humedad relativa entre el 60% y el 95%.
Durante este periodo, las plantulas se
regaron tres veces por semana con 0.5 L
de solucion Hoagland modificada para
citricos (Gomez-Cadenas y col., 1996).

Tratamientos y analisis hormonal

Tras el periodo de aclimatacion, las
plantulas se dividieron aleatoriamente en
distintos grupos de cuatro macetas cada
uno y se trataron durante la semana pre-
via a la imposicion del estrés bien con un
inhibidor de la biosintesis del JA, el &cido
salicilhidroxamico (SHAM), o bien con
norflurazona (NFZ, proporcionada por
Syngenta Espafa, Madrid, Espafna), un
inhibidor indirecto de la biosintesis de
ABA (Gomez-Cadenas y col., 1996).
Otros grupos de plantas se trataron, ade-
mas, con JAy ABA. Los compuestos qui-
micos se disolvieron en 4 ml de DMSO y
posteriormente se diluyeron en 0.5 L de
solucién de riego a sus concentraciones
finales (20 mM en SHAM y 1 mM en JA,
ABA y NFZ). Las plantas control se rega-
ron al mismo tiempo con 0.5 L de solu-
cién de riego sin tratamiento alguno.

El estrés hidrico se aplicd trasplan-
tando las plantas a macetas con perlita
seca durante diferentes periodos de
tiempo en las mismas condiciones des-
critas con anterioridad.

En todos los casos, se muestrearon
raices jovenes y hojas de posicion inter-
media de cuatro plantas por grupo y el

material fue inmediatamente congelado
en nitrégeno liquido y almacenado a -80
°C hasta su posterior analisis.

Las extracciones y determinaciones
hormonales se llevaron a cabo tal y como
se describe en Durgbanshi y col., (2005)
con modificaciones menores.

RESULTADOS

Caracterizacion de la acumulacion de
ABA y JA en raices de citricos en res-
puesta a estrés hidrico

En primer lugar, se caracterizd la
dindmica de acumulacién de ABAy JA en
raices de citricos a lo largo de 30 horas
desde la aplicacion del estrés. En la figu-
ra 1A se observa que durante este perio-
do se produjo una acumulacion transito-
ria de JA, que comenzod a las 3 h tras la
imposicién del estrés y alcanzo un maxi-
mo a las 6 h. (264.4 frente a 25.9 ng/g en
las plantas en condiciones control).
Posteriormente, la concentracion de JA
radicular disminuyd paulatinamente
hasta llegar a niveles control 30 h des-
pués de la aplicacién del estrés. En las
mismas condiciones, el ABA (figura 1B)
mostré una acumulacion radicular cons-
tante tras un pico inicial a las 6 horas
(figura 1B).

El aumento de ambos metabolitos
pocas horas tras la aplicacion del estrés
sugiere una posible respuesta temprana
y un posible papel del JA como nexo
entre la percepcion del estrés por la célu-
la vegetal y la posterior acumulacion de
ABA.
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Figura 1: Concentraciones de JA (A) y ABA (B) en raices de plantas control (<)
y sometidas a estrés hidrico ().
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Inhibicidn de la biosintesis de JA

Los experimentos de caracterizacion
de la acumulacion hormonal permitieron
seleccionar el punto de 6 horas como el
tiempo Optimo para realizar el muestreo
de los experimentos de inhibicién quimi-
ca de la biosintesis de JA, con el fin de
averiguar si existia una relacion de
dependencia entre la acumulacion transi-
toria de JA y la acumulacion progresiva
de ABA en respuesta al estrés hidrico
(figura 2). El tratamiento con SHAM en
plantas estresadas previno la acumula-
cién de JA en raices (figura 2A). Ademas,
los niveles de ABA en estas plantas (figu-
ra 2B) fueron mucho menores que los
correspondientes a plantas no tratadas
(288.0 frente a 56.6 ng/g PF).

En este experimento, se incluyeron
grupos de plantas estresadas y tratadas
simultdineamente con SHAM y JA para
intentar restaurar la concentracion de JA
endodgena encontrada en plantas someti-
das a estrés. Las raices de estas plantas
mostraron niveles de JA equivalentes a
los de plantas estresadas (115.9 frente a
133.7 ng/g PF). La concentracion de
ABA en las raices (127.0 ng/g PF), aun-
que mayor que en plantas tratadas con
SHAM (56.6 ng/g PF), fue menor que la
encontrada en plantas no tratadas (20.6
ng/g PF), lo cual fue considerado como
una recuperacion parcial de la concen-
tracion endégena. Los grupos de plantas
estresadas y tratadas exclusivamente
con JA mostraron niveles endogenos
tanto de JA como de ABA superiores al
resto de grupos de tratamiento (191.4 y
591.4 ng/g PF respectivamente).

Inhibicién de la biosintesis de ABA

En la figura 3B podemos ver como el
tratamiento con NFZ redujo a la mitad el
incremento de ABA en las raices de plan-
tas estresadas (149.0 frente a 288 ng/g
PF) sin afectar a la acumulacién de JA
(figura 3A) (109 frente a 133.7 ng/g PF).
Por otro lado, el tratamiento simultaneo
con ABA y NFZ restaurd los niveles de
ABA encontrados en plantas estresadas
(331.5 frente a 288.0 ng/g PF) sin alterar
en gran medida la concentracion de JA
(98.9 frente a 133.7 ng/g PF). Las plan-
tas sometidas a deficiencia hidrica y tra-
tadas exclusivamente con ABA presenta-
ron niveles enddgenos de esta hormona
ligeramente superiores a plantas estre-
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Figura 2: Concentraciones de JA (A) y ABA (B) en raices de plantas estresadas
(excepto CTL) y tratadas con hormonas exogenas y/o inhibidores de su biosintesis.
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Figura 3: Concentraciones de JA (A) y ABA (B) en raices de plantas estresadas
(excepto CTL) y tratadas con hormonas exégenas y/o inhibidores de su biosintesis.

sadas (376.9 frente a 288.0 ng/g PF)
pero nuevamente, los niveles de JA de
las raices de estas plantas fueron equi-
valentes a los de las plantas estresadas
sin ningun tratamiento (126.4 frente a
133.7 ng/g PF).

Respuesta de los tratamientos en la
parte aérea

Aunque el presente trabajo se centra
en la acumulacion radicular de JA'y ABA,
también se llevé a cabo la cuantificacion
de estas fitohormonas en la parte aérea.
En la figura 4 podemos ver que sé pro-
dujo un aumento en la concentracion
enddgena tanto de JA (A) como de ABA
(B) en respuesta al estrés de forma simi-
lar a la respuesta observada en la parte
radicular, sin embargo, el tratamiento de
inhibicién de la biosintesis de JA no tuvo
ningln efecto sobre la acumulacién de
éste en la parte foliar, probablemente
debido a que el tratamiento fue adminis-
trado en el agua de riego; de esta forma,
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el SHAM pudo no transportarse a la parte
aérea en cantidad suficiente para ejercer
su accién. La acumulacién de ABA tam-
poco se vio modificada por el tratamien-
to. Por el contrario, el tratamiento con JA
exdégeno, bien solo o bien junto con
SHAM si provocé un aumento significati-
vo de los niveles de JA en parte aérea,
sin embargo este aumento no se vio
reflejado en la acumulacion de ABA.

El tratamiento con NFZ consiguio
reducir los niveles de ABA respecto a los
niveles de plantas estresadas sin ningun
tratamiento (162.3 frente a 310.4 ng/g
PF), el tratamiento de NFZ simultanea-
mente con ABA exdgeno no causo ningu-
na variacién significativa respecto a las
plantas tratadas Unicamente con NFZ,
por el contrario, las plantas tratadas
exclusivamente con ABA exdgeno si pre-
sentaron un aumento significativo en 1a
cantidad de ABA foliar, alcanzando nive-
les de ABA estresadas sin ningun trata-
miento.
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Figura 4: Concentraciones de JA (A) y ABA (B) en hojas de plantas estresadas
(excepto CTL) y tratadas con hormonas exdgenas y/o inhibidores de su biosintesis.

DISCUSION

En este trabajo se estudio la interac-
cién entre JA y ABA en plantas de citru-
melo sometidas a estrés hidrico severoy
se mostré la dinamica de acumulacion
del JA y ABA en raices de citricos some-
tidos a sequia por un periodo de 30 h. En
estas condiciones, se observo un aumen-
to transitorio de la concentracion endoge-
na de JA tanto en hojas como en raices
al cabo de 6 horas partiendo de valores
control. Posteriormente, los valores dis-
minuyeron de nuevo hasta alcanzar valo-
res cercanos a los presentes en plantas
no estresadas. Coincidiendo con el incre-
mento transitorio de JA, los niveles de
ABA radicular y foliar aumentaron de
forma progresiva durante las 24 horas
restantes.

En trabajos anteriores, se habia des-
crito un comportamiento similar en hojas
de citricos sometidos a encharcamiento
radicular (Arbona y col., 2008) y en hojas
de plantulas de papaya sometidas a des-
hidratacion progresiva (Mahouachi y col.,
2007). Ademas, los resultados prelimina-
res son compatibles con trabajos anterio-
res realizados en citricos y en condicio-
nes de estrés hidrico severo (Gomez-
Cadenas y col., 1996). En este trabajo,
se observo una acumulacion progresiva y
masiva de ABA en raices de mandarino
Cleopatra en respuesta a estrés hidrico
severo. A la vista de estos resultados y
los existentes en la literatura, se puede
concluir que esta respuesta es comun a
diferentes tipos de estrés abidtico y a
diferentes especies vegetales. Ademas,
el patron de acumulacién observado es

compatible con un papel 'disparador' del
JA, mientras que el ABA actuaria modu-
lando las respuestas fisiologicas frente al
estrés, como se ha sugerido anterior-
mente (Mahouachi y col., 2007; Arbona y
col., 2008). En este modelo, el JA ejerce-
ria el papel de ‘interruptor principal' alter-
nando entre el estado de “no-estrés” y
“estrés”, actuando directamente sobre la
biosintesis de acido abscisico, al menos
en raices, donde se ha podido llevar a
cabo una inhibicion de las rutas de bio-
sintesis de ambas hormonas; respecto a
la parte aérea no se puede afirmar que
exista la misma dependencia dada la
imposibilidad de impedir la acumulacion
de JAy ABA.

En el trabajo de Adie y col., (2007) se
postula la necesidad de biosintesis de
ABA para la subsiguiente biosintesis de
JA como respuesta a la infeccién por
Pythium irregulare en Arabidopsis thalia-
na. Segun este articulo es necesaria la
sintesis previa de ABA para la produccion
de JAy la activacion de las defensas de
la planta frente a P.irregulare. Esto esta-
ria en desacuerdo con nuestra hipdtesis
de que la sintesis de JA es independien-
te de la produccion de ABA 'y que, como
apuntan nuestros resultados, es la acu-
mulacion de JA lo que permite la subsi-
guiente acumulacion de ABA en respues-
ta al estrés. En cualquier caso estas dife-
rencias podrian deberse al hecho de tra-
tar con especies diferentes o a que el
estrés en el caso del trabajo de Adie y
col. es bidtico, provocado por la infeccion
de un patégeno frente a nuestro sistema,
en el que utilizamos un estrés hidrico
severo.
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En un articulo recientemente publica-
do por Kim y col., (2009), se postula una
tesis diferente en relacion a la interaccion
JA/ABA en el contexto del estrés hidrico,
en este trabajo los resultados obtenidos
en plantas de arroz (Oryza sativa) trans-
génicas, sugieren que las plantas produ-
cen MeJA al aplicar el estrés hidrico y
éste a su vez estimula la produccion de
ABA, lo que seria compatible con nues-
tros resultados. En general, lo que pare-
ce ser cierto es que el JA es una senal
temprana implicada en procesos funda-
mentales de la respuesta de los citricos a
la sequia y, ademas, se requiere acumu-
lacion de JA para el inicio de la biosinte-
sis de ABA.

Este trabajo puede ser la base para
disefiar actuaciones agrondémicas que
incrementen la tolerancia al estrés abioti-
co de las plantas jovenes de citricos,
especialmente durante el momento de su
trasplante a campo.
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