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RESUMEN

Las concentraciones de boro (B) en las aguas de riego procedentes de plantas
de desalinizadoras, depuradoras, etc. podrian suponer un problema importante a corto
plazo en la zona del Levante Espafiol, ya que este elemento podria alcanzar niveles
toxicos para un gran numero de nuestros cultivos, entre ellos los citricos. La
tolerancia de los citricos a los estreses medioambientales como sequia, salinidad,
inundacion, deficiencias nutricionales dependen de una un gran nimero de factores,
pero uno de los principales es el portainjerto en el que se injerta la variedad. Por ello,
es de gran importancia conocer la tolerancia relativa al exceso de boro de los
portainjertos de citricos utilizados en el levante espafiol, para identificar cuales son
tolerantes o sensibles, asi como abordar una serie de estrategias que nos permitan
mejorar esta tolerancia en aquellos portainjertos mas sensibles. Por ello, el objetivo
principal de esta tesis fue mejorar la tolerancia de los citricos al estrés por exceso de
boro seleccionando portainjertos tolerantes, 0 mejorando los portainjertos sensibles
mediante la micorrizacién. Para la consecucion de este objetivo se plantearon tres
experimentos. En el primer experimento se estudiaron los efectos del exceso de B
(0,25 y 10 mg L, aplicado como HsBOs en la solucién nutritiva) sobre los tres
portainjertos més utilizados en la citricultura espafiola: citrange Carrizo (CC), Citrus
macrophylla (CM) y naranjo Amargo (NA). El segundo experimento consistio en
comparar los portainjertos citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y
Forner-Alcaide n° 5 (hibrido entre mandarino Cleopatra x citrange Carrizo; F5) con
tres tratamientos de boro: 0,25 (control), 5y 10 mg L™. En el tercer experimento se
evalud la micorrizacién como una estrategia para mejorar la tolerancia al exceso de
boro de las plantas de citrange Carrizo, regando con 0,25 (control), 5y 10 mg L™ de
B. En los tres experimentos se midieron parametros de crecimiento vegetativo,
intercambio gaseoso, fluorescencia de clorofilas, nutricion mineral, solutos organicos
y estrés oxidativo. Segun los resultados, en el primer experimento se llego a la
conclusion que el portainjerto de NA fue el mas tolerante, mientras que CC el méas
sensible al exceso de boro. Esto fue debido a que las plantas de NA acumularon una
menor concentracion de boro como consecuencia de la menor absorcion de boro por
las raices y su transporte hacia la parte aérea con respecto a los otros dos

portainjertos. Ademas, en el portainjerto NA detectamos un potente sistema



antioxidante capaz de contrarrestar los efectos tdxicos del boro. Al ver que las
plantas de citrange Carrizo eran las menos tolerantes, se evalu si la combinacion de
este portainjerto con mandarino Cleopatra (Forner-Alcaide n° 5) podria mejorar la
tolerancia de citrange Carrizo. Los resultados obtenidos indicaron que efectivamente
F5 presentd una mayor tolerancia al exceso de boro que su progenitor CC, aunque no
mejord dicha tolerancia con respecto a CL. No obstante, F5 podria ser un buen
portainjerto para citricos cultivados en condiciones de exceso de B, porque su raiz no
muestra ninguna sensibilidad a la toxicidad del B. Por otro lado, se evaluo la
micorrizacion como una estrategia mas a corto plazo para mejorar la tolerancia al
exceso de boro de variedades injertadas ya en citrange Carrizo. Se observd que las
plantas micorrizadas son mas tolerantes al exceso de boro ya que tuvieron una menor
concentracion de B en las hojas; y ademas, en estas plantas, su maquinaria
fotosintética parece ser menos sensible a la concentracion de B que las plantas no
micorrizadas. Los datos de estos tres experimentos también nos permitieron conocer
como afecta la toxicidad por boro a la asimilacion neta de CO,, y qué papel juegan
los azucares y el sistema antioxidante en los posibles mecanismos que tienen las

plantas para reducir la sensibilidad a la toxicidad por boro en los citricos.



SUMMARY

The concentrations of boron (B) in irrigation water coming from desalination
and water treatment plants could become a major concern at a short term in the
Spanish region of Mediterranean areas, since this element may reach toxic levels for
many of their horticultural crops, including among them citrus trees. Citrus tolerance
to environmental stresses such as drought, salinity, flooding, nutritional deficiencies
depend on many factors, but one of them is the rootstock on which the scion is
grafted. It is therefore very important to know the relative tolerance to boron excess
of citrus rootstocks used in the Spanish, to identify which are tolerant or sensitive as
well as address agronomical strategies that allow improving the tolerance of those
more sensitive rootstocks. Therefore, the main objective of this thesis was to improve
tolerance to stress excess boron in citrus trees selecting rootstocks tolerant, or
improving sensive rootstocks by mycorrhizae. To achieve these objective three
independent experiments were carried out. In the first experiment, the effects of
excess B (0,25 and 10 mg L™, applied as H3BOs in the nutrient solution) over the
three citrus rootstocks most used in the Spanish studied Carrizo citrange (CC),
Citrus macrophylla and Sour orange (NA) was studied. The second experiment was
done to compare rootstocks Carrizo citrange (CC), Cleopatra mandarin (CL) and
Forner-Alcaide N° 5 (F5; hybrid of Cleopatra mandarin x Carrizo citrange) with
three boron treatments: 0,25 (control), 5 and 10 mg L™. The third experiment,
mycorrhizal colonization was evaluated as a strategy to improve the tolerance of
Carrizo citrange plants, watered with 0,25 (control), 5 and 10 mg L™ B. In all three
experiments parameters of vegetative growth, gas exchange, chlorophyll
fluorescence, mineral nutrition, organic solutes and oxidative stress were measured.
According to the results in the first experiment it was concluded that the NA
rootstock was the most tolerant, while CC was the most sensitive to excess boron.
This was because the NA plants accumulated a lower concentration of boron as a
result of lower boron uptake by the roots and transport to the aerial part with respect
to the other two rootstocks. In addition, in the rootstock NA was detected a powerful
antioxidant system able to counteract the toxic effects of boron. As CC plants were
less tolerant, we evaluated whether the combination of CC with CL rootstock (F5)

could improve tolerance of citrange Carrizo. The results showed that effectively F5



showed a higher tolerance to excess boron relative to its parent CC, but it did not
improve the tolerance with respect to CL. With this data, we concluded that F5 could
be a good rootstock for citrus grown in conditions of excess B, because its root
shows no sensitivity to the toxicity. On the other hand, the mycorrhizae were
evaluated as a more short-term strategy to improve excess boron tolerance of grafted
trees in CC. It was observed that mycorrhizal plants are more tolerant to excess
boron as they had a lower concentration of B in leaves; and furthermore, in these
plants the photosynthetic machinery appears to be less sensitive to the concentration
of B relative to non-mycorrhizal plants. Data from these three experiments also let us
know how it affects boron toxicity net CO, assimilation rate and the role the sugars
and antioxidant system in the possible mechanisms of citrus plants to reduce

sensitivity the toxicity of boron in their tissues.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Consideraciones generales sobre el boro

El boro (B) se aislé por primera vez con una pureza del 80% en 1808 por Gay Lussac
y Thernard, pero no fue identificado como elemento quimico hasta el afio 1824 por
Jons Jacob Berzelius. Este elemento presenta dos isotopos estables en la naturaleza
con una masa atomica de 10 y 11, los cuales se encuentran aproximadamente en una
proporcion de 20:80 que lo lleva a presentar una masa atomica media de unos
10,81 g mol™,

Tabla 1.1. Principales caracteristicas fisico-quimicas del boro.

Simbolo quimico B Electrones por capa 2,3
NUmero atémico 5 Estados de oxidacion 3 (levemente &cido)
Grupo 13 Estructura cristalina Romboédrica
Periodo 2 Estado Sélido
Aspecto Negro Punto de fusion 2349 K
Bloque P Punto de Ebullicion 4200 K
Densidad 2460 Kg/m®>  Calor de fusién 50,2 kJ/mol
Masa atémica 10.811u Presion de vapor 0,348
Radio medio 85 pm Electronegatividad 2,04

Radio atomico 87 Calor especifico 1026 J/(K-Kg)
Radio covalente 82 pm Conductividad 1,0x 10" m*S/m
Configuracion [He] 2s2p*  Conductividad térmica 27,4 W/(K-m)

Como podemos ver en la Tabla 1.1, el boro es un elemento trivalente,
metaloide y semiconductor que se localiza en el grupo IlIA de la tabla periddica y
que presenta un pequefio atomo de ndmero atdmico 5. De acuerdo con su
configuracion electrénica (1s°2s°2p*) posee tan solo tres electrones en su capa mas
externa, esto hace que el B sea a menudo definido como un elemento “deficiente en
electrones”.

Su pequefio tamafio y su elevado potencial i6nico tan sélo le permiten formar
enlaces covalentes, fundamentalmente con atomos de oxigeno. El numero de
coordinacion del B (nimero de atomos dadores enlazados al atomo central) suele ser
de 3 0 4. En la naturaleza se encuentra en forma de acido bérico (H3BOs3), borato
[B(OH)4] o como mineral borosilicato. El &cido bdrico se comporta como un acido
débil de Lewis en solucién acuosa, de manera que acepta iones hidroxido y libera

protones de acuerdo con la siguiente ecuacion (pK, = 9,24 a 25 °C):
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B(OH); + H,0 <> B(OH) s + H'

La disociacion del acido borico esta por tanto determinada por el pH, de
manera que por encima de un pH de 9,24 el B se encuentra fundamentalmente en
forma de anién [B(OH) 4], mientras que a pH &cido o bien cerca de un pH neutro,
como ocurre en la mayoria de los fluidos bioldgicos, predomina en forma de acido
borico. El &cido borico también se caracteriza por reaccionar con alcoholes formando

ésteres de B:
B(OH);3 + 3ROH «> B(OR); + 3H,0

Esto hace que tanto el acido boérico como el borato puedan formar complejos
con una gran variedad de azlcares y otros compuestos que contienen grupos
cis-hidroxilo (Fig. 1.1). Esta capacidad para estabilizar moléculas a través de dichos
complejos se considera la base principal para la comprension del papel del B en los
sistemas biologicos, independientemente de su funcién en ellos (Bolafios y col.,
2004).

| |
-C—0 Sf TS - e
Bk HO © o—¢ c—0© o—c
B —OH B | | &
—c—o/ N AN
: HO© '0—C- -C—0 0—C-
a) b) c)

Figura 1.1. Ester mono borato cis-diol (a), complejo monoborato (b) y complejo
bis(diol) (c). Fuente: (Bolafios y col., 2004).

1.2. Origen, contenido y formas del boro en el suelo
1.2.1. Fuentes naturales de boro y su distribucion

La fuente principal de B en el suelo es la turmalina, mineral completamente insoluble
y muy resistente al humedecimiento. Desde el punto de vista quimico, es un
borosilicato que contiene aproximadamente un 3% de boro y cantidades variables de
hierro, aluminio, magnesio, calcio, litio y sodio. La liberacion de este material bajo la
forma de boratos es lentisima, y ello explica por qué la turmalina nativa del suelo no
puede suministrar las cantidades que los cultivos requieren en régimen intensivo y

prolongado. También, el agua de mar es una fuente de B. En los suelos de las zonas
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costeras suelen hallarse cantidades de este elemento hasta cincuenta veces superiores
a las presentes en suelos interiores.

En la mayor parte de los suelos el B se encuentra en cantidades
extremadamente pequefias, oscilando entre 2 y 100 ppm. La mayor parte no es
utilizable por las plantas. La forma asimilable (soluble en agua caliente) solo alcanza
un rango comprendido entre 0,4 y 5 ppm, y es suministrada por la fraccion organica.
Los suelos con cantidades toxicas para la vegetacion son escasos en nimero y suelen
presentarse en regiones aridas o en zonas regadas con aguas con alta concentracion
de B. Hay que tener en cuenta el hecho de que la intensificacion en la agricultura es
cada vez mayor lo cual implica una continua extraccién del elemento del suelo, y por
tanto la posibilidad de un empobrecimiento de sus reservas y, consecuentemente, el
aumento de estados deficitarios en los cultivos. A esto hay que unir la circunstancia
de que los fertilizantes actuales llevan cada vez menos impurezas, y el aporte, por
tanto, de oligoelementos en general, y el caso del boro en particular, ha dejado de
producirse. EI umbral de deficiencia se puede establecer en 0,5 ppm, aunque depende

gradualmente del pH y del contenido en materia organica del suelo.

1.2.2. Dinamica de boro en el suelo. Factores influyentes

El movimiento del boro en el suelo esta regulado por diversos factores que se hallan
intimamente relacionados entre si. No se puede por ello efectuar una separacion
especifica de cada uno y sefialar su particular influencia. En su conjunto vamos a
destacar: la textura del suelo, pH, concentracién presente en el suelo, temperatura y

la naturaleza de los componentes del suelo.

1.2.2.1. Textura del suelo

Los suelos de textura gruesa son pobres en boro hidrosoluble, ya que de ellos es
facilmente lixiviable y desplazable a las capas mas profundas. Esta eliminacién,
depende como es légico del agua que reciban. En cambio, los suelos de textura fina
tienden a retener el boro afiadido durante periodos de tiempo mas largos (Wear y
Patterson, 1962). Este hecho, no implica necesariamente que las plantas absorban el
elemento fijado en las arcillas en cantidades mayores al presente en los arenosos, a

iguales concentraciones de boro hidrosoluble. En realidad es al contrario. Se ha
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comprobado que cuando esto se cumple, las plantas toman méas cantidad de boro en

suelos arenosos que en suelos de textura fina.

1.2.2.2. pH y componentes del suelo

Numerosas investigaciones han orientado sus trabajos al estudio de los mecanismos
por los cuales este oligoelemento queda retenido en el suelo. Mayoritariamente se
admite que este proceso depende fundamentalmente del pH del suelo y de la
naturaleza de sus componentes. La opinion mas extendida es que los maximos
responsables de la adsorcion son los 0xidos de aluminio y hierro que forman parte
del suelo, y que al aumentar el pH se incrementa la adsorcion, alcanzando un
maximo en la zona alcalina.

En condiciones de pH bajas, el boro hidrosoluble se encuentra
fundamentalmente en la forma molecular H3BOj3 en la disolucion del suelo, es decir,
estd muy poco disociado y, por tanto, practicamente no queda adsorbido en los
coloides. Esto puede ser la razén por la que este oligoelemento es lixiviado tan
facilmente en estas condiciones. Pero al aumentar el pH, la adsorcion tiende a
manifestarse, y va aumentando hasta alcanzar un maximo entre 7 y 9, para disminuir
rapidamente con mayores aumentos de alcalinidad, hasta el punto de que a pH=10 ya
es minima. Este proceso puede explicarse si se tiene en cuenta que la forma HzBOs,
al aumentar el pH, tiende a ser aceptor de OH’, apareciendo entonces la forma
ionizada B(OH),:

H;BO,+ OH- < L_, B(OH)/

Esta forma, por un simple cambio aniénico de sus hidroxilos con los de los
hidroxidos de hierro y aluminio, o bien por formacion de un complejo borato-diol,
pasa a formar parte de un polimero. Es evidente que al ir aumentando el pH del suelo
aumentara la concentracién de B(OH),4, ya que el equilibrio se ve desplazado hacia
la formacion de la forma idnica, incrementandose asi el poder de fijacion. La
inflexion que se produce a pH cercano a 9 quedaria explicada por el mayor aumento
de OH", que desplazaria la reaccion de polimerizacion hacia la izquierda, dando lugar
a la desorcion de B(OH)4 de los hidroxidos donde estaban adsorbidos. Otra razén

posible es la competencia que se origina entre los OH™ y B(OH), por los lugares de
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adsorcion, que a un pH suficientemente alcalino favoreceria a los OH". Estos dos
motivos justificarian que a un pH superior a 9 no se produzcan précticamente
adsorciones de boro en los suelos. Es digno de sefialar, asimismo, que la adsorcién
del boro por los hidréxidos de aluminio es notablemente superior a la ejercida por los
correspondientes de hierro.

La adsorcion de boro por las arcillas siliceas se considera que ocurre en una
proporcion mucho mas baja que en los hidréxidos de hierro y aluminio, y
concretamente las que son expansibles. Experimentos realizados con montmorillonita
lavada (libre de hidréxidos) y no lavada muestran una retencion muy baja de boro en
el primer caso, y un notable aumento en el segundo (Sims y Bingham, 1967). Ello
hace suponer que el poder de adsorcion de las arcillas siliceas esta supeditado a las
distintas formas de hierro y aluminio que pueden estar presentes, como a impurezas
entre las unidades cristalinas que las constituyen.

El boro puede también ser fijado por la materia orgéanica, ya que los grupos
hidroxilo de las sustancias humicas pueden unirse con el acido bérico. Se cree que
esta retencion es mas firme que la de los hidréxidos de hierro y aluminio, en
condiciones neutras o acidas. Debido a esta fijacion se necesitan mayores cantidades
de boro para producir toxicidad en las plantas que crecen en suelos con alto
contenido de materia organica.

La posible influencia del calcio y potasio del suelo en este proceso de
adsorcion del boro ha sido también objeto de estudio. La posibilidad de que tenga
lugar una disminucién del elemento asimilable en presencia del Ca*?, por formarse
meta-boratos insolubles, es mas bien escasa, ya que el Ca(BOy), sélo puede
originarse en disoluciones concentradas de borato, situacion dificil de encontrar en el
suelo. Ademas, el meta-borato célcico se redisuelve facilmente. La influencia que el
calcio puede ejercer en la fijacion del boro parece estar orientada en primer lugar por
el aumento de pH, que se produce si la sal de calcio que existe 0 se afiade es
carbonato. En segundo lugar hay que considerar la posibilidad de que la adsorcién
del boro se lleve a cabo a través del calcio como intermediario, particularmente

cuando éste se encuentra adsorbido en una proporcion elevada al coloide del suelo:

Coloide | Ca+ B(OH); <——————| Coloide |, Ca-B(OH),
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Por otra parte, la adicion de potasio deberia aumentar la disponibilidad del
boro en el suelo, debido a la formacion de tetraborato potasico, de gran solubilidad.
Sin embargo, se ha encontrado que para valores altos de pH, el potasio disminuye la
solubilidad del boro (Kumar y col., 1981). Por ello, los cultivos que reciben una

fuerte fertilizacion potésica tienen mayor necesidad de boro.

1.2.2.3. Factores climaticos

La temperatura y la humedad del suelo son factores también a considerar en la
fijacion del boro. La influencia de la temperatura es de menor cuantia que la de los
factores anteriormente expuestos. Algunos trabajos experimentales en los que han
estudiado un rango de temperaturas entre 10 y 45 °C, han observado disminucion en
la fijacion con el incremento de la temperatura. EI hecho puede explicarse
admitiendo en estos casos un aumento de la desorcion.

Una mayor influencia la ejerce el contenido de agua del suelo. La deficiencia
de boro, en determinados cultivos, se acelera en condiciones de extrema sequedad.
Este comportamiento, ampliamente observado en campo, aunque no esta totalmente
aclarado, parece estar relacionado con la proporcion de materia organica
descompuesta, ya que durante periodos de sequia la actividad microbiana es reducida
y hay menos destruccién de materia organica. También puede ser debido, en parte, a
una menor proliferacion de las raices en estos suelos. En general, la deficiencia de

boro se manifiesta mayoritariamente en suelos secos y pobres en materia organica.

1.2.3. Influencia de la actividad humana

La manipulacién de los recursos naturales que contienen boro por parte del hombre
en sus diferentes actividades industriales es uno de los principales factores que
producen la contaminacion por boro tanto en suelos como en los diferentes recursos
hidricos. Aunque existen unos 200 tipos diferentes de minerales que contienen B solo
los gque se indican en la tabla 1.2 tienen importancia comercial (WHO, 2004). De
todos estos destaca el borax, colemanita y ulexita que son extraidos de manera
extensiva. El Borax y el acido bdrico son los que se suelen utilizar como fertilizantes,
siendo este ultimo aplicado directamente tanto al suelo como a las hojas (Parks y
Edwards, 2005).
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Tabla 1.2. Productos de boro de mayor a menor uso (WHO, 2004).

Substancia Férmula N° CAS
Bérax pentahidratado Na,[B4O5(0OH),4]-3H,0  12179-04-3
Borax Na,[B,Os(OH),]-8H,0  1303-96-4
Ulexita NaCa[BsOs(OH)s]-5H,0  1319-33-1
Colemanita Ca[B304(0OH)-H,0 1318-33-8
Perborato sédico tetrahidratado Na,[B,04(0OH),] 10486-00-7
Perborato sédico monohidratado Na,[B,04(0OH),] 10332-33-9
Acido bérico B(OH); 10043-35-3
Boérax anhidrido (tetraborato de disodio) Na,B,0; (amorfo) 1330-43-4
Oxido hérico B,0; (amorfo) 1303-86-2
Boro B 7440-42-8

N° CAS: namero de registro para productos quimicos.

Los compuestos de boro, ademas de ser utilizados como fertilizantes, tienen
una multitud de usos como manufacturacion de vidrio, ceramicas, retardantes de
fuego, jabones, detergentes, cosméticos, compuestos farmacéuticos y pesticidas entre
otros (Malina, 2004).

En las dltimas décadas se ha incrementado la extraccion de B con fines
industriales. Tanto en el proceso de extraccion de B en las minas como durante la
fabricacion de los productos derivados, se producen fugas y se libera una gran
cantidad de B al medio ambiente. El vertido de compuestos con alto contenido en B
durante la produccion y uso de detergentes, como por ejemplo el perborato sédico, ha
dado lugar a su acumulacion en ambientes acuaticos ya que estos compuestos suelen
ser solubles en agua. Por esta razon, en el agua subterranea los niveles de B pueden
incluso superar los 5 mg L™ (Parks y Edwards, 2005).

Otro aspecto de suma importancia que puede contribuir a la acumulacién de
B en el suelo es la utilizacion de agua desalinizada en las explotaciones agrarias; ya
que uno de los principales reservorios de B son los océanos (Shaffer y col., 2012). En
general, el agua desalinizada no presenta una concentracion de B que afecte de forma
negativa a la salud humana, pero si a la mayoria de las plantas, a menos que el B sea
retirado de forma eficiente durante el proceso de desalinizacién (Parks y Edwards,
2005). En un ambiente &acido o neutro el B pasa facilmente a través de las membranas

de Osmosis reversa de las plantas desalinizadoras. Sin un tratamiento especial
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adicional, el agua desalinizada obtenida a partir de agua del mar Mediterrdneo puede
alcanzar una concentracion de 2 mg L™ de B, niveles que son toxicos para un gran
numero de cultivos (Nable y col., 1997).

En los ultimos afios la desalinizacion ha sido reconocida como una de las
principales vias para obtener recursos hidricos que abastezcan a todos los sectores
derivados del incremento de la poblacién (Elimelech y Phillip, 2011), como por
ejemplo el creciente turismo en las areas de costa o la agricultura intensiva, cuya
demanda de agua se ha visto impulsada por las sequias severas en muchas zonas
aridas tales como la region Mediterranea (Voutchkov, 2005).

Segln “DesalData”, Espafa es el cuarto pais del mundo en la produccion de
agua desalada (Tabla 1.3) con una produccion diaria de 5,24 Hm®, lo que representa

un 8% de toda el agua desalada que se produce en el mundo.

Tabla 1.3. Paises con mayor produccién de agua desalada del mundo (DesalData,
2015).

) Capacidad de Capacidad

Rals Produccion (m®dia™?) total mundial (%)

Avrabia Saudi 10.759.693 17
Emiratos Arabes Unidos 8.428.256 13.4

Estados Unidos 8.133.415 13
Espafia 5.249.536 8
Kuwait 2.876.625 5
Argelia 2.675.985 4
China 2.259.741 4
Qatar 1.712.886 3
Japén 1.493.158 3
Australia 1.184.812 2

Esta agua desalada procede en un 62% del agua de mar, mientras que un 38%
lo es de agua salobre de pozos subterraneos; aunque estos porcentajes pueden variar
segun la zona. Generalmente, esta agua desalada va destinada en su mayor parte al
abastecimiento humano (67%), y a la industria (23%), y solamente un 10% va
destinada a la agricultura. Sin embargo, el uso de esta fuente de agua para la
agricultura podria incrementarse de forma significativa en los proximos afos, ya que

se ha demostrado que su uso directo es factible en las producciones agricolas si se
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aplican técnicas de riego eficaces y se rebaja el coste de su produccion mediante
subvenciones (Vargas-Amelin y Pindado, 2014).

1.3. El boro en las plantas

1.3.1. Un nutriente esencial

La esencialidad del boro para el desarrollo de las plantas fue demostrada por primera
vez en leguminosas por Warington (1923). El boro es un micronutriente esencial para
plantas vasculares, diatomeas y algunas especies de algas verdes. No parece ser
esencial para hongos y bacterias (con la excepcion de las cianobacterias) ni tampoco
para animales.

El boro es absorbido por las plantas en distintas formas del acido bérico:
B4O;%, BO3>, HBOs? 0 H,BO5"; bien mediante su aparato radicular o por via foliar.
Las cantidades requeridas son pequefias, aunque varian dentro de ciertos limites. Asi,
en la cebada su contenido es bajo (2-4 ppm en peso seco), mientras que en la
remolacha los valores pueden situarse entre 40-75 ppm. En general, en los tubérculos
y leguminosas se encuentran los contenidos mas altos, seguidos de frutales y
hortalizas, siendo los cereales los que requieren una menor concentracion. Ademas,
estas concentraciones, al igual que ocurre con otros oligoelementos, pueden variar
considerablemente en plantas de la misma especie. Las hojas y los Organos
reproductores presentan siempre los contenidos maximos.

El boro es un elemento que presenta una escasa movilidad en la planta. Esta
caracteristica se pone de manifiesto cuando se aplican disoluciones de sales de boro
directamente por pulverizacion en algunas hojas de las plantas; el elemento queda
fijado preferentemente en las hojas tratadas. También esta comprobado que las
plantas jovenes absorben el boro méas intensamente que las adultas, y que la
movilidad del elemento de los tejidos viejos a los jovenes es pequefia. Incluso es
frecuente qué una hoja particular pueda contener suficiente boro, o exceso del
mismo, mientras otra hoja del mismo tallo puede ser deficiente. No obstante, cada
vez hay mas evidencias de que la movilidad del B en el floema varia drasticamente
de unas especies a otras. A finales de los afios noventa, se descubrié que las plantas
que transportan azucares del tipo manitol o sorbitol presentan una importante
retranslocacion floematica de B (Brown y Shelp, 1997). Esto se produce como

consecuencia de la formacion de complejos bis(diol) entre el B y dichos azUcares.
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En agricultura, la deficiencia del boro en los cultivos es un problema muy
comin que impide el crecimiento de las plantas y generalmente causa una
disminucion de la elongacion radicular y reduce la expansion de las hojas (Broadley
y col.,, 2012). Sin embargo, el rango de concentracion entre la deficiencia y la
toxicidad es bastante estrecho, lo que hace que un exceso de boro en el suelo también
pueda causar pérdidas de produccion y calidad de los cultivos. Desde hace una
década los suelos contaminados por boro han aumentado considerablemente lo que
estd también generando un problema muy serio en el mundo, especialmente en zonas
de clima arido. En la produccion de cultivos, la toxicidad por boro es méas dificil de
manejar que la deficiencia, ya que esta Ultima puede ser evitada por un buen

programa de fertilizacion (Takano y col., 2008).

1.3.2. Funciones del boro en las plantas

1.3.2.1. Funcion estructural

Actualmente, se sabe que el B estd implicado en el mantenimiento de la estructura y
la funcionalidad de la pared celular. Esto se ha conocido gracias al aislamiento y
caracterizacion de los complejos rhamnogalacturonano-I1-boro (RG-I11-B), donde se
puso de manifiesto la presencia de enlaces entre el B y residuos de apiosa unidos a
pectinas (Figura 1.2), lo que permite estabilizar la compleja red péctica y regular el
tamano de los poros de la pared celular. Por eso, la baja concentracion de boro en las
plantas produce una disminucién de los enlaces de borato entre las pectinas
conduciendo a los sintomas de deficiencias de boro tan caracteristicos (O"Neill y
col., 2004). Sin embargo, la funcién estructural del boro no explica totalmente los
efectos de la deficiencia de B en las plantas, lo que hace pensar que este elemento
podria desemperfiar otras funciones. Bolafios y col. (2004) propusieron que el B
podria establecer enlaces covalentes con grupos cis-hidroxilo de moléculas que
forman parte del citoesqueleto de las células como fosfoinositoles, glicoproteinas y
glicolipidos. Wimmer y col. (2009) confirmaron este hecho utilizando el &cido
borodnico en cultivos celulares. Este acido es un derivado alquilo-aril substituido del
acido borico con la formula quimica R-BO,H; que contiene un enlace carbono-boro,
perteneciente a la familia de los compuestos drgano-boranos. El &cido boronico
compite directamente con el &cido borico en los enlaces del boro con las proteinas; y

su presencia en los cultivos de callos celulares altera la union de las paredes entre dos
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células adyacentes. Estos investigadores identificaron proteinas microsomales que
tenian una alta afinidad por los boronatos, y propusieron que el boro podria
interactuar con la fraccion de azucares de los glicolipidos de las membranas

confiriéndoles una gran estabilidad.

(a) (b)
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Figura 1.2. Dos moléculas de ramnogalacturonano-11 se unen a través de un complejo borato
bis(diol) formado entre los residuos de apiosa (a). Representacion de dos residuos de apiosa unidos a
través de un enlace borato éster donde puede observarse como el &tomo de B es quiral (b). Fuente:
(O"Neill y col., 2004).

1.3.2.2. Elongacion de la raiz, metabolismo de acidos nucleicos y sintesis proteica

Se ha observado recientemente que el boro participa en los procesos de elongacién
de la raiz. Cuando se cultivan plantas bajo condiciones deficitarias de boro los
primeros sintomas que se producen son alteraciones en la division y desarrollo
celular en los tejidos meristematicos. Oiwa y col. (2013) observaron en Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh, que 1 hora despues de que las plantas se expusieran a una
solucion nutritiva sin boro se producia la muerte en las células de la zona de
elongacion de la raiz (Imagen 1.1). El desarrollo celular tiene lugar normalmente en
dos fases. Una es el fendmeno tipico de la division celular, y la otra es el desarrollo y
maduracion de la célula. Pues bien, se ha demostrado de manera categdrica que la
division celular no se interrumpe por la deficiencia de boro, por lo que este elemento
no interviene en este proceso. Sin embargo, si que se interrumpe el desarrollo y

maduracion de las células.
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+B

Imagen 1.1. Raices de Arabidopsis thaliana cultivadas en
hidropénico durante 1 hora con una solucion nutritiva sin boro
(-B) o con boro (+B), y tefiidas con azul de Evans para
identificar la viabilidad de las células (el color azul oscuro
identifica las células muertas). Fuente:(Oiwa y col., 2013).

Por otra parte, cuando las células adquieren su madurez, es decir, cuando los
tejidos son ya adultos, la deficiencia de boro no actla tampoco sobre estos tejidos.
De ahi que todo sintoma deficitario de boro se caracterice por un hecho comun,
cualquiera que sea la planta, como es la destruccion de los meristemos terminales, y
por tanto la paralizacion de las zonas de crecimiento.

Los hechos expuestos anteriormente estan intimamente relacionados con el
metabolismo de los acidos nucleidos y con la sintesis proteica. Se ha sugerido que la
muerte de las zonas de crecimiento en plantas deficientes de boro es debida a una
disminucion en el contenido de ARN y ADN en brotes y raices. Algunas
experiencias realizadas en planta de girasol, utilizando disoluciones nutritivas sin
boro, han mostrado estos efectos. Ademas, se ha observado que al aplicarse boro de
nuevo a la solucion nutritiva se produce un incremento de los acidos nucleicos, lo
que genera un crecimiento celular normal (Josten y Kutschera, 1999).

Los estados deficitarios de boro llevan consigo también acumulaciones de
varios compuestos nitrogenados, ya sea en forma inorganica, como nitrégeno
amoniacal, o como compuestos organicos, especialmente amidas en los tejidos de
mas edad de la planta. Ademas pueden provocar variaciones sensibles en el
contenido y composicion de aminoacidos, aunque esta respuesta es bastante
especifica segun la planta de que se trate. En plantas superiores se han encontrado
incrementos de arginina, prolina, serina, acido glutamico y &cido aspartico. En
cambio, se suelen encontrar reducciones en los niveles de tirosina y fenilalanina,
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compuestos precursores de la lignina que estan muy relacionados con el boro como
hemos comentado en el apartado anterior. Estas alteraciones aminoacidicas provocan
un efecto de retardo en la sintesis proteica, obstaculizando la incorporacion de

aminoéacidos a las proteinas.

1.3.2.3. Metabolismo de glicidos

Al boro se le atribuye un importante papel en la translocacion de los azlcares en el
interior de la planta. Estd comprobado experimentalmente que la deficiencia de este
elemento provoca una acumulacion de azucares en los tejidos. Este hecho se
relaciona con la capacidad complejante que presenta el anion borato con los
polialcoholes, y por ello se sugiere que cuando este elemento se halla en cantidad
adecuada en la planta forma complejos boro-hidratos de carbono que favorecen la
movilidad del azlcar. Las estructuras propuestas para este tipo de complejos son del
tipo:

H+

Estos iones complejos tienen una mayor movilidad para atravesar las
membranas semipermeables. Esto explicaria que cuando aparece la deficiencia no se
forma el complejo, y los azlcares se acumulan en los tejidos (Gupta, 1993).

Otra sugerencia alternativa sobre el metabolismo de los glicidos es la que
supone que el boro inhibe la accion de la enzima almidon-fosforilasa, que actta en la
sintesis del almiddn, manteniéndose los azucares en formas solubles facilmente
transportables. Se considera que esta inhibicion se produce por la complejacién de
este elemento con la parte activa del enzima. En plantas de frijol (Vigna unguiculata
Walp.) cultivada baja condiciones deficientes en boro se observé un incremento de
los azUcares reductores y no reductores, siendo acompafiado por una disminucién de
la actividad enzimatica de la almidon-fosforilasa (Chatterjee y col., 1990).

Por ultimo, otros investigadores consideran que el boro promueve la
formacion o estabilizacion del uridin-difosfatoglucosa (UDPG; (Dugger y Palmer,
1980)) que se forma a partir de la reaccion entre la glucosa-1-fosfato y el UTP para
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formar UDP-glucosa. Posteriormente, la UDP-glucosa es utilizada por el glucdégeno
sintasa para afiadir una molécula de glucosa a un polimero de glucégeno en

formacion.

1.3.2.4. Otras funciones importantes

El boro esta implicado en el metabolismo del fosforo en las plantas por su capacidad
para formar complejos con los ésteres glucidicos. Estos compuestos como
glucosa-6-fosfato, ribosa-5-fosfato y otros ésteres pueden formar complejos con el
boro en los carbonos situados en posicion 5 o 6, pero no forman complejos con
ésteres en posicion 1. Esta capacidad selectiva que presentan los boratos hace pensar
que el oligoelemento puede estar involucrado en la regulacion del metabolismo de
los ésteres fosfatados, de la misma forma que esta implicado en el metabolismo de
los aztcares (Goldbach, 1985). Como consecuencia de esta actuacion, la deficiencia
provoca, segun diversas experiencias, una acumulacion de fosfatos inorgéanicos y un
descenso en el contenido de fosforo orgadnico. Por otra parte, se sintetizan menos
fosfolipidos, y como éstos compuestos son constituyentes basicos de la membrana
intercelular, esto explicaria los desordenes que se observan en la organizacién de la
estructura celular.

La sintesis de vitaminas esta influenciada igualmente por el contenido de
boro. La sintesis de tiamina y niacina se favorece cuando aumenta el boro; en
cambio, el acido ascorbico disminuye (Navarro, S. y Navarro, G., 20003). También
se ha comprobado que la concentracion del alcaloide nicotina en la hoja de tabaco se
encuentra estrechamente relacionada con los niveles de boro en el medio nutritivo.
La deficiencia de boro origina un aumento de cinco veces el contenido de nicotina.

El boro también se cree que esta involucrado en otros procesos biolégicos en
plantas como el i) metabolismo de fenoles (Cakmak y col., 1998) y compuestos
nitrogenados (Ruiz y col., 1998; Nielsen, 2000), ii) polinizacién y cuajado de frutos
(Eckhert y Rowe, 1999), vy iii) aumento a la tolerancia de las plantas a condiciones

climaticas adversas, enfermedades y plagas (Brown y col., 2002).
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1.3.3. Absorcién y transporte de boro en plantas

1.3.3.1. Absorcién rapida de boro por las plantas

Todos los nutrientes minerales esenciales de las plantas son absorbidos en su forma
ionica. La carga de estos nutrientes reduce en gran medida su permeabilidad a través
de las membranas celulares, una caracteristica que es fundamental para que las
células puedan controlar su composicion interna. El uso selectivo de una amplia
gama de proteinas transportadoras de membrana, permite a las células regular el flujo
de nutrientes, y expulsar o compartimentar internamente moléculas toxicas o
nutrientes en exceso.

El boro es una excepcion al resto de nutrientes; ya que a pH fisioldgico, existe
como acido bérico no cargado. Los solutos neutros pequefios de esta naturaleza
tienen una alta permeabilidades a través de las bicapas lipidicas que constituyen la
base de las membranas bioldgicas. Un ejemplo sencillo de la velocidad con la que el
boro puede entrar en las células fue proporcionada por la observacion de que cuando
plantas de cebaba (Hordeum vulgare L.) fueron colocadas en soluciones que
contienen concentraciones del orden de mM de boro, las raices equilibraron el boro
interno con respecto a la solucién externa en un tiempo medio aproximado de 6
minutos (Hayes y Reid, 2004).

Este tiempo incluso se redujo a 4 minutos cuando el experimento se realizé en
cultivos celulares (datos de Hayes y Reid no publicados). La permeabilidad de las
membranas bioldgicas al boro y otros solutos se pueden medir facilmente en células
gigantes de algas carofitas cuya superficie es facil de medir. En estas células, el &cido
borico tiene una permeabilidad diez veces mayor que el sodio (Na) y cuatro veces

mayor que la urea, otro pequefio soluto neutro (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Permeabilidad del acido borico relativo a otros solutos medidos
en algas de células gigantes (Reid, 2014).

Permeabilidad (cm s™) Referencia
H,O 2 x10” (Dainty y Hope, 1959)
Etanol 2 x10™ (Dainty y Ginzburg, 1964)
Acido bérico 4x107 (Stangoulis y col., 2001)
Urea 1x 10”7 (Collander, 1954)
Na 3x10°® (Findlay y col., 1969)
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1.3.3.2. Rutas de entrada y salida del boro en las células

Existen tres principales vias por las que el boro entra y sale de las células: i) Pasivo,
difusion bidireccional a traves de la bicapa lipidica, ii) difusion pasiva bidireccional a
través de canales selectivos 0 no selectivos y iii) transporte activo de excrecion de

boro. Estas tres rutas estan esquematizadas en la Figura 1.3.

Transportadores
tipo BOR
(Plantas y hongos)

Vl B(OH)4”
R -
o or | |l
H +— —
. ATP B(OH); €-§&-» B(OH)3
4
-
v B
B(OH),

Figura 1.3. Esquema propuesto para el transporte de boro en las células vegetales. En
ausencia de transporte activo, se trataria de equilibrar el B a través de la membrana
plasmatica por permeacién de acido borico directamente a través de la bicapa lipidica
(1) o a través de canales de tipo acuaporinas (2). También puede ser equilibrado
mediante un sistema activo de transporte (antiporte) con H* (3). Debido a la entrada de
H* y a la salida de borato se despolariza la membrana plasmatica y se acidifica el
citoplasma, por lo que el eflujo de H" electrogénico a través de la H*-ATPasa es
necesaria para mantener los gradientes. Flujos pasivos de membrana se indican
mediante linea discontinua y las flechas continuas indican transporte activo Fuente:
(Reid, 2014).

i) Pasivo, difusién bidireccional a través de la bicapa lipidica

La bicapa de fosfolipidos, estructura basica de la membrana bioldgica, presenta alta
permeabilidad al boro. Esto se ha puesto de manifiesto en los multiples ensayos en
los que se ha medido la permeabilidad de este nutriente en diferentes vesiculas
celulares. Por ejemplo, en liposomas (vesiculas esféricas con una membrana
compuesta de una doble capa de fosfolipidos), formados a partir de fosfatidil colina,
el coeficiente de permeabilidad del boro es de 4,9x10° cm s?, pero puede ser
reducido hasta 10 veces si a estas estructuras se les afiade en su composicion

colesterol (Dordas y Brown, 2000). Medidas en vesiculas artificiales enriquecidas
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con membranas plasmatica de calabaza (Cucurbita pepo L.) se ha encontrado una
permeabilidad para el boro de 3,9x107 cm s™ (Dordas y col., 2000), que es casi el
mismo valor que el obtenido en células intermodales (carecen de plasmodesmos) de
Chara corallina. Las vesiculas preparadas a partir de membranas de microsomas
(vesiculas pequefias y cerradas, de unos 100 nm de diametro, que resultan de la
fragmentacion del reticulo endoplasmético) presentaron una permeabilidad de boro
mucho menor de 2,4x10® cm s™ (Dordas y col., 2000).

En cierta medida, la forma en la que la planta distribuye el boro por sus
tejidos parece ser que es un tanto incontrolada cuando las plantas crecen en
soluciones nutritivas con un rango normal de concentraciones de boro. En la
naturaleza, sin embargo, las plantas pueden encontrarse con suelos deficitarios o muy
ricos en boro, por lo que las plantas tienen que optimizar sus mecanismos de
absorcion y distribucion de boro para evitar problemas de deficiencias o toxicidades,
respectivamente; y esto lo realizan poniendo en juego dos tipos de transportadores de

membrana: canales y/o bombas de transporte activo de excrecién de boro.

if) Difusién pasiva bidireccional a traves de canales selectivos 0 no selectivos

Ademaés de la difusién a través de la bicapa lipidica, hay evidencias de que, en las
membranas plasmaticas, al menos hay un camino paralelo que implica el empleo de
canales de membrana que pueden facilitar el movimiento de boro en las plantas, pero
no queda claro si el boro es el sustrato deseado, o simplemente un viajero
oportunista. Asi, la aplicacion de bloqueadores de canales en raices de calabaza
produjo una reduccion de la absorcion de boro de aproximadamente el 50% (Dordas
y Brown, 2001). Estos resultados fueron similares a los observados en raices de
cebada tratadas con acidos débiles e inhibidores metabolicos (Fitzpatrick y Reid,
2009) que cierran los canales por acidificacion del citoplasma (Chaumont y col.,
2005; Bramley y col., 2010). La captacion de boro también se inhibe en presencia de
urea, que tiene un tamafo molecular parecido al del boro, por lo que compiten por
los mismos canales (Dordas y Brown, 2001). En poco mas de una década, un gran

numero de canales o posibles canales de boro han sido ya identificados.
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iii) Transporte activo de excrecion de boro

A pesar de la rapida entrada de boro en las células, algunos tejidos de las plantas son
capaces de mantener la concentracion interna de boro por debajo de la del medio
externo. Por ejemplo, el cultivar de cebada “Sahara” tolerante al exceso de boro es
capaz de reducir la concentracion de boro interna a menos de la mitad de la
concentracion de la solucién externa (Hayes y Reid, 2004). Esta capacidad de
generar un gradiente de concentracion a través de la membrana plasmatica se pierde
en presencia de inhibidores metabdlicos, lo que sugiere que necesita energia para
mantener dicho gradiente. La primera publicacion que describi6 los transportadores
de excrecion de boro fue realizado por Takano y col. (2002), donde se proporcion6
informacidn sobre una serie de genes con secuencias similares en diferentes especies,
y homologos con especifica expresion celular en las distintas especies. A dia de hoy,
se han identificado un gran nimero de transportadores de salida de boro para una
amplia gama de plantas y para diferentes tejidos. La capacidad de estos
transportadores para establecer gradientes de concentracion depende tanto de la
velocidad a la que el boro puede ser bombeado, como también de la facilidad con la
que el boro puede entrar de nuevo a las células por los canales o a través de la bicapa
lipidica.

1.3.3.3. Funcioén principal de los transportadores de boro
Actualmente se conocen tres funciones principales para estos transportadores de
boro:

1° Suministro de boro a la pared celular: dado que el principal papel del boro en el

desarrollo de la planta es como constituyente de la pared celular, la capacidad de
estos transportadores para concentrar boro en el apoplasto se convierte en algo critico
en condiciones de deficiencia.

2° Transporte radial de boro a través de las raices y brotes: el suministro de boro

desde el suelo a los brotes requiere la transferencia eficiente de este elemento a
través de las raices y su posterior carga en el xilema. La difusion de solutos del suelo
hacia el tejido vascular es lenta, pudiendo ser asistida por el flujo de agua en bloque
impulsado por transpiracion, con la participacion tanto de la via apoplastica y como
de la simplastica. Ahora esta claro que esta transferencia radial de boro en las raices

se ve facilitada por canales permeables al boro actuando en armonia con
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transportadores de salida, en particular bajo condiciones de deficiencia (Takano y
col., 2010).

3° Evitar la toxicidad: el boro se convierte en toxico para la mayoria de las plantas

cuando la concentracion intracelular excede en varias veces el orden de mM (Reid y
col., 2004), tanto en especies B-tolerantes como en las B-sensibles. La capacidad de
tolerancia por parte de las plantas para hacer frente a la alta concentracion de boro
parece ocurrir por eflujo activo de boro intracelular hacia la ruta apoplastica. Esto ha
sido demostrado tanto en las raices como en hojas (Hayes y Reid, 2004; Reid y
Fitzpatrick, 2009).

1.3.3.4. Distribucion de boro en las plantas sin necesidad de transportadores de
membrana

Si la concentracion de boro en el suelo es suficiente, las plantas no necesitan la ayuda
de transportadores de boro. De hecho, algunos transportadores cuya expresion es
constitutiva se degradan en condiciones adecuadas de boro, presumiblemente porque
ya no son necesarios. Experimentos con mutantes que tienen inhibido el transporte de
boro pueden crecer con toda normalidad cuando la concentracion de boro es
adecuado en el medio de cultivo, pero su crecimiento se inhibe a bajo B. La relacion
lineal que se ha observado entre la concentracion de boro en el medio nutritivo y la
concentracion de boro en la planta en condiciones de un suministro normal o alto de
boro, descartan la implicacion de los transportadores de boro en estas condiciones ya
que si fuera asi deberia observarse una saturacion en las cinéticas de absorcion
(Takano y col., 2002; Hayes y Reid, 2004).

El boro es capaz de moverse en las plantas a través de la ruta simplastica y
apopléastica a través de difusion y flujo masico. En el apoplasto, el flujo de agua
impulsado por la traspiracion puede llevar cualquier soluto disuelto en él, asi que el
boro puede viajar rapidamente grandes distancias en el xilema. En esta ruta, las
diferencias de concentracién de boro entre el xilema y los tejidos circundantes (por
ejemplo, tallo, hojas) crean un gradiente de concentracion que hace que el boro entre
en estos tejidos por difusion pasiva con o sin la participacion de canales de boro.
Muchos estudios han demostrado la estrecha relacion entre la acumulacion de boro

en las hojas y las tasas de transpiracion, uno de los primeros fue el de Bowen (1972).
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La importancia del xilema en el movimiento de boro ha quedado de
manifiesto por el hecho de que los sintomas de toxicidad de boro son observados
primero en los margenes y puntas de las hojas, donde terminan los vasos xilematicos
(Oertli y Kohl, 1961; Oertli, 1993). En contraste con el xilema, la movilidad de boro
en el floema varia considerablemente entre especies y parece depender de la
presencia de moléculas capaces de complejar a este nutriente. En la mayoria de las
especies cuando se interrumpe el suministro de boro, el crecimiento de los
meristemos apicales y la expansion de las hojas jovenes se inhiben, aunque las hojas
mas viejas contienen abundantes cantidades de boro (Oertli, 1993; Hu y Brown,
1994). Sin embargo, en un numero limitado de especies tales como Malus, Prunus y
Pyrus, la movilidad de B en el floema es alta, observandose los sintomas de
toxicidad mas comunmente en los frutos y la corteza de los arboles en lugar de en las
hojas (Brown y Hu, 1994; EI-Motaium y col., 1994).

La diferencia en la movilidad del boro entre especies parece estar relacionada
con la presencia de moléculas complejantes de boro en el floema. En aquellas
especies con una alta movilidad de B en el floema, se ha observado que los
compuestos fotoasimilados que se translocan en forma de polioles (por ejemplo,
sorbitol (Brown y Hu, 1996)), tienen una alta afinidad por el boro; aunque la mayoria
de las plantas translocan estos compuestos en forma de sacarosa que tiene una
afinidad mucho menor (Stangoulis y col., 2010) y es por lo tanto menos eficaz en la
redistribucion de boro a través de la via floematica.

Numerosos estudios indican que la interaccion de floema y xilema en la
redistribucion de boro pueden ser muy compleja. Matoh y Ochiai (2005) encontraron
indicios, a partir de experimentos de marcaje de isétopos de boro en plantas de
girasol (Helianthus annuus L.), de que el boro era liberado en las hojas jovenes en
plantas cultivadas bajo condiciones deficitarias en boro, y por tanto otros factores
distintos a la tasa de transpiracion podrian estar involucrados en la distribucion del
boro. La importancia de la fuerza sumidero fue investigada por Huang y col. (2008)
en altramuces (Lupinus albus L.) utilizando también isotopos radiactivos de boro.
Estos investigadores encontraron que cuando el suministro de boro a las plantas era
interrumpido, el boro acumulado previamente tanto en las hojas jovenes como
adultas fue movilizada a las inflorescencias. Sorprendentemente, también observaron

que la concentracion de este boro movilizado en el xilema fue muy alta en la base del
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tallo principal. Los autores llegaron a la conclusion de que el boro habia sido
movilizado desde las hojas a través del floema hacia la raiz, y desde aqui fue de
nuevo cargado en el xilema. Es dificil explicar este movimiento por todos los tejidos
de la planta simplemente por mecanismos de tipo pasivo. Por lo que estos datos
sugirieron que los transportadores de membrana podrian estar claramente implicados,
ademas de que debe existir alguna via de sefializacion eficaz que permita movilizar el

boro por toda la planta.

1.4. Toxicidad por boro en las plantas
1.4.1. Sintomas visuales

Los sintomas visuales de toxicidad por boro incluyen raices y brotes de menor
tamanio, y clorosis y necrosis de las hojas (Lovatt y Bates, 1984; Nable y col., 1990).
La causa subyacente de estos cambios puede estar vinculada a la interrupcion de una
amplia gama de procesos fisiologicos, que incluye: i) la inhibicién de la fotosintesis,
ii) disminucion de la conductancia estomatica (Lovatt y Bates, 1984), iii) aumento de
la peroxidacion de lipidos, iv) alteraciones en las enzimas dentro de las vias
antioxidantes, v) aumento de la permeabilidad de las membranas (Karabal y col.,
2003), vi) reduccion de la extrusion de protones en las raices (Roldan y col., 1992), y
vii) degradacion de suberina y lignina (Ghanati y col., 2002). Los sintomas de
toxicidad se correlacionan generalmente con la acumulacién de altas concentraciones
de boro en las hojas, la cual a su vez estad relacionada proporcionalmente a la
concentracion de boro en el suelo y al tiempo de exposicion. Las primeras
observaciones que hizo Oertli y Kohl (1961) en 29 especies de plantas, en las que se
incluia hierbas, citricos, hortalizas y cultivos de flores, establecieron que en general
la clorosis de las hojas se aprecia aproximadamente a una concentracion de
1.000 mg kg™ ps (ps; peso seco) y la necrosis entre 1.500-2.000 mg kg™ ps.

El sintoma visible mas comun en las plantas expuestas a un exceso de B es la
presencia de quemaduras, que aparecen como parches cloroticos y/o necréticos a
menudo en los margenes y en las puntas de las hojas maduras (Eaton, 1944; Bennett
y col., 1999). La alta concentracion de boro se mantiene en el xilema y por tanto se
va acumulando donde terminan los vasos del xilema. En el caso de los cultivos con

venacién paralela, primero se da dicha toxicidad en la punta de la hoja; mientras que
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para las dicotiledoneas, que en general presentan venacion reticulada, la toxicidad se
observa en torno a los bordes de las hojas (Imagen 1.2).

Imagen 1.2. Sintomas de toxicidad por B en hojas de trigo (1) y en citricos (2). Las
flechas negras sefalan las quemaduras.

En las raices, al contrario que en las hojas, no parecen desarrollarse sintomas
visibles, ya que la concentracion de B es relativamente inferior al de las hojas incluso
a altos niveles de boro en el suelo (Nable, 1988). Todo esto refleja la escasa
movilidad de este elemento a través del floema, donde su acumulacion se relaciona
de forma estrecha con la intensidad en la tasa de transpiracion.

En aquellas especies en las que existe una importante retranslocacion
floeméatica de B no aparece la sintomatologia habitual. En lugar de las tipicas
guemaduras en los margenes y en las puntas de las hojas, se observan yemas apicales
muertas, abscision de brotes jovenes y presencia de lesiones en forma de
acorchamientos de color marrén junto a tallos y peciolos como ha sido mostrado en
diferentes especies del género Prunus, Malus y Pyrus (Brown y Shelp, 1997). De
forma similar, en otras especies de plantas como el apio (Apium graveolens), el
exceso de B produce malformacion de tallos y hojas jovenes (Francois, 1988). Por lo
tanto, la sintomatologia por exceso de boro depende de la movilidad del B a través
del floema; entonces para el diagndstico de este desorden nutricional es fundamental
seleccionar el tejido adecuado que va a ser empleado para dicho diagndstico. En este
sentido, se ha sugerido que el analisis de fruto puede ser mejor indicador en las
especies en las que el B es significativamente moévil a través del floema, puesto que

éste se acumula aqui rapidamente (Brown y Shelp, 1997).

24



Capitulo 1. Introduccion

1.4.2. Dafos internos a nivel celular y vascular

La toxicidad por boro también queda reflejada en los dafios que se producen a nivel
celular y vascular. En los ultimos afios se han publicado varios articulos donde
describen como el boro afecta a la anatomia de las hojas y la ultraestructura de los
cloroplastos. Dos de los articulos mas interesantes a este respecto han sido realizados
por Papadakis y sus colaboradores que estudiaron como afecta el boro en plantas de
mandarino “Clementina” (Papadakis y col., 2004a) y naranjo “Navelina” (Papadakis
y col., 2004b) regadas con una solucion nutritiva que contenia una concentracion de
B de 2,5 mg L™ Estos autores estudiaron la anatomia de las hojas del mandarino
“Clementina” realizando cortes transversales y observandolos al microscopio. En el
tratamiento control (0,25 mg L) la lamina de las hojas exhibieron la anatomia tipica
de los citricos (Imagen 1.3.A,B):
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Imagen 1.3. Esquema modelo de la ultraestructura de una hoja (A). Micrografias de luz de secciones
transversales de hoja de mandarina “Clementina” cultivadas con 0,25 mg L™ de boro (B; ampliado:
x170) y 2,50 mg L™ de boro (C; ampliado: x170). ic: celda de cristal (idioblasto); pp: parénquima en
empalizada; sp: parénquima esponjoso; st: estomas. Fuente: Papadakis y col. (2004a).
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En dicha imagen, se observa una epidermis superior de células grandes y una
inferior de células pequefias y en la parte intermedia encontramos el mesofilo
formado por el parénquima en empalizada y el esponjoso (Imagen 1.3.B). El
parénquima en empalizada se compone de dos capas de células alargadas con
pequefios espacios intercelulares. Las células del parénquima esponjoso tienen forma
irregular, dando lugar a espacios intercelulares muy grandes, que contienen haces
vasculares de distintos tamafios. En la zona entre la epidermis superior y el
parénquima de empalizada, se encuentran grandes células idioblasticas en cuyo
interior se encuentran cristales romboédricos individuales de oxalato de calcio,
distribuidas de forma irregular. La anatomia del mesofilo en hojas de plantas con
exceso de boro (2,5 mg L™ de B), sufri¢ alteraciones notables (Imagen 1.3.C),
particularmente en lo referente al espesor del parénguima esponjoso (mucho menor),
al grosor de la cuticula (mas alto), a la densidad de las células idioblasticas (inferior),
a la densidad de estomas (inferior) y al contenido de las células del mesdfilo
(desorganizados).

En el estudio de los cloroplastos en plantas de naranja “Navelina” se observo
que los cloroplastos de las células del mesofilo de las hojas de las plantas control
estaban densamente ocupadas por tilacoides dispuestos en grana y como las
membranas de los tilacoides conectaban unas granas con otras (Papadakis y col.,
2004b; Imagen 1.4.A). También se observaron granos de almidon en el estroma de
los cloroplastos. Ademas, las plastoglobulinas exhibieron una alta densidad de
electrones. En las plantas cultivadas con exceso de B, sin embargo, los cloroplastos
de las células del mesofilo eran menor en nimero y mas pequefios que en las plantas
control (Imagen 1.4.B), el estroma del cloroplasto tenia un aspecto mas oscuro, el
volumen total de las membranas tilacoidales quedd severamente reducido, y las
membranas de los tilacoides que interconectaban unos granas con otros estaban de
alguna manera dilatadas. Ademas, aunque las plastoglobulinas no se vieron alteradas
en numero, si que aumentaron su tamafio y presentaron una densidad de electrones

mas baja de lo normal.
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Imagen 1.4. Cloroplastos en las células del meséfilo de plantas de naranja “Navelina”
cultivadas con 0,25 mg L™ de boro (A; ampliado: x15.000) y 2,50 mg L™ de boro (B;
ampliado: x22.000). Las fechas negras sefialan los granos de almidon fotosintético. Fuente:
Papadakis y col. (2004b).

1.4.3. Causas de la toxicidad por boro

La causa real de la toxicidad del boro en plantas hoy en dia sigue siendo un misterio.
En comparacion con otros nutrientes esenciales para las plantas, el boro es
relativamente no reactivo, lo que deberia hacerlo supuestamente menos toxico. Como
ya se ha mencionado, la formacién de complejos con boro se restringe
principalmente a aquellos compuestos que poseen dos hidroxilos en la conformacion
cis, conocido como cis-dioles. Hoy en dia existen algunas hipotesis que intentan
explicar por qué el boro es toxico en plantas. Una de estas hipotesis parte de la idea
de que el boro es capaz de formar complejos con la ribosa (por la cual tiene una alta
afinidad). Este azlcar forma parte de muchos metabolitos clave tales como ATP,
NADH, NADPH vy acidos nucleicos. La unién del boro con estos compuestos puede
inhibir el metabolismo energético y afectar a un gran ndmero de procesos
relacionados con la expresion génica y la sintesis de proteinas.

Reid y col. (2004) estudiaron cémo la concentracion de boro de la solucién
nutritiva afecta los procesos celulares de respiracion, fotosintesis, sintesis de
proteinas y enzimas del metabolismo energético (malato deshidrogenasa, isocitrato
deshidrogenasa y fosfatasa acida) en diferentes especies de plantas, comparando
ademas estas respuestas en los diferentes tejidos de las plantas. Estos autores llegaron
a la conclusion de que el umbral de toxicidad de B depende de la variedad; asi en las
plantulas de cebada estos procesos celulares se vieron inhibidos con una
concentracion de 50 mM, mientras que en Arabidopsis y trigo, una concentracion tan

baja como 2 mM fue capaz de afectar a estos procesos. En este experimento, ademas
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se comprobd que la inhibicion del crecimiento en raices s6lo ocurria si se aplicaba
concentraciones altas de boro en la zona apical; no observandose dicha inhibicion

cuando se aplicaba el boro en las secciones maduras de la raiz como se puede ver en

la figura 1.4.
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Figura 1.4. Sensibilidad espacial (inhibicion del crecimiento) en
raices de trigo en respuesta a la aplicacién de 10 mM de B. El
sombreado indica las regiones donde se aplicd el boro: (1) en
ninguna, (2) en la zona apical, (3) en la seccién madura y (4)
tanto en la zona apical como en la seccion madura. Fuente: Reid
y col., (2004).

Los datos de este experimento sugirieron que la diferente sensibilidad entre el
tejido maduro y el meristematico podria estar relacionada con la expansion o division
celular. Basandose en la idea de que el boro presenta una alta afinidad por la ribosa,
estos autores surgieron que la union ribosa-B podria crear problemas en los procesos
relacionados con la sintesis de proteinas. Sin embargo, algunos autores ponian en
duda esta hipétesis argumentando que aunque el ADN contiene desoxirribosa, esta
carece de los grupos cis-diol necesarios para unirse al boro, por lo que la inhibicion
de la replicacion del ADN no parece que sea probable. Por otro lado, aunque el ARN
contiene ribosa, uno de los dos grupos hidroxilo participa en la union de las bases de
nucleotidos, de modo que ya no dispone un cis-diol para la complejacion con el boro.
Sin embargo, se ha visto que los dos grupos hidroxilo de la ribosa estan libres por el
extremo 3' de la cadena, sobre todo durante el procesamiento del ARNm, en la fase
conocida como “splicing”, lo que le permitiria al boro formar el complejo con los dos

—OH de la ribosa del extremo 3. En el caso del ARNt, los dos grupos hidroxilo
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pueden estar expuestos al boro en el extremo 3' de la molécula, por lo que el boro
podria inhibir la traduccion de proteinas al dafiar la estructura del ARN.

1.4.4. Mecanismos de tolerancia al exceso de boro

Se sabe que existen especies e incluso variedades dentro de una misma especie que
tienen una mayor capacidad que otras para poder crecer en suelos con exceso de
boro. En varios estudios (Nable, 1988; Paull y col., 1988; Kaur y col., 2006) se han
identificado variedades de trigo, cebada y nabo tolerantes al boro, respectivamente.
La caracteristica principal en todos estos ensayos fue que la variedad tolerante tuvo
una concentracion de boro méas baja en sus tejidos comparada con aquellas
variedades que se consideraron sensibles. Por este motivo, se planted la hipdtesis de
que la tolerancia al exceso de boro se encuentra asociada a una capacidad de
restringir la absorcién de boro desde el suelo hacia las raices, reduciendo asi el

transporte hacia la parte aérea.

1.4.4.1. Mecanismos de tolerancia en raiz

El hecho de que variedades tolerantes al boro presenten menores concentraciones de
este elemento en sus raices y hojas, sugiere que tiene que existir algin tipo de control
en la absorcion neta de boro por parte de la planta. Esto podria suceder por dos
mecanismos: i) bien la raiz restringe la entrada de boro, o bien ii) existe un flujo de
salida de boro desde la raiz hacia la zona externa. En los afios setenta, cuando se
expusieron estas dos hipétesis, sin embargo, era muy dificil decantarse por una de las
dos ya que se sabia muy poco acerca de los procesos por los cuales el boro puede
atravesar las membranas bioldgicas. Raven (1980) sugirié que la permeabilidad al
acido borico en las membranas bioldgicas debia ser alta segun los coeficientes de
distribucion del boro entre dos fases (éter-agua); esta prediccion fue confirmada mas
tarde por los estudios de Dordas y Brown (2000) en bicapas lipidicas artificiales. Si
el movimiento de boro a través de las membranas fuera el caso que predomina en las
plantas, entonces el acido bérico deberia equilibrarse rapidamente entre la raiz y el
medio circundante. Sin embargo, este no siempre ocurre, Hayes y Reid (2004)
demostraron que este equilibrio se produce en las variedades sensibles, pero no asi en
las variedades tolerantes donde la concentracion de B de la raiz es menor que en la

solucion externa (Figura 1.5.A). A pesar de ser las concentraciones intracelulares de
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boro més bajas en las especies tolerantes, la tasa de entrada y salida de boro en las
raices fueron similares en las variedades tolerantes y sensibles, lo que indica que las
diferencias en la concentracion de boro de las raices no estan relacionadas

directamente con las diferencias en la permeabilidad de las membranas.
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Figura 1.5. Variedades boro-tolerantes de cebada capaces de mantener concentraciones de boro en
raiz por debajo del de la solucion externa, mientras que variedades sensibles, las concentraciones en
raiz y en solucién externa son los mismos. Las lineas discontinuas indican la concentracién externa
equivalente (A). Transferencia de boro desde la raiz a la parte aérea en variedades boro-sensibles y
boro-tolerantes (B). Fuente: Hayes y Reid (2004).

Experimentos con cebada, mostraron que las concentraciones de boro en la
parte aérea se relaciona linealmente con las concentraciones de boro en las raices,
tanto en cultivares sensibles como en los tolerantes (Figura 1.5.B). Esto significa, en
términos de tolerancia, que el principal factor que determina la concentracion de boro
en la parte aérea es la concentracion de la raiz; y si esto se puede reducir, entonces
tendra un efecto directo sobre las concentraciones de la parte aérea, y por lo tanto
sobre la toxicidad. Reid (2007), en un experimento con ocho plantas de trigo (todas
crecidas en la misma solucién), comprobd que la concentracién de B de la parte
aérea presentd una relacion lineal significativamente positiva con respecto a la
concentracion de boro radicular, mientras que el peso seco de la parte aérea presento
una relacién lineal significativa negativa (las concentraciones de boro radicular
oscilaron entre 4-6 mM). A partir de esta investigacion, se hizo evidente que las
plantas tolerantes eran capaces de generar un flujo de salida de boro de las raices,
pero no se conocia el mecanismo por el cual se llevaba a cabo. Esto condujo a la
busqueda de genes que codificaran transportadores de membrana capaces de
bombear el boro fuera de las células de la raiz.
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Aunque el mecanismo mas comudn que se dan en las plantas tolerantes para
reducir la concentracion de boro en sus tejidos es la salida del boro desde las células
hacia el exterior, también se han descritos otros dos mecanismos de tolerancia en las
raices. El primero fue sugerido por Choi y col. (2007), quienes mostraron que hay
especies tolerantes al boro en las que se producen cambios morfoldgicos en el &pice
de la raiz, tras la exposicion a altas concentraciones de boro, y estos cambios podrian
estar relacionados con el incremento que se da en la concentracion de azlcares
reductores. Se piensa que estos cambios en la concentracion de azlcares pueden
mantener el equilibrio osmético necesario para que pueda continuar el crecimiento de
la raiz; ya que en condiciones de exceso de boro las células se hacen mas rigidas y
pierden el turgor celular lo que les impide crecer. Un aumento de la presion osmotica
por el incremento en la concentracion de azlcares permite a las células tomar mas
agua y mantener el turgor celular que es imprescindible para que se produzca la
elongacion de las raices.

Respecto al segundo mecanismo, encontramos que entran en juego los
factores transcripcionales. Ochiai y col. (2008) investigaron las razones por la cuales
la variedad de arroz “japdnica” es mas tolerante al exceso de boro que la variedad
“indica”, y encontraron un QTL (Quantitative Trait Loci; en espafiol “Loci de
Caracteres Cuantitativos”) asociado a dicha tolerancia. En estudios posteriores, se
comprobd gue la supresion de tan solo un nucleétido en el factor de transcripcion de
la familia NAC (NAM, ATAF1-2 y CUC) conferia tolerancia a la planta, y parece
ser que el mecanismo por el cual incrementa la tolerancia es independiente del flujo
de salida de B.

1.4.4.2. Mecanismos de tolerancia en hoja

En algunos casos la diferente tolerancia entre plantas no puede ser explicada por los
mecanismos de tolerancia que se dan so6lo en la raiz; ya que se ha visto que hay
variedades tolerantes capaces de acumular mas boro en las hojas que una variedad
sensible. Los estudios realizados por Reid y Fitzpatrick (2009) en hojas de cebada y
trigo demostraron que en las variedades sensibles la muerte celular se producia a
concentraciones de boro foliar mucho maés baja que en las variedades tolerantes. Este
experimento sugirié que la distribucion del boro entre el citoplasma, y la vacuola

podria explicar estos resultados. Las variedades tolerantes tenian una alta expresion
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de genes del tipo Bor2 que se encargan de bombear el B desde el citoplasma al
interior de la vacuola donde el boro es mucho menos toxico.

1.5. Metabolismo antioxidante en plantas

1.5.1. Sistemas antioxidantes en las células vegetales

Desde hace mucho tiempo se sabe que las plantas responden al dafio oxidativo
generado por un gran numero de estreses tanto abioticos como bioticos (Mittler,
2002) mediante el aumento de los sistemas antioxidantes. Cuando las plantas sufren
algin tipo de estrés se puede producir un desequilibrio entre los sistemas de
captacion de luz (fase luminosa de la fotosintesis) y la sintesis de hidratos de carbono
(fase oscura de la fotosintesis). Esto significa, que la energia del foton absorbido por
el sistema de recoleccion de luz no es utilizada para la asimilacion de CO,, por lo que
los electrones generados son utilizados en la fotorrespiracion y en menor medida en
la reaccion de Mehler (Figura 1.6).

Estroma
- Per
FNRc—NAD"R“.’
NAD"J Fosfoglico!
\m‘/ HO \t 0,
Chl : I ®
X ox i Acido urkco
§ v o
P Hidroperoxidasas - €0, \o,
[
r Hidroxidos
Miom Pef $odeetdes teee ¢t %

Figura 1.6. Destinos alternativos para los electrones bajo condiciones de estrés: fotorrespiracion (en
peroxisomas; Per) y reaccién de Mehler (en cloroplastos; Chl). En ambos casos, esto conduce a la
produccion acelerada de especies reactivas de oxigeno (ROS). llustracion tomada y modificada de
Velarde, A.M. (2009).
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En ambos casos, esto conduce a la produccion acelerada de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Las ROS son formas parcialmente reducidas del oxigeno (Sies,

1991), de las que destacan: el radical hidroxilo (-OH), el anién superéxido (O, ) y el

peréxido de hidrégeno (H,O;). Su formacién es un proceso normal, inevitable y
constante en organismos que poseen un metabolismo energético basado en
reacciones de oxidacion-reduccion (Mano, 2002) ya que son producto de multitud de
reacciones quimicas imprescindibles para la vida celular. No obstante, son especies
quimicas altamente reactivas y con poder oxidante que, dependiendo de la especie,
pueden dafiar diversos componentes celulares. Por eso, un aumento de estas especies
puede provocar dafios en las células. De forma general, los efectos que provocan las
ROS son: i) inhibicién de enzimas (Berlett y Stadtman, 1997); ii) Degradacién
pigmentos fotosintéticos; iii) peroxidacion de lipidos de las membranas celulares
(Moran y col., 1994; Munné-Bosch y Alegre, 2002); y iv) fragmentacién del DNA
(Mano, 2002). Los organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes
para evitar los dafios causados por los ROS (Slater, 1988; Halliwell, 1999). Cuando
se produce un desequilibrio entre el balance ROS vy las defensas antioxidantes es
cuando tiene lugar el dafio en los tejidos y el estrés oxidativo (Sies, 1994). Las ROS
producidas en las células son eliminadas por diversos sistemas antioxidantes
(Figura 1.7), que se clasifican en: i) enzimaticos y ii) no enzimaticos; aunque en

muchos casos, ambos tipos de sistemas funcionan de forma coordinada.

0, Lesiones al DNA
Peroxidacién lipidica
Oxidacién de proteinas
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oxidasas
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Fe,Cu | ) .
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H,0+ %0, . ! = JINADPH
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Figura 1.7. Esquema general del metabolismo antioxidante. Generacion de especies reactivas de
oxigeno, tales como el oxigeno solo (*O,), anién superéxido (O,"), peréxido de hidrégeno (H,0,)
y radicales hidroxilo ((OH) y sistemas antioxidantes encargados de su detoxificacion.
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i) Sistemas antioxidantes enziméticos: constituyen un grupo variado de enzimas con

la propiedad comun de ser capaces de eliminar, suprimir o neutralizar a los radicales
libres y a las ROS. En la figura 1.7 se muestra, de forma resumida, las distintas
enzimas que intervienen en la defensa celular frente a la accion perjudicial de estas
moléculas. Las mas importantes serian: i) Superéxido dismutasa (SOD), que cataliza
la dismutacion del radical superdxido para formar oxigeno molecular y peroxido de
hidrogeno; ii) Catalasa (CAT), cuya funcion principal consiste en la eliminacién del
peroxido de hidrégeno; vy iii) Ciclo del Ascorbato-Glutation (ASA-GSH), que

elimina también el peroxido de hidrégeno.

ii) Sistemas antioxidantes no enzimaticos: en este grupo pueden distinguirse los

antioxidantes hidrosolubles y los liposolubles. Entre los primeros (importantes en el
citoplasma, en el estroma del cloroplasto, etc.) destacan el &cido ascorbico y el
glutation (Foyer y col., 1994). Entre los antioxidantes liposolubles (presentes en
membranas) se encuentran los carotenoides (carotenos y xantofilas (Young, 1991)) y

el a-tocoferol (Munné-Bosch y Alegre, 2002).

1.5.2. Boro v estrés oxidativo.

En los ultimos afos, varios articulos han sido publicados donde describen como se
comportan los sistemas antioxidantes ante el exceso de boro en plantas. En un
experimento en citricos, los investigadores Keles y col. (2004) observaron que el
exceso de boro en las hojas producia dafios en las membranas celulares como
consecuencia de la peroxidacion lipidica. En estas plantas se observé que la actividad
catalasa y la glutatién reductasa se reducian en un 42% y 54%, respectivamente;
mientras que la actividad de la superoxido dismutasa solo se reducia en un 14%. Por
lo tanto la disminucién significativa de la actividad de la catalasa y la glutation
reductasa debido a la toxicidad de boro causo la acumulacion de H,0,. Cervilla y
col. (2007) y Melgar y col. (2009) mostraron que el exceso de boro estimula a las
enzimas antioxidantes y, en particular, la actividad del ciclo ASA-GSH y sus
enzimas relacionadas. Por el contrario, en hojas de citricos los sistemas antioxidantes
respondian mejor a estrés por deficiencia de boro que por exceso; de hecho, la
actividad ASA y GSH se redujo en plantas sometidas a exceso de B en relacién a las

plantas control (Han y col., 2009). Estudios realizados en dos variedades de albahaca
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por parte de Landi y col. (2013) también evidenciaron una acumulacién de la
actividad SOD en plantas sometidas a exceso de B, independientemente de la
variedad. En cuanto a la CAT y APX (ascorbato peroxidasa), también se observo un
incremento significativo en ambas variedades con exceso boro, de acuerdo con los

resultados observados anteriormente en pera (Wang y col., 2011).

1.6. El cultivo de los citricos

1.6.1. Importancia de los citricos a nivel mundial y nacional

Los citricos son el principal cultivo frutal del mundo, con una produccion anual de
unos 115,5 millones de toneladas segun los Gltimos datos publicados en 2012 por la
FAOQ correspondientes a la camparia 2010/2011. En Espafia también es el principal
frutal, con una superficie que ocupa actualmente alrededor de 317.600 Ha, de las
cuales 153.220 Ha se dedican al cultivo de naranjas, unas 120.210 Ha al cultivo de
mandarinas, principalmente clementinas, y unas 40.000 Ha al limén (principalmente
en Alicante y Murcia). La Comunidad Valenciana alcanza el 59% de la superficie,
seguida de Andalucia con el 24%, la Region de Murcia el 13% y Catalufia el 3%.

La produccién nacional de citricos asciende a los 6,1 millones de toneladas.
La mitad de esta produccion corresponde al grupo de naranjas (35% tipo “Navel” y
un 13% “Blancas” y “Sanguinas”), un tercio de la produccion corresponde a
mandarinas (25% de “Clementinas”, 5% “Satsumas” y 8% a otras variedades), y el
16% restante a la produccion de pomelos. La Comunidad Valenciana acapara el
55,3% de toda la produccion, seguida, en segundo lugar por Andalucia con el 30%,
la Region de Murcia con el 10,9% y Catalufia con el 3,8% (Hueso Martin, J.J. y
Cuevas Gonzélez, J., 2014)

En la Comunidad Valenciana, el 47% de su produccién corresponde a
naranjas, el 46% a mandarinas y el 7% a otros citricos. En los ultimos afios se ha
apreciado un pequefio descenso en el volumen de produccion, por abandono de los
campos con variedades donde la oferta es superior a la demanda, con el consiguiente
descenso de los precios de venta. La segunda zona productora es Andalucia, donde el
74% del total de citricos corresponde a naranjas, el 18% a mandarinas, el 6% a
limones y el 2% restante a otros citricos. La provincia de Huelva mantiene el
liderazgo, con el 28% de toda la produccion andaluza. La tercera zona en

importancia es la Region de Murcia, donde alrededor del 62% de su produccién total
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corresponde a limones, el 25,6% a naranjas, el 8,5% a mandarinas, y el resto a
pomelo y otros citricos. En Catalufia el cultivo de los citricos se concentra en la
provincia de Tarragona. Por ultimo y en muy pequefia extension, también se cultivan
citricos en Extremadura, Islas Baleares e Islas Canarias.

Mas de la mitad de la produccion de citricos se exporta en fresco, cerca de un
17% se industrializa y el resto se consume en el mercado interno, descontando un
porcentaje variable de pérdidas. Espafia es el primer pais exportador en fresco de
citricos del mundo, superando los 3 millones de toneladas. Los principales destinos
de la produccion espafiola son Alemania y Francia (Tabla 1.5), que reciben entre
700.000 y 800.000 toneladas anuales. Les sigue un segundo grupo de paises como
Polonia, Reino Unido y Holanda, con alrededor de 250.000 toneladas cada uno. Un
tercer grupo de paises, que reciben mas de 100.000 toneladas anuales, son Bélgica,

Italia y Suecia.

Tabla 1.5. Destino de las exportaciones espafiolas de citricos por paises (en miles de
toneladas).

2007 2008 2009 2010
Alemania 870 814.400 807.234 834.778
Francia 808 718.940 888.127 729.295
Polonia 283 247.583 246.582 261.183
Gran Bretafia 297 245.346 256.279 258.884
Holanda 281.155 233.220 242.330 238.326
Bélgica 122.696 116.919 116.348 121.860
Italia 171.024 153.308 260.935 116.537
Suecia 78.903 78.917 79.511 112.047
R. Checa 110.245 83.478 82.629 82.077
Suiza 67.581 58.781 69.929 60.662
Estados unidos 98.438 53.649 49.442 60.465
Austria 52.656 49.498. 55.923 54.413
Resto de paises 441.667 359.297 351.598 340.748
Total 3.684.322 3.213.341 3.506.874 3.271.281

1.6.2. El portainjerto
Habitualmente en los citricos, la raiz con parte del tronco constituye lo que se llama

el patron o portainjerto. Cuando un patron se injerta de una variedad, se crea una
nueva planta, en la que cada una de las partes conserva sus caracteristicas propias,
pero se establece una especie de simbiosis en la que cada una de las partes

integrantes influye mas o menos en las funciones y desarrollo de la otra.
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El comportamiento del arbol es el resultado de la interaccion entre injerto y
portainjerto (Forner, 1985). El patron afecta a muchas caracteristicas vegetativas y
productivas del injerto incluyendo el tamafio y el vigor del arbol, produccion,
tamano, textura, calidad interna y época de maduracion de la fruta (Castle, 1987).
Del mismo modo, puede conferir resistencia al frio, adaptacion a determinadas
condiciones del suelo como pueden ser salinidad, pH elevado, exceso de agua, etc.,
resistencia o tolerancia a nematodos parasitos y a Phytophtora sp. Los patrones
también tienen un efecto considerable sobre el contenido mineral de las hojas del
injerto (Wutscher, 1989). El injerto también puede tener influencia sobre el patron,
modificando su tamafio.

Las especies con interés comercial de los citricos pertenecen a la familia de
las Rutéceas, subfamilia Aurantioideas. Desde el punto de vista botanico todas las
especies del género Citrus pueden injertarse unas sobre otras, pero no siempre esa
union tiene porque ser buena desde un punto de vista comercial. En algunos casos las
combinaciones son adecuadas y aparecen arboles productivos y longevos, pero en
otras no son rentables (Gonzalez-Sicilia, 1968).

La eleccion del portainjerto ha evolucionado al compés de la aparicion y
difusion de algunas enfermedades que atacan a los agrios. Son varios los patrones
que se utilizan en el mundo en funcién de las condiciones especificas de cada area de
cultivo. En Espafia, los patrones mas utilizados se recogen en la figura 1.8. Debido a
sus excelentes caracteristicas agrondémicas el Poncirus trifoliata ha sido utilizado
como progenitor masculino en hibridaciones con especies del género Citrus,
obteniéndose diferentes hibridos. Se citan: “citranges” (naranjo dulce x P. trifoliata),
“citremones»” (limonero x P. trifoliata), “citrumelos” (pomelo % P. trifoliata),
“citrandarines” (mandarina x P. trifoliata). Dentro de estos hibridos los mas
importantes son “Citrange Troyer”, “Citrange Carrizo”, “C-35” y “Citrumelo

Swingle” (Hueso Martin, J.J. y Cuevas Gonzélez, J., 2014).
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Figura 1.8. Patrones de citricos mas utilizados en Espafia.

El citrange Carrizo se originé de forma espontanea, en una multiplicacion por
semilla de citrange Troyer en Texas en 1932. Morfoldgicamente es parecido al
citrange Troyer. También el comportamiento de ambos tiene aspectos comunes,
aunque citrange Carrizo es mas productivo, mas tolerante al encharcamiento y mas
resistente a Phytophthora sp., por lo que ha desplazado a citrange Troyer.

El mandarino Cleopatra presenta una resistencia a Phytophthora sp. inferior a
los citranges. Es tolerante a tristeza, exocortis y psoriasis. Muy resistente a la
salinidad y a la clorosis férrica, siendo sensible a la asfixia radical. En plantaciones
comerciales da lugar a un crecimiento lento en los primeros afios. Induce buena
productividad y excelente calidad de fruta, aunque el tamafio del fruto suele ser
menor que el obtenido con otros patrones. En general las variedades de “Satsuma”
injertadas sobre este patron son muy productivas, no siendo asi con “Clemenules”.

Dado que no existe en el mundo ningin patrén perfecto, se han desarrollado
distintos programas de mejora al respecto. En 1974 se inici6 en el IVIA un programa
de mejora genética de patrones mediante hibridaciones dirigidas. Fruto de este
programa se han registrado los hibridos Forner-Alcaide n° 5 (“FA-5"), “FA-13”,
“FA-5177, “FA-V94”, “FA-234”, “FA-V17”, “FA-2313” y “FA-31". Todos ellos son
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resistentes o tolerantes al virus de la tristeza y reducen el tamafio del arbol de un

modo notable, aspectos esenciales en la citricultura moderna.

1.6.3. Requerimiento de boro en los citricos

La concentracion foliar dptima de boro en los citricos oscila entre 36-100 ppm
dependiendo de la variedad y edad del arbol. En general, su concentracion es mayor
que la de otros micronutrientes como Mn, Zn, Cu, y Mo, pero es mas baja que la de
Fe. Como vemos en la tabla 1.6 su principal particularidad es que el B pasa de la

carencia al exceso en un margen muy estrecho.

Tabla 1.6. Valores foliares de referencia de diferentes estados nutritivos de citricos
establecidos por Legaz y Primo-Millo (2000).

Muy bajo Bajo Normal Alto Muy alto

B (ppm) <21 21-30 31-100 101-260 >260

En las zonas agricolas del Levante Espafiol se detectan mas los sintomas de
exceso que los de carencia, debido principalmente a la alta concentracion de este
elemento en las aguas de riego procedentes de depuradoras, desalinizadoras, etc., 0
bien porque las aguas transcurren por parajes donde las cantidades de boro son
importantes (Amoras, 2003).

La carencia de boro en los citricos se manifiesta inicialmente en las hojas
jévenes donde pueden aparecer manchas translucidas. Con el tiempo, si la deficiencia
es muy severa también pueden aparecer sintomas en las hojas maduras observandose
un amareillamiento a lo largo de los nervios principales y secundarios. Estos ademas
aparecen dilatados, en algunos casos suberizados, y a menudo se extienden
longitudinalmente. Al envejecer, las hojas se vuelven gruesas, coriaceas,
quebradizas, faltas de brillo y deformadas. Los brotes jovenes mueren, desecandose
de forma progresiva desde su &pice; se producen brotes laterales en un numero
excesivo que mueren prematuramente y es frecuente la aparicion de yemas mdaltiples.
En las ramillas, ramas y tronco se producen grietas o hendiduras en las que se forma
goma. En la corteza de los frutos jovenes se forman manchas amarillentas que se
tornan marrones oscuras al madurar el fruto y a través de las cuales el albedo exuda

goma. En el albedo de los frutos se forman bolsas de goma, que también pueden
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presentarse en el eje central del fruto. Los frutos pueden presentar formas anormales
y en general son pequefios, duros, con la corteza gruesa, poco jugosos y con escaso
contenido en azUcares.

En el exceso de boro en citricos aparecen lesiones cloroticas en las hojas que
se extienden desde el apice hasta los bordes de las hojas. En las raices, no parecen
desarrollarse sintomas visibles, ya que la concentracion de B es relativamente
inferior al de la hoja, incluso a altos niveles de boro en el suelo (Papadakis y col.,
2004a; Papadakis y col., 2004b; Gimeno y col., 2012). Ademas los citricos,
pertenecen al grupo de plantas que presentan escasa movilidad de este elemento a
través del floema, por lo que su acumulacion se ve relacionada de forma estrecha con
la intensidad en la tasa de transpiracion que presente cada variedad (Gimeno y col.,
2012).

1.7. Las micorrizas y el boro

1.7.1. Aspectos generales de las micorrizas arbusculares (MA)

Se conoce con el nombre de micorriza a la asociacion mutualista establecida entre las
raices de plantas, tanto cultivadas como silvestres, y ciertos hongos del suelo. Se
trata de una simbiosis practicamente universal, no s6lo porque casi todas las especies
vegetales son susceptibles de ser micorrizadas, sino también porque pueden estar
presentes en la mayoria de los habitats naturales (Hernandez-Dorrego, 2003). El
mutualismo supone una relacion beneficiosa para los dos organismos implicados, por
lo que, tanto el hongo como la planta se ven favorecidos por la asociacion. Por una
parte, el hongo coloniza la raiz de la planta y le proporciona nutrientes minerales y
agua, que extrae del suelo por medio de su red externa de hifas (micelio extrarradial);
mientras que por el otro, la planta suministra al hongo sustratos energéticos y
carbohidratos que elabora a través de la fotosintesis (Hernandez-Dorrego, 2003).
Basado en criterios estructurales, funcionales y taxondmicos, se han
establecido y clasificado 7 tipos de micorrizas: Ectomicorrizas, Endomicorrizas,
Ectendomicorrizas, Arbutoides, Monotropoides, Ericoides y Orquidioides. En cuanto
a las estructuras formadas, al tipo de colonizacion y a la cantidad de especies
vegetales y fungicas implicadas, se puede decir que las micorrizas arbusculares (o

Endomicorrizas) son las de mayor importancia y las que mas ampliamente se
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encuentran distribuidas, tanto a nivel geografico como dentro del Reino Vegetal
(Hernandez-Dorrego, 2003).

Los hongos formadores de micorrizas pertenecen a la clase Zigomicetos y se
caracterizan por producir, a lo largo de su ciclo de vida, unas estructuras conocidas
como arbusculos (en todos los casos) y vesiculas (en la mayoria de ellos; figura 1.9).
Las primeras, son las estructuras responsables de la transferencia bidireccional de
nutrientes entre los simbiontes, realizada en la interfase planta-hongo producida a
este nivel; mientras que las vesiculas, son estructuras globosas e irregulares que

acttian como 6rganos de reserva de lipidos (Francl, 1993; Hernandez-Dorrego, 2003).

Corte de una micorriza
@Tldnsferencid de agua y nutrientes minerales desde

el hongo a la planta.
Hifa del hongo

@Tmnsferen(ia de materias orgdnicas (azucares, . /
N 0

aminodcidos, vitaminas) de la planta al hongo.

Arbusculo

o . {Organo de intercambio)
@Solublhmunn y absorcion de elementos minerales.

Pais U beess Smai | Ty
@xcm{ idn de compuestos antibidticos. __’f X 'J

Pelos

absorbentes Extremidad de una micorriza

Figura 1.9. Esquema de la colonizacion de raices por micorrizas arbusculares (MA).

1.7.2. Beneficios de las micorrizas en la nutricion de las plantas

El efecto mas importante que producen las MA en las plantas es un incremento en la
absorcion de nutrientes minerales del suelo, que se traduce en un mayor crecimiento
y desarrollo de las mismas (Hernandez-Dorrego, 2003). La expansion del micelio
externo del hongo por la rizosfera es la causa principal del aumento de la absorcion,

ya que permite captar mas alla de la zona de agotamiento que se crea alrededor de las

41



Universidad Miguel Hernandez

raices; es decir, se produce de forma indirecta la expansion de la superficie de
absorcion del “sistema radicular” de la planta (Sanders y Tinker, 1973; Jakobsen y
col., 1992; Hernandez-Dorrego, 2003).

Los hongos formadores de MA ayudan a la captacion de elementos minerales
del suelo mediante dos mecanismos. Uno puramente fisico, donde el micelio del
hongo es capaz de extenderse y explorar mayor superficie de suelo; en el iones, como
el fosfato, el amonio, el zinc o el cobre, son transportados mas rapidamente a través
de las hifas del hongo que por difusion a través del suelo. El segundo es un
mecanismo bioquimico que incrementa la afinidad de la raiz micorrizada por el
fosfato soluble de manera que las raices son capaces de captar fosfato en el suelo a
concentraciones bajas (Camprubi y col., 2000).

De forma generalizada, se considera que las micorrizas tienen posibilidades
de mejorar el crecimiento de sus hospedadores en suelos donde el contenido en
nutrientes es bajo. El efecto de la micorriza y el establecimiento en el sistema radical,
son afectados por la concentracion de nutrientes que hay en el suelo (Gianiazzi-
Pearson y Gianinazzi, 1981). La necesidad de afadir fertilizantes no se elimina
inoculando las plantas con hongos formadores de MA, ya que las micorrizas no
producen fosforo ni otros nutrientes, pero si permiten optimizar el rendimiento del
fertilizante, reduciendo de esta manera su aporte (Camprubi y col., 2000).

Existen otros efectos producidos por las MA entre los que destacan un
aumento de la resistencia de la planta al estrés hidrico y a la salinidad, un aumento de
la resistencia y/o tolerancia a determinados patégenos del suelo, un incremento de la
supervivencia al trasplante y un incremento en la fijacion del nitrdgeno en
leguminosas (Gerdemann, 1968; Camprubi y col., 2000). Las micorrizas originan
cambios en los exudados radicales, los cuales alteran la pauta de descomposicion por
parte de los microorganismos presentes en la rizésfera del suelo, de la misma manera
que la microbiota del suelo también puede afectar la formacion y funcién de las
micorrizas (Linderman, 1993). Asi mismo, las combinaciones de estos
microorganismos y los hongos micorricicos pueden incrementar el control biologico

contra posibles patdgenos del suelo.
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1.7.3. Endomicorrizas en citricos: Glomus intraradices Schenck & Smith

La seleccion de portainjertos representa, en la actualidad, un aspecto de la maxima
importancia en citricultura (Agusti, 2003). De la eleccion del patron depende el éxito
de la plantacién. Los portainjertos de citricos también pueden formar micorrizas, son
muchos los hongos micorricicos asociados a las raices de los citricos, pero el méas
abundante es el género Glomus. En Espafia la especie Glomus intraradices Schenk &
Smith es la que se utiliza con més frecuencia (Calvet y Camprubi, 1996; Agusti,
2003). Aunque la simbiosis entre la raiz y el hongo va a depender de su capacidad de
absorcion de fésforo, de su densidad radicular y de su capacidad de transporte de
agua (Agusti, 2003). Este hongo pertenece al orden Glomales, al suborden Glominae,
a la familia Glomaceae, al género Glomus Tulashe & Tulasne y a la especie Glomus
intraradices Schenck & Smith (INVAM, 2003). A continuacion se describen algunas

caracteristicas de este hongo:

(i) Esporas: las esporas son de color blanco cremoso a amarillo cafetoso, a veces, con
tintes verdes. La forma es de globosa a subglobosa, irregular y eliptica. Los tamafios
van desde 40 a 140 um (INVAM, 2003). De acuerdo a lo sefalado por INVAM
(2003), la espora posee una pared compuesta por tres capas (L1, L2 y L3), donde
solamente L1 esta presente en las esporas juveniles y sigue hacia las hifas. L2 y L3,

luego, se forman secuencialmente, tanto en las esporas como en las hifas.

(i) Hifas: las hifas son de forma cilindrica ligeramente achatadas (llustracion 1.8).
Poseen un ancho de 11 a 18 um, y su pared es de 3,2 a 6,4 um de espesor (INVAM,
2003). INVAM (2003) sefiala que la pared de la hifa estd compuesta por 3 capas
(L1, L2 y L3) que son continuas con las tres capas de las esporas. Las dos capas mas
externas son las Unicas presentes en las etapas tempranas de formacion de esporas;
ambas son delgadas y se degradan con la maduracion de la espora. Las subcapas de

L3 también se pueden separar a lo largo de la hifa, aunque en menos ocasiones.

(iii) Estructuras micorricicas: a menudo numerosas vesiculas (o esporas) forman

puntos de entrada cercanos a lo largo de la red de arbusculos e hifas (Imagen 1.5). Es
incierto cdmo las vesiculas intraradicales son capaces de diferenciarse en esporas,

debido a que ello puede ocurrir en las raices (INVAM, 2003). La colonizacion
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arbuscular llega al maximo, mas temprano que otros hongos de Glomus; junto con
raices viejas, a menudo, se encuentra una extensiva red de hifas (sin arbusculos) y
numerosas esporas intraradicales. Estas esporas tienden a agruparse y formar densos
racimos. Esta propiedad ha llevado a muchos micorrizélogos a confundir esta especie
con Glomus fasciculatum (INVAM, 2003).

Imagen 1.5. Imagen al microscopio de raiz colonizada por Glomus
intraradices, donde se observan las vesiculas y los arbusculos. Fuente: facultad
de biologia de Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (SchiBler, 2015).

1.7.4. Micorrizas y Boro

1.7.4.1. Papel del boro en la simbiosis planta-hongo

La influencia positiva del B en la formacion de micorrizas se demostrd primero en
plantas arbusculares micorrizadas de alfalfa y trébol rojo en el afio 1980 (Lambert y
col., 1980), y unos afios mas tarde se demostrd también en plantas de Citrus jambhiri
(Dixon y col., 1989). La mejora en la formacion de micorrizas por el aumento de la
disponibilidad de B en la zona radicular en principio parece desconcertante, por un
lado, por el hecho de que es totalmente contrario a los efectos que se observan para
otros nutrientes como N y Py, por otro, porque se cree que los hongos no tienen
ningln requerimiento de B. En un principio se pensaba que el incremento de la
concentracion de los hidratos de carbono podria ser una razén probable que explicara
los efectos del B sobre las micorrizas, por la relacion que existe entre el B y los
carbohidratos. Se ha observado que al fertilizar las plantas con boro se incrementa el
porcentaje de colonizacion al incrementar la concentracion de azucares solubles en
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las raices. Esto se pensaba que era debido a que la fertilizacion de boro incrementaba
los niveles de acido indol-3-acético (AlA) que favorece el transporte de azlcares
desde las hojas hacia la raiz (Lambert y col., 1980). Sin embargo, esta hipotesis no
fue apoyada por los resultados experimentales llevados a cabo por Mitchell y col.
(1986); en este experimento se observo que al fertilizar con boro las plantas de pino,
los niveles de AIA disminuian en las raices que habian sido inoculadas con
micorrizas, mientras que la concentracion de AIA no fue afectada en plantas no
micorrizadas. Por consiguiente y en vista de estos resultados, estos autores
consideraron que los hongos puedan requerir una pequefia cantidad de B para su
crecimiento.

Mas tarde, Sword y Garrett (1994) sugirieron que el mecanismo por el cual se
produce un aumento de la infeccion micorricica con la fertilizacién de boro esta
relacionado con la reduccion de compuestos fendlicos causada por una alta
concentracion de boro. Esta hipotesis fue también apoyada por Marschner y Dell
(1994). Esta hipdtesis se base en que los compuestos fenolicos pueden inhibir el
crecimiento de los hongos micorricicos. Sin embargo, una alta concentracion de boro
en las raices de las plantas incrementa la actividad fenol-oxidasa, por lo que se
reduce la concentracion de fenoles y facilita la proliferacion del hongo en el suelo y
su simbiosis con la planta hospedadora. Sin embargo, en estos experimentos no
quedd muy claro que exista una relacion causa/efecto entre el B, los compuestos
fenolicos y la formacion de micorrizas. En general, la relacién entre compuestos
fendlicos y micorrizas no se comprende bien y la relacion entre compuestos fendlicos
y B se entiende aln menos. Se necesitan estudios experimentales para llegar a
conocer el mecanismo que explique todas estas interrelaciones.

Un enfoque alternativo a las hipétesis anteriores (B-carbohidratos, B-AlA,
B-fenoles) seria considerar que el B tiene un papel especifico en las primeras fases
del establecimiento de la simbiosis hongo-planta. La penetracion del hongo en las
células hospedadores es posible solamente en los estados iniciales de desarrollo de la
raiz ya que en este estado la relacion pectina:celulosa es mucho maés alta que en las
paredes de las celulas maduras. En esta fase de infeccion se forma una especie de
matriz extracelular comun entre la planta y el hongo huésped, que tiene componentes
polisacaridos pécticos similares a los de la pared celular de la planta (Nylund, 1987).

Para que se forme esta matriz es necesario que el hongo altere los procesos de la

45



Universidad Miguel Hernandez

formacion de la pared celular de la planta interfiriendo sobre todo en la deposicion de
la pared primaria de las plantas y en la lamina media de la pared celular. Parece ser
que es aqui donde el boro podria tener alguna funcién especifica, aunque podria
parecer un tanto contradictorio que se necesite la intervencion del boro para impedir
la formacion de la pared celular de las plantas y favorecer la formacion de esta
matriz, siendo el boro uno de los componentes mas importantes en las paredes
celulares de las plantas (Matoh, 1997; O"Neill y col., 2004).

Una de las propuestas sobre el papel del B en la simbiosis micorricica esta
relacionada con la formacion del citoesqueleto tanto en el hongo como en las plantas
hospedadoras, ya que la formacion de micorrizas implica también cambios en la
organizacion estructural y en la composicion de proteinas del citoesqueleto en ambos
organismos (Timonen y Peterson, 2002). En micorrizas arbusculares
(Endomicorrizas), donde el hongo forma también estructuras intracelulares, los
cambios en el citoesqueleto de la planta hospedadora son mas grandes que los del
hongo. Por el contrario, en Ectomicorrizas el citoesqueleto de la planta no se ve
afectado, excepto en partes fuertemente colonizadas donde los filamentos del
citoesqueleto de la planta desaparecen. En las hifas presentes en el tejido simbidtico
de la red de Hartig (donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes, minerales y
agua), tiene lugar una nueva organizacion reticular, que no se encuentra en las hifas
del micelio externo (Timonen y Peterson, 2002). Entonces, el B podria tener un papel

esencial en todas estas nuevas estructuras que se forman entre el hongo y la planta.

1.7.4.2. Captacion y movilidad del boro por el micelio fungico

Las Ectomicorrizas facilitan a sus hospedadores la absorcién de nutrientes como: P,
N, Ca y Mg (Melin, 1952; Marschner y Dell, 1994; Jentschke y col., 2000; Smith y
Read, 2008; Plassard y Dell, 2010). Como ya hemos comentado anteriormente, se
cree que el boro no es un nutriente esencial para los hongos, por lo que ha sido
asumido que las Ectomicorrizas no son capaces de tomar el boro del suelo. Esto es
debido a que muchos carbohidratos fungicos son del tipo “diol” como el manitol, que
tienen una alta afinidad por el boro formando complejos B-diol, lo que hace que el
boro quede inmovilizado en estos complejos, y por lo tanto, no se translocan desde el

hongo a la planta.
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La considerable acumulacion de B en los esporoforos de muchas micorrizas y
especies de Basidiomicetos saprofitos indica que el B es translocado desde el micelio
hacia los esporoforos (Lavola y col., 2010). Sin embargo, hay grandes diferencias en
las concentraciones de B acumulado en esporéforos de diferentes especies
(280 mg kg™ en Paxillus involutus y otras muchas especies con concentraciones
inferiores a 2-3 mg kg™ o por debajo del limite de deteccién como el caso de
Coprinus comatus). Dichas diferencias entre las especies de hongos puede atribuirse
al diferente uso que hacen del agua, o a la utilizacion de diferentes carbohidratos en
la translocacion a larga distancia. Los complejos B-manitol son un posible candidato
para el transporte del B, dado que el manitol se encuentra en casi todas las especies
de hongos, aunque su relativa proporcion a otros hidratos de carbono solubles puede
variar considerablemente (Nehls, 2008). En las plantas, la formacién de complejos
B-polioles, tales como manitol y sorbitol, es un mecanismo para transportar el B por
el floema (Brown y Shelp, 1997; Hu y Brown, 1997). Como se ha observado en
plantas transgénicas de tabaco, el aumento de la produccion de sorbitol también
supuso un aumento en la captacion de B (Bellaloui y col., 1999); por tanto, no es
descabellado pensar que en el caso de los hongos micorricicos el aumento de manitol
y otros polioles también tengan este efecto. Hay también estudios con isétopos
estables (1°B) que evidencian que el B puede ser absorbido por las hifas externas de
la Ectomicorriza simbionte Paxillus involutus, y que este a su vez puede ser
translocado a los tallos y hojas de la planta huésped (abedul de plata; Betula pendula)
(Lehto y col., 2004).

El mecanismo de captacion de B por parte de las micorrizas no se conoce
todavia con detalle, pero todas las evidencias apuntan a que el mecanismo de
absorcion pasiva es el mas importante. Y en este sentido juega un papel principal la
composicion quimica de las membranas de las células flngicas. Por eso, la diferente
capacidad de absorcién observada entre las especies de hongos puede deberse a la
composicion de estas membranas, principalmente a la concentracion y composicién
de esteroles (Dordas y Brown, 2000). También hay evidencias que apoyan que la
expresion de canales mediadores de la absorcion de agua como las acuaporinas, en
las que el boro puede pasar pasivamente se incrementa con las micorrizas. Estos
resultados han sido observados en plantulas de alamo inoculadas con micorrizas con

respecto a plantulas no micorrizadas (Marjanovic y col., 2005).
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La forma de absorcion de B suele ser como &cido bérico (Huy Brown, 1997).
Sin embargo, la incorporacion de B a través de la formacion de complejos con
materia organica también es concebible. El boro tiene una alta afinidad con los
grupos hidroxilo, tales como acidos organicos, para formar complejos (Wikner,
1983; Dembitsky y col., 2002). Los &acidos organicos y otros compuestos de
moléculas pequefias abundan en muchos suelos ricos en materia organica, y es
asumido que tienen un papel clave en el ciclo del carbono en los suelos (van Hees y
col., 2005). No obstante, diferentes fendbmenos en los que se ven implicados los
compuestos solubles necesitan ser estudiados, como el incremento de la estabilidad
del complejo B-manitol en suelos donde hay un aumento de pH hasta pH 8,0 (Power
y Woods, 1997); el cual es mucho mayor que el de la mayoria de los suelos
forestales. Tales complejos, podrian ser absorbidos por micorrizas o raices, pero
hasta el momento esta hipétesis no se ha comprobado ya sea en plantas no-
micorrizadas o micorrizadas. La formacién del complejo con manitol y otros
compuestos dentro del micelio permitiria la captacion continua de acido borico del
suelo en contra de un gradiente de concentracion (Hu y Brown, 1997), y los
complejos B-manitol podrian funcionar en el transporte a larga distancia en el hongo.
Sin embargo, el transporte del complejo B-manitol para la planta huésped seria un
modo muy altamente especializado de transporte. Esto también podria ser una forma
de translocacion de carbono “inversa” en la simbiosis, en donde la planta absorbe
aminoéacidos del suelo (Smith y Read, 2008).

Un aspecto importante de las micorrizas, que estd siendo investigado en
profundidad hoy en dia, es si las micorrizas pueden inmovilizar ciertos nutrientes
cuando estos se encuentran en exceso en el suelo para impedir problemas de
toxicidad en las plantas. Asi, Berthelsen y col. (1995) observaron que las micorrizas
podrian incrementar la tolerancia al exceso de cobre en el suelo, impidiendo que este
nutriente sea absorbido por la planta al quedar inmovilizado. Aunque se desconoce Si
la mayor proporcion de Cu estaba en el hongo o en la parte de la raiz micorrizada.
Pero es posible que el sistema simbidtico pueda controlar la concentracion de Cu en
la planta, aumentando la absorcion de micronutrientes cuando haya escasez en la
planta, y reduciéndola cuando haya un exceso en el suministro; pero hasta ahora hay
poca evidencia de esto. En el caso del boro, si una gran parte que es tomado del suelo

es retenido por los hongos micorricicos, podria evitar la toxicidad en las plantas
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protegiéndolas de este estrés. Por eso uno de los objetivos de esta tesis es evaluar si
la micorrizacion de plantas de citricos podra incrementar la tolerancia al exceso de
boro, ya que los citricos son uno de los cultivos méas sensibles a este estrés. En
plantas de trigo (Sonmez y col., 2014), se observé que la micorrizacion disminuyo la
acumulacion de boro y los sintomas de toxicidad por este elemento, aunque el
rendimiento no se vio afectado por las micorrizas en los niveles de B més altos. Sin
embargo, en un experimento en Pinus banksiana, la inoculacion micorricica no
afecto a la tolerancia de las plantas a altos niveles de boro, aunque si aumentaron su

tolerancia a la salinidad (Calvo Polanco y col., 2008).
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Capitulo 2. Objetivos y Plan de Trabajo

2.1. Objetivos

Las altas concentraciones de boro en las aguas de riego procedentes de plantas
desalinizadoras y depuradoras podrian ser un problema importante para nuestros
cultivos a corto plazo, especialmente en los citricos que es un cultivo muy sensible a
la toxicidad por boro. Se sabe que concentraciones de B en el agua de riego superior
a 0,5 mg L™ disminuyen la produccién y calidad de la fruta. Es por ello que el sector
citricola quiere conocer que estrategias agronémicas se pueden aplicar para disminuir
los efectos tdxicos que tiene este micronutriente. Los arboles de citricos estan
formados por la variedad y el portainjerto en el cual se injerta la variedad. Los
portainjertos de citricos pueden modificar mas de 20 caracteristicas horticolas
diferentes entre las que se incluyen la tolerancia a determinados estreses abidticos.
Por otro lado, en los ultimos afios también se ha mostrado que la simbiosis
hongo-planta puede afectar positivamente a los cultivos que sufren algun tipo de
estrés abiotico. Bajo este contexto, el objetivo general de la tesis es incrementar en
citricos la tolerancia a la toxicidad por boro mediante el uso de portainjertos
adecuados o mediante la micorrizacion con hongos arbusculares. Dentro de este
objetivo general se plantea también conocer que mecanismos fisioldgicos hacen que
unos portainjertos (diferentes variedades o micorrizados) sean mas tolerantes que
otros. Para determinar estos mecanismos fisiolégicos se propuso medir pardmetros
relacionados con el intercambio gaseoso, fluorescencia de clorofilas, crecimiento
vegetativo, nutricion mineral, acumulacion de solutos organicos, sistemas
antioxidantes contra especies reactivas de oxigeno, etc. El analisis de estos
parametros conjuntamente nos dara una idea de como los citricos responden al

exceso de boro. Para llevar a cabo estos objetivos se disefiaron tres experimentos:

Experimento 1: estudio de la tolerancia de los portainjertos citrange Carrizo,

Citrus macrophylla y naranjo Amargo a la toxicidad por boro.

Experimento 2: comparar tolerancia a la toxicidad por boro de los portainjertos
citrange Carrizo y mandarino Cleopatra con el portainjerto Forner-Alcaide n° 5,

portainjerto desarrollado a partir de estos dos portainjertos.

Experimento 3: estudio de la tolerancia del portainjerto citrange Carrizo
micorrizado a la toxicidad por boro.
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2.2. Plan de trabajo

Experimento 1. Este experimento se realizd en 2012 en la finca experimental del
CEBAS situada en La Matanza, en el termino municipal de Santomera (a 18 km de
Murcia), en un invernadero cuyas caracteristicas se describen mas adelante en esta
memoria. El experimento dur6 119 dias (sin incluir los 33 dias de aclimatacion tras el
trasplante). Para la consecucion de los objetivos se realizd el siguiente plan de

trabajo:

Citrange Carrizo, Citrus
macrophyfia y Naranjo amargo
(Citrus auriantium L.)

!

Trasplante |
=  Adimatacion

Y
12 medida/cosecha

(hojas, tallos y raiz)
Dia0

!

Inicio de tratamientos:

0.25 (control) y10 mg L' de B

Medidas deintercambio
gaseoso y fluorescencia de
clorofilas.

. Parametros de credmiento.

Y
22 medida/cosecha

(hojas, tallos y raiz)

Y
32 medida/cosecha ‘
(hojas, tallos y raiz)

Y
42 medida/cosecha
(hojas, tallos y raiz)

Fin Experimento

Muestras para analisis en
laboratorio (hojas, tallos y
raiz)

1

Carbohidratos
Almidon

Solutos organicos (Prolina y
compuestos
aminoouaternarios)

Perdxido de hidrogeno (H;03)
Malonildialdehido (MDA)

Enzimas antioxidantes (CAT,
APX, GR y SOD)

Concentracion de nutrientes.
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Experimento 2. Este experimento se realizd en 2013 en la finca experimental del
CEBAS situada en La Matanza, en el término municipal de Santomera (a 18 km de
Murcia),en un invernadero cuyas caracteristicas se describen méas adelante en esta
memoria. Este experimento durd 83 dias (sin incluir los 29 dias de aclimatacion tras
el trasplante). Para la consecucion de los objetivos se realizo el siguiente plan de

trabajo:

Citrange Carrizo, mandarino
Cleopatra y Forner-Alcaide n2 5

! |

Trasplante
|
" Adimatacién
!
12 medida/cosecha hojas. l
Dia0
l Medidas deintercambio
gaseoso y fluorescencia de
Inicio de tratamientos: | clorofilas.
0.25 (control), 5y10 mgL' deB » Parametros de credmiento.
1 L Muestras para andlisis en
. laboratorio (hojas, tallos y
raiz)
!
22 medida/cosecha hojas. ' l
| Carbohidratos
| Almidon
Y

Solutos organicos (Prolina y
compuestos
aminocuaternarios)

32 medida/cosecha hojas.

Perdxido de hidrogeno (H207)

Lo

Malonildialdehido (MDA)

42 medida/cosecha

(hojas, tallos y raiz)
Fin Bxperimento

Enzimas antioxidantes (CAT,
APX, GR y SOD)

Concentracion de nutrientes.
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Experimento 3: Este experimento se realizé en 2013 en la finca del CEBAS situada

en La Matanza, en el término municipal de Santomera (a 18 km de Murcia), en un

invernadero cuyas caracteristicas se describen mas adelante en esta memoria. El

experimento durd 84 dias (sin incluir los 28 dias de aclimatacion tras el trasplante y

la micorrizacion de las raices). Para la consecuciéon de los objetivos se realizé el

siguiente plan de trabajo:

Citrange Carrizo

|

Trasplante _J Micorrizacion

i
" Aclimatacion
!

12 medida/cosecha hojas.
Dia0

|

Inicio de tratamientos:

0.25 (control), 5 y10 mgL" de Boro

Medidas deintercambio
gaseoso y fluorescencia de
clorofilas.

& Parametros de credmiento,

e

22 medida/cosecha hojas.

L

32 medida/cosecha hojas.

e

42 medida/cosecha
(hojas, tallos y raiz)

Fin Bxperimento

Muestras para andlisis en
laboratorio (hojas, tallos y
raiz)

i

Carbohidratos
Almidon

Solutos organicos (Prolina y
compuestos
aminoouaternanos)

Perdxido de hidrogeno (H;03)
Malonildialdehido (MDA)

Enzimas antioxdantes (CAT,
APX, GR y SOD)

Concentracion de nutrientes,
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Capitulo 3. Toxicidad por Boro en Portainjertos de Citricos

3.1. Introduccion

La seleccion de portainjertos representa, en la actualidad, un aspecto de méaxima
importancia en citricultura, ya que de esta eleccidn depende el éxito de la plantacion.
El portainjerto no es solo el responsable de la absorcion de agua y nutrientes, sino
que también juega un papel decisivo en la adaptacion de los arboles a condiciones
medioambientales adversas, e incluso les confiere cierta tolerancia a enfermedades y
plagas. Mas de 20 caracteristicas horticolas de una variedad pueden ser determinadas
por el patron, sin embargo, el patron perfecto no existe. Su eleccion debe estar en
funcién de los principales factores limitantes de cada region citricola, el clima y tipo
de suelo, y la variedad a cultivar.

Actualmente, en Espafia los patrones mas utilizados son el citrange Carrizo
(57%), Citrus macrophylla (23%), Citrus Volkameriana (7%), y mandarino
Cleopatra (5%); mientras que en el portainjerto méas popular hace 15 afios, naranjo
Amargo, se ha restringido su uso solamente al cultivo del limonero, debido a su
sensibilidad al virus de la tristeza. De todos estos portainjertos se conoce su
comportamiento frente a ciertas condiciones del suelo (caliza, salinidad, asfixia
radicular, heladas y sequia) e incluso su comportamiento frente a ciertas
enfermedades (Phytophtora sp., Armillaria mellea y Tylenchulus semipenetrans) y
viriosis 0 enfermedades afines (Tristeza, Exocortis, Psoriasis y Xyloporosis). Sin
embargo, poco se conoce como responden ante el exceso de boro en el agua de riego,
un problema que ha surgido en Espafia en los Gltimos afios, al emplear para el riego
aguas residuales o desalinizadas. Lo que si se sabe sobre el boro es que las
variedades de citricos son muy sensibles a su toxicidad, por lo que es necesario
conocer las respuestas de los portainjertos de citricos a este estrés, y clasificarlos
segun su tolerancia como ya se ha hecho con otros estreses. Por ello, se planteé un
experimento para estudiar la tolerancia al exceso de boro de los portainjertos citrange
Carrizo (CC), Citrus macrophylla (CM) y naranjo Amargo (NA), aplicando una
dosis de boro de 10 mg L™ en forma de 4cido bérico. En este experimento se
realizaron medidas de pardmetros de crecimiento, intercambio gaseoso Yy
fluorescencia de clorofilas, nutricion mineral y solutos organicos en los diferentes
tejidos de la planta, y medidas del metabolismo antioxidante para caracterizar las
respuestas fisioldgicas de estos tres portainjertos y asi conocer los mecanismos que

hacen que unos portainjertos sean mas sensibles que otros.
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3.2. Material y Métodos
3.2.1. Material Vegetal

Para realizar este experimento se usaron plantas de tres semanas de edad desde su
germinacion, de los patrones citrange Carrizo (hibrido entre Poncirus trifoliata [L.]
Raf. x Citrus sinensis L.), Citrus macrophylla y naranjo Amargo (Citrus aurantium
L.) adquiridos en un vivero comercial (Viveros Torreblanca S.L., Espafa; imagen
3.1) con su certificado y su etiqueta oficial de calidad. La seleccion de las plantas
utilizadas en el ensayo se realizd basandose en la uniformidad de altura. Una vez
realizada la seleccion, y antes de empezar los tratamientos de boro, se procedio al
trasplante a macetas de 0,5 L de volumen con sustrato universal de granulometria
fina, libre de patdgenos y de semillas de malas hierbas. Cuando las plantulas
alcanzaron una altura aproximada de 30 cm fueron pasadas a macetas de 7 L de

volumen con el mismo tipo de sustrato universal que en el caso anterior.

Imagen 3.1. Plantas utilizadas en el experimento de portainjertos. 1: Citrus macrophylla; 2: naranjo
Amargo; y 3: citrange Carrizo.
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El substrato utilizado consistio en una mezcla de turba rubia y negra, fibra
de coco y perlita (5:4:1 Projar, Espafa). Este sustrato permite una aireacion y

drenaje suficientes para un buen desarrollo de la planta (Pefiuelas y Filella, 1998).

3.2.2. Descripcién del invernadero vy condiciones del cultivo

El experimento se realizd en la finca experimental del CEBAS, situada en La
Matanza, en el término municipal de Santomera (a 18 km de Murcia), en un
invernadero tipo multitunel construido con placas de policarbonato y techo de
polietileno, tiene una superficie de 650 m? y 4,5 m de altura hasta la canal (Imagen
3.2). Para el control de la temperatura se dispone de un sistema de refrigeracion del
tipo “Cooling-system” que mantiene la temperatura por debajo de los 30 °C en
verano. Ademas, el invernadero consta de ventiladores y de un sistema de
calefaccion con generador de aire caliente por combustion indirecta (SIAL Mirage
65) que mantiene la temperatura por encima de los 9 °C en invierno, y malla térmica

para retener el calor.

Imagen 3.2. Vista parcial del invernadero donde se realizo el experimento.

El experimento se desarrolld6 durante los meses de Agosto, Septiembre,
Octubre y Noviembre de 2012 con las siguientes caracteristicas climaticas:
temperatura dia/noche 35/18 + 3 °C, humedad relativa dia/noche 65/85 + 5% y un

fotoperiodo de 16 h. El control de la humedad se realiza mediante un equipo de
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humidificaciéon con compresor de aire (Ingersoll-Rand SSR), manteniendo la
humedad relativa en un 65%. Para el control de la radiacion se dispone de una malla
de sombreo de Aluminio (30%). El invernadero incluye un sistema de sensores de
irradiacion, temperatura y humedad relativa colocados a una altura de 1,5 m. Todos
los datos se cogen periédicamente y son almacenados en una base de datos para su
posterior analisis.

Para combatir las plagas se colocaron trampas cromatropicas a lo largo del
invernadero, y se aplicaron peridédicamente via foliar insecticidas, fungicidas y
acaricidas (Imidacloprid, y Buprofezina) para el control de la mosca blanca
(Trialeuro desvaporariorum y Bemisia tabaci), pulgones (Myzus persicae y Aphis
gossypii), trips (Frankliniella occidentalis), arafia roja (Tetranychus urticae), y

minador (Phyllocnistis citrella).

3.2.3. Concentracion de boro en la solucién nutritiva

Las plantas se regaban 3 veces por semana con solucion nutritiva Hoagland
modificada (mM): 20 N, 0,75 P, 4,2 K y 6 Ca; y una mezcla de micronutrientes
(UM): 25 B, 2 Mn, 2 Zn, 0,5 Cu, 0,5 Mo y 20 Fe*3. El riego se aplicaba de forma
manual con un volumen suficiente para conseguir un drenaje del 15% del volumen
total aplicado. El agua empleada para la preparacion de las soluciones nutritivas
provenia del trasvase Tajo-Segura, y la composicion de la solucion nutritiva se
ajustaba segun la composicion de esta agua, utilizandose los siguientes fertilizantes
comerciales: KNO3 (13-0-46), Ca(NO3), (14,5-0-0), KH,PO,4 (0-52-34), NH4;NO3
(34,5-0-0) y un complejo de micronutrientes (Kelkat mix. Atlantica Agricola SL,
Alicante).

Tras 33 dias de aclimatacion, se realizd6 una medida de fotosintesis y
fluorescencia de clorofilas, y se cosecharon tres plantas de cada portainjerto para
establecer como se encontraban las plantas al inicio del experimento (dia 0).
Posteriormente se iniciaron los diferentes tratamientos de B, adicionando a la

solucion nutritiva de cada tratamiento la siguiente concentracion de B (Imagen 3.3):

o Control 0 BO (0,25 mg L™ de B procedente del complejo de micronutrientes
Kelkat)
e B10 (10 mg L™ de B aplicado como &cido bérico; H3BOs).
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Imagen 3.3. Cubas de 120 L empleadas en el
experimento para regar con los distintos tratamientos
de boro (B0 o control, 0,25 mg L™"; B10, 10 mg L™).

3.2.4. Determinaciones analiticas

3.2.4.1. Parametros de crecimiento
A lo largo del experimento se realiz6 un seguimiento de los pardmetros de
crecimiento cosechando plantas a los 0, 45, 84 y 119 dias. En cada cosecha se
separaban y pesaban el peso fresco de hojas, tallo y raiz de cada planta
individualmente (4 plantas por tratamiento) mediante una balanza de precision
electronica portatil. Cada una de estas partes, se introdujeron en una estufa a 65 °C
durante 3-4 dias, previamente lavadas con agua destilada. Una vez seco el material
vegetal, se volvio a pesar para conocer el peso seco de cada uno de los tejidos de la
planta. A partir del peso seco de hojas, tallo y raiz, se calcul6 la biomasa total (BT;
corresponde a la suma del peso seco de hojas, del tallo y raiz) y la tasa de
crecimiento relativo (TCR) siguiendo la ecuacion de Fernandez-Ballester y col.
(2003).

La TCR constituye el parametro fundamental del andlisis de crecimiento
tradicional. Expresa el crecimiento en términos de velocidad de incremento en

tamafio por unidad de tamafio. Se calcula a partir de la masa total de la planta (M):

— 1dM _ d(LnM)
T Mdt  dt
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2 2
CR - f dM j‘d(LnM) rer Mz — LnM,
= | = =
1 1

Donde M; y M; corresponden a la biomasa total seca de la planta
correspondientes al tiempo transcurrido entre los muestreos sucesivos (t2 y ti,

respectivamente). Se suele expresar en g gd* o gg?ts?

3.2.4.2. Parametros de intercambio gaseoso

Al inicio del experimento (dia 0), durante y al final del mismo, se midieron los
parametros de intercambio gaseoso: asimilacién neta de CO; (Acoz), conductancia
estomatica (gs), transpiracion foliar (Ejear), uso eficaz del agua (UEA = Acoo/Eiesr) Y
CO;, subestomatico (C;). Estos parametros se midieron entre las 8:00 y las 10:00 de la
mafiana utilizando un analizador portatil de gases para la medicion de parametros de
intercambio gaseoso (PP System Ciras2, UK; imagen 3.4). Durante las medidas el
equipo se configuré para mantener la luz (PAR: 1.000 pmol m? s?) y la

concentracion de CO, (400 ppm) constante en la cAmara de medida.

Imagen 3.4. Equipo portatil de fotosintesis (PP System Ciras2, UK)
empleado para hacer las medidas de intercambio gaseoso.

3.2.4.3. Parametros de fluorescencia de clorofilas

Las medidas de fluorescencia de clorofilas se realizaron en los mismos dias y en las
mismas hojas en las que se midieron los parametros de intercambio gaseoso
utilizando un fluorimetro de pulso modulado FMS-2 portatil (Hansatech Instruments
Ltd., UK; imagen 3.5). Los equipos de fluorescencia de clorofilas son capaces de
medir la luz fluorescente y dependiendo de las condiciones de medida nos dan

informacion sobre la fase luminosa de la fotosintesis. El equipo de fluorescencia de
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clorofilas mide los siguientes pardmetros relacionados con la fase luminosa de la

fotosintesis:
- Fo: fluorescencia minima de hojas adaptadas a la oscuridad.
- Fm: valor maximo de fluorescencia en hojas adaptadas a la oscuridad.

- Fv: componente variable de la fluorescencia, obtenida al restarle al valor de

fluorescencia méxima el valor de fluorescencia inicial.

- PAR: radiacién de luz fotosintéticamente activa (umol m?s™).
- Temperatura foliar (°C).

- Fs: fluorescencia estable en hojas adaptadas a la luz.

- Fm’: maxima fluorescencia en hojas adaptadas a la luz después de aplicar un pulso

saturante de luz actinica.

- Fo’: fluorescencia minima en hojas adaptadas a la luz después de un pulso de luz

roja.
- Fv’: fluorescencia variable en hojas iluminadas (Fv’ = Fm’- Fy’).
A partir de estos parametros se calcularon las siguientes variables:

e Fv/Fm: es la maxima eficiencia cuantica de los centros de reaccion del PSII. Es la
fluorescencia variable dividida por la fluorescencia méxima. Esta es una relacién util,
que ha mostrado ser proporcional al rendimiento cuantico fotoquimico y muestra un

alto grado de correlacion con el rendimiento cuantico de la fotosintesis neta.

e ETR: es el indice de la tasa de transporte de electrones y se calcula con la
siguiente ecuacion: ETR = ®pg;; x PPFD x 0,5 x a; donde PPFD es la densidad de
flujo fotdnico fotosintético incidente, ‘@’ es la fraccion de luz que es absorbida por la

hojay 0,5 es la fraccion de luz absorbida utilizada por el PSII.

o ®dpg;: es la eficiencia fotoquimica del PSIlI y se calcula con la ecuacion
®ps; = (Fm’-Fs)/Fm’. Hace referencia a los cambios en el rendimiento cuéntico

efectivo a la luz.
e Fv’/Fm’: es la eficiencia de las antenas en los centros de reaccion del PSII.

e (P o0 “guenching fotoguimico”: se calcula como (Fm’-Fs)/(Fm’-Fy’). Se

considera una medida del estado de oxidacion de Qa (plastoquinona) o sea, la
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proporcion de centros del PSII que se encuentran en estado “abierto”. Su valor puede

estar entre 0 y 1.

e NPO 0 “quenching no fotoquimico”: es calculado como (Fm-Fm’)/(Fm’). Una

alternativa a esta definicion es qN=1-(Fm’-Fy’)/(Fm-F;). Su valor puede estar entre
Oyl

En nuestro experimento, las hojas utilizadas fueron acondicionadas
previamente en la oscuridad durante 30 minutos e iluminadas durante 5 micro
segundos para inducir la fluorescencia. Se determind la fluorescencia inicial (Fo) y la

fluorescencia méxima (Fm).

Imagen 3.5. Equipo portatil de fluorescencia de clorofilas
(fluorimetro de pulso modulado FMS-2 portéatil; Hansatech
Instruments Ltd., UK) empleado para hacer las medidas de
cinética de emision de la fluorescencia de la clorofila.

Con este equipo también se hizo una cinética de fluorescencia en hojas
adaptadas a la luz para obtener los parametros: Fy’, Fm’ y Fs. Para ello, las hojas se
iluminaron con un PAR de 1.000 pmol m™?s™ durante 2 minutos y después se aplicé
un pulso de luz saturante (12.000 pmol m™2s™ para 0.8 s). Tras este pulso se apago la
fuente de luz actinica y se aplicé un pulso de luz roja lejana (735 nm) para drenar los
electrones del PSII.

Parte de la luz que incide en una hoja es capturada por los pigmentos
fotosinteticos (Figura 3.1). Dependiendo de la longitud de onda, la luz entra en uno
de los dos centros de reaccion Ilamados fotosistema | (PSI) y fotosistema Il (PSII),
que estan localizados en las membranas de los cloroplastos. Cuando una molécula de

Chl, absorbe un foton de energia, uno de sus electrones adquiere un estado de
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energia mayor, y en este estado el electron puede pasar a una molécula de quinona

(Qa) reduciéndola (Qa) e iniciando el transporte lineal de electrones (Figura3.1).
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Figura 3.1. Diagrama simplificado de la transferencia del fot6n durante la fase luminosa de la
fotosintesis desde que entra en contacto con la hoja hasta llegar al centro de reaccion del PSIl y pasar
asi a la cadena de transporte de electrones. llustracién recuperada y modificada de Mader, S. (2008) y

Pearson Benjamin Cummings (eds.) 2005 (http://es.paperblog.com).
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Este proceso puede pasar indistintamente en el PSI y el PSII (PSI y PSII son
nombrados asi no por el orden de reaccion sino por el orden en que estos sistemas
fueron descubiertos). En el PSI el proceso fotoquimico genera poder reductor en
forma de NADPH que se utilizara mas tarde en el ciclo de Calvin para asimilar el
CO, atmosférico y sintetizar azucares. De esta forma la energia luminosa es
convertida en energia quimica. Otro proceso importante en el proceso luminico de la
fotosintesis es el llamado “fotolisis del agua”. Este proceso consiste en suministrar
electrones a las clorofilas procedentes de la ruptura de las moléculas de agua
generando asi H* y oxigeno que es liberado a la atmdsfera.

Los protones generados participaran mediante la bomba de protones ATPgs,
en la regeneracion de ATP a partir del ADP. Cuando una molécula de Chl, es
excitada mediante la luz, no siempre los electrones pasan a la cadena del transporte
de electrones sino que esta energia puede ser disipada en forma de calor (“quenching
no fotoquimico”) 0 mediante la emision de luz fluorescente (“‘quenching
fluorescente”).

Estas medidas de fluorescencia de clorofilas son una herramienta muy Uutil
que permite estudiar los cambios que se producen en el PSII sin necesidad de hacer
medidas invasivas en las plantas. Ademas estas medidas son muy sensibles y
complementarias con las medidas de los parametros de intercambio gaseoso.

3.2.4.4. Determinacion de la concentracion de nutrientes minerales
Para estudiar como evolucion6 la concentracion de B y otros nutrientes en hojas y
raiz, se analizaron las muestras que se iban cosechando a lo largo del experimento y
que fueron previamente secadas y molidas. La concentracion de B junto con la de los
elementos K, Ca, Mg, P, Fe, Cu, Mn, Na, S y Zn, se analizaron mediante
espectrometria de plasma acoplado inductivamente (Iris Intrepid 11, Thermo Electron
Corporation, Franklin, USA), tras la digestion previa con HNO3:H,O, (5:3 en
volumen) utilizando un microondas (CERM) con una rampa de temperatura en la que
se alcanza 200 °C en 20 min, y se mantenia a esa temperatura durante 2 h (CEM
Mars, Xpress, North Carolina, USA).

Ademas, la tasa de absorcion neta de boro por la raiz (TAN) y su transporte

(umol g™ psiai; dia™) desde la raiz hasta la parte aérea de la planta fueron calculadas
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como se describe a continuacion (Pitman, 1988; Fernandez-Ballester y col., 2003;
Garcia-Sanchez y col., 2005):

LnR LnR Crpy—C
TAN = [ 2~ 1] [TZ Tl]

- Ry t, -t

Donde R, y R; corresponden al peso seco radicular y Cr, y Cr; son el
contenido de boro en todos los tejidos de la planta (hojas + tallo + raiz)
correspondientes a dos muestreos sucesivos 2 y 1 (t, y t, respectivamente). El
contenido de boro en cada 6rgano se determind como el producto entre el peso seco

de cada tejido y la concentracion de cada uno de estos nutrientes en dichos tejidos.

[LnRz Lan] [CAZ CAI]
- R t; —t4

Transporte =
Donde R, y R; corresponden al peso seco radicular y Ca, ¥ Ca; son el
contenido de boro en la parte aérea de la planta (hojas + tallo) correspondientes a dos

muestreos sucesivos (t, y ti, respectivamente).

3.2.4.5. Determinacion de la concentracion de prolina

El contenido de prolina se midié en hoja, tallo y raiz de acuerdo con el método
propuesto por Bates y col. (1973), con algunas modificaciones. Para ello, se pesaron
20 mg de muestra de material seco y se le afiadié 1 mL de &cido sulfosalicilico al
3%. Se agitd la mezcla durante 1 h a 30 °C y se centrifugd a 10.000 rpm durante
5 minutos a 4 °C. Transcurrido ese tiempo, se tomaron 125 uL del sobrenadante y se
le afiadieron 125 uL de &cido acético glacial y 125 uL de la preparacion de nihidrina
acida. A continuacion, esta mezcla se calentdo a 90 °C en un bafio durante 1 h.
Posteriormente, se enfrid en hielo y se extrajo el croméforo afiadiendo a la mezcla
4 mL de Tolueno. Se midi6 la absorbancia a 520 nm. Se preparé la curva estandar
con el patrén de prolina (0, 50, 100, 150, 300 y 500 mg L™). La concentracién de
prolina fue expresada en mg g™ de peso seco (ps).
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3.2.4.6. Determinacion de la concentracion de compuestos de amonio cuaternarios
(CAQ)

Los compuestos amoniocuaternarios (CAQ) fueron extraidos y cuantificados del
material seco siguiendo el protocolo de Grieve y Grattan (1983), sujeto a ciertas
modificaciones. Se pesaron 20 mg de material seco, se homogeneizé con 1 mL de
agua desionizada y se mantuvo en agitacion durante 24 h a 30 °C. Transcurrido ese
tiempo, se centrifugd la mezcla durante 5 min a 5.000 rpm; y tomando 250 uL del
sobrenadante, se le afiadio 250 uL de H,SO4 (1 N). Se mezclo todo vigorosamente y
se dejo durante 1 h en hielo. Posteriormente, a la mezcla se le afiadio 250 uL del
preparado KI-I, y se mantuvo en reposo a 4 °C durante 16 h. Transcurrido ese
tiempo, se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 min a 0 °C y, descartando el
sobrenadante, se procedié a disolver los cristales que se han formado con 2 mL de
1,2-dicloroetano. Se dejo reposar durante 15-20 minutos y se procedié a medir la
absorbancia a 365 nm. Se prepard una recta de calibrado con glicina-betaina (GB)
con las siguientes concentraciones: 0, 25, 50, 75 y 100 mg L™. La concentracién de

CAQ fue expresada en mg betaina g™ ps.

3.2.4.7. Determinacion de la concentracion de carbohidratos

También se determind la concentracion de carbohidratos no estructurales incluyendo
azUcares solubles totales, azlcares reductores y almidén en los diferentes tejidos de
la planta (Nelson, 1944; Somogy, 1952; Hodge y Hofreiter, 1962; Haissig y Dickson,
1979; Perez-Perez y col., 2007).

Preparacion y extraccion de las muestras

Se pesaron 30 mg de material seco y se homogeneizo con 900 uL de etanol al 80%,
se mantuvo en agitacion durante 30 min. Posteriormente se centrifugd durante 3 min
a 10.000 rpm y se guardd el sobrenadante. Al eppendorf con el sedimento se le
afiadio de nuevo 300 pL de etanol (80%), se centrifugo durante 3 min a 10.000 rpm y
se guardo de nuevo el sobrenadante junto al anterior (este paso se repitio una vez
mas). La “fase liquida”, formada por los sobrenadantes, se guard6 a 4 °C hasta su
posterior analisis, la “fase solida” formada por el pellet sedimentado se dejé secar a

temperatura ambiente durante 16 h.
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Cuantificacién de Azlcares Solubles Totales. Método de la Antrona

Se tom0 30 uL de la “Fase liquida”, se llevo a 300 uL con agua desionizada y se le
afiadio 1 mL de antrona al 0,2% con H,SO4 (97%). Se sometié a la mezcla a
ebullicion durante 5 min, y posteriormente se enfrié en hielo durante 1 min. Se midid
la absorbancia a 625 nm antes de que transcurrieran dos horas. Se prepard una recta
patron con glucosa a las siguientes concentraciones: 0, 100, 250, 500, 750 y 1.000
mg L™. La concentracion de azicares solubles totales fue expresada en mg de

glucosa g ps.

Cuantificacion de AzUcares Reductores

Se tom0 50 uL de la “Fase liquida”, se llevo a 100 uL con agua desionizada y se le
afiadié 100 uL de reactivo A (Blue)*. Se mezclo bien y se puso durante 10 min en un
bafio a 90 °C. Transcurrido ese tiempo, se pusieron las muestras en hielo durante
1 min, y se le afladieron 100 pL de reactivo B” (se volvié a mezclar todo bien). Para
finalizar se afiadié 700 uL de agua desionizada, se volvio a mezclar todo bien y se
midio la absorbancia a 520 nm. Se preparé una recta patrén con glucosa a las
siguientes concentraciones: 0, 100, 250, 500, 750 y 1.000 mg L™. La concentracién
de azcares reductores fue expresada en mg glucosa g™ ps.

(*) Reactivo A (reactivo de sulfato de cobre): se prepard una solucion 1 en la
cual se disolvieron 2,5 g de Na,HPO, anhidro, 2 g de NaHCOs3, 2,5 g de tartrato de

sodio y potasio y 20 g de Na,SO, anhidro en aproximadamente 80 mL de agua
destilada y luego se completd hasta 100 mL. Luego se preparé una solucién 2 en
donde se disolvieron 15 g CuSO,4 en un pequefio volumen de agua destilada junto
con una gota de H,SO4 (95-98%) y luego se completd hasta 100 mL. Se mezclaron
4 mL de la solucién 2 junto con 96 mL de la solucién 1. Este reactivo se puede
guardar indefinidamente.

(y) Reactivo B (reactivo de arsenio-molibdato): se disolvieron 2,5 g de
molibdato en 45 mL de agua destilada y se afiadieron 2,5 mL de H,SO,4 (95-98%),
mezclandolo bien. Posteriormente se afiadio 0,3 g de Na,HAsO,4-7H,0 disueltos en

25 mL de agua destilada. Se mezcld bien y se dejo incubar a 37 °C durante 24-48 h.

Este reactivo es fotosensible, por lo que debe almacenarse en oscuridad.
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Cuantificacién de Almiddn. Método de la Antrona

A la “Fase solida” obtenida anteriormente en el paso de extraccion, se le afadid
760 uL de agua destilada, 100 uL de solucion MES (0,5 M) a pH 5, y 40 uL de
almidén sintetasa (67,4 U mg™). Se homogeneizé todo bien y se puso en agitacion
durante 16 h a 30 °C. Transcurrido ese tiempo, se tomaron 100 uL de la mezcla, se
llevé hasta 300 pL con agua desionizada y se le afiadio 600 pL de antrona (0,2%)
con H,SO, (97%). Se sometio a la mezcla a ebullicion durante 5 min, y
posteriormente se enfrio en hielo durante 1 min. Se midi6 la absorbancia a 625 nm
antes de que transcurrieran dos horas. Se prepar6 una recta patron con glucosa a las
siguientes concentraciones: 0, 100, 250, 500 y 750 mg L™ La concentracién de
almidén fue expresada en mg glucosa g™ ps.

3.2.4.8. Determinacién del metabolismo antioxidante en hoja

3.2.4.8.1. Determinacion de la concentracion de perdxido de hidrégeno (H,0,) y de
malonildialdehido (MDA)

Al final del experimento, se tomaron muestras de hojas para analizar variables
relacionadas con el estrés oxidativo. Estas hojas se lavaron con agua destilada para
eliminar cualquier residuo de suciedad que pudieran tener. Seguidamente, se
congelaron en nitrdgeno liquido. El material vegetal se conservé en un congelador a

unos -80 °C hasta su posterior utilizacion.

Determinacion de la concentracion de peréxido de hidrégeno (H,0,)

La cuantificacion del peroxido de hidrégeno se realizo siguiendo el método descrito
por Yang y col. (2007), realizando pequefias modificaciones. Para ello se trituraron
con N liquido 500 mg de material vegetal y se homogeneizaron con 5 mL ATC
(&cido tricloroacético) al 0,1%. Se filtré el extracto y se centrifugé a 12.000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente se tomaron 100 uL del sobrenadante del
extracto y se le afiadieron 100 pL de buffer fosfato potasico (100 mM) a pH 7,
500 uL de yoduro potéasico (1 M), y 300 uL de agua ultrapura. Se agit6 todo bien y
se guardo en oscuridad durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se volvio a agitar bien y
se midio la absorbancia a 390 nm. Se prepar0 una recta patron con H,O, a las
siguientes concentraciones: 0, 55, 111, 222, 444 y 888 nmol mL™. La concentracion

de H,0, fue expresada en nmol de H,O, por gramos de peso fresco (pf).
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Determinacién de la concentracion de malonildialdehido (MDA)

El dafo oxidativo producido por el tratamiento de boro fue determinado midiendo el
malonildialdehido (MDA) usando el método Hodges y col. (1999). Para ello se
molieron 500 mg de material vegetal congelado a -80 °C, y se homogeneizaron con
5 mL de etanol frio al 80%. Se filtrd el extracto y se centrifug6 a 12.000 rpm durante
15 min a 4 °C. Se tomaron dos alicuota diferentes y se les afiadio:
- Alicuota 1: 250 pL del sobrenadante y 250 uL de &cido tricloroacético
(TCA) al 20%.
- Alicuota 2: 250 uL del sobrenadante y 250 uL de una mezcla de TCA al
20% + acido 2-tiobarbitdrico (TBA) al 0,5%.

Se introdujeron en un bafio a 90 °C durante 1 h. Transcurrido ese tiempo se
enfriaron en hielo durante 1 min. Se midi6 la absorbancia a las siguientes longitudes
de onda: 440, 532 y 600 nm. La concentracion de MDA se calculdé aplicando las
formulas [1], [2], vy [3] Y fue expresada como nmol de MDA por gramos de peso

fresco:

[1]. A = [(As32 TBA+) - (Aso TBA+) - (Asz2TBA-) - (Aso0 TBA-)]
[2]. B = [(As40 TBA+) - (Asoo TBA+)] % 0,0571

3.2.4.8.2. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

Ademas del H,0, y MDA se determin6 y cuantificé la actividad de las siguientes
enzimas antioxidantes implicadas en el metabolismo oxidativo: catalasa (CAT),
ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y superoxido dismutasa
(SOD). Para la obtencion del extracto enzimatico se procedioé a moler con un mortero
500 mg de hoja, previamente congelada a -80 °C, en N, liquido y con 5 mL de buffer
50 mM MES/KOH a pH 6, 40 mL de 100 mM de KCI (40 mM), 2 mL de 100 mM de
CaCl, (2 mM) y 1 mL de 100 mM de L-AsA (1 mM). Toda la mezcla se centrifugé a
12.000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante que se obtuvo se guardé a -80 °C

para el posterior analisis de la actividad enzimatica.
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Cuantificacién de proteinas

La concentracion de la proteina soluble total contenida en el extracto vegetal se
determind mediante el método de Bradford (1976) con el fin de expresar las

actividades en funcion de la concentracién de la misma.

Cuantificacion de la actividad catalasa (CAT)

La actividad de la CAT se analizd6 midiendo la velocidad de descomposicion del
H,0, (coeficiente de extincién, € H,0, = 39,4 mM cm™) basandonos en el método
propuesto por Chance y Maehly (1955). Para ello se prepar6 la siguiente mezcla:
325 pL de 50 mM de Buffer fosfato potéasico pH 7, 75 puL de 100 mM de H,0,, y
100 pL del extracto enzimatico obtenido en el paso anterior (se prepard un blanco
donde se sustituyo la cantidad de extracto por agua ultrapura). La disminucion de
H.O, se siguidé mediante el cambio de absorcion a 240 nm durante un periodo

determinado y se expresé como U g™ pf.

Cuantificacion de la actividad ascorbato peroxidasa (APX)

La actividad de la APX se analizd midiendo la velocidad de descomposicion del
4cido ascorbico (¢ &cido ascérbico = 2,8 mM cm™) de acuerdo con el protocolo
modificado de Nakano y Asada (1987). Para ello se preparé la siguiente mezcla:
489 pL de 50 mM de Buffer fosfato potasico pH 7, 1,25 pL de 100 mM de L-AsA 'y
10 pL de extracto enzimatico obtenido en el paso anterior (se prepar6 un blanco
donde se sustituyo la cantidad de extracto por agua ultrapura). La disminucion del
acido ascorbico se sigui6 mediante el cambio de absorcién a 290 nm durante un
periodo determinado y se expresé como U g™ pf.

Cuantificacion de la actividad glutation reductasa (GR)

La actividad de la GR se cuantificO mediante la reaccion de oxidacion del glutation
reducido (GSH) dependiente de NADPH (¢ NADPH = 6,22 mM cm™) siguiendo el
método propuesto por Halliwell y Foyer (1976). Para ellos se prepard la siguiente
mezcla: 48 puL de 100 mM de Buffer HEPES pH 8, 25 puL de 10 mM de EDTA,
417 pL de 0,3 mM de NADPH y 10 pL de extracto enzimatico obtenido en el paso
anterior (se preparé un blanco donde se sustituyo la cantidad de extracto por agua
ultrapura). Se procedi6é primero a medir la oxidacion no enzimatica del NADPH a

340 nm durante un tiempo determinado. Después se adiciond a cada mezcla 25 pL de
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10 mM de GSSG (disulfuro de glutation; forma oxidada del glutation) y se procedio
a medir el cambio de absorbancia durante el mismo tiempo y a 340 nm. La actividad
especifica de la GR se calcul6 por la sustraccion de la oxidacion no especifica y se

expresé como U g™ pf.

Cuantificacion de la actividad superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD se determind como describio McCord y Fridovic
(1969), con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion consistia en 50 mM de
tampén HEPES (pH 7,8), 0,5 mM de EDTA, 0,5 mM de nitrobluetetrazolium (NTB),
4 mM de Xantina, 50 pL de extracto, y 0,04 U de Xantina oxidasa. Se leyo la
absorbancia a 560 nm al cabo de 10 minutos de reposo de las muestras. La actividad
SOD total se determind enfrentdndola a diferentes blancos obteniéndose asi el
porcentaje de inhibicion de la enzima. La actividad SOD se expres6 como unidades
de SOD (U g™ pf, entendiendo una unidad como el volumen de extracto enzimético
que produce el 50% de inhibicion del desarrollo del color a 560 nm).

Todas las medidas de absorbancia de este experimento se realizaron con un
espectrofotdmetro microplaca Biotek Power Wave XS2 (Biotek Instruments, Inc.).

3.2.5. Disefio experimental y andlisis estadistico.

El disefio experimental de este ensayo fue bifactorial con tres portainjertos diferentes
de citricos (citrange Carrizo, CC; Citrus macrophylla, CM; y naranjo Amargo, NA)
x dos tratamientos de boro (0,25 (control) y 10 mg L™), con 16 plantas para cada
combinacion Portainjerto x Boro, las cuales estaban distribuidas al azar en las mesas
de cultivo del invernadero y fueron cosechadas en 4 momentos diferentes del
experimento (n=4). El andlisis estadistico incluyd un ANOVA bifactorial
(Portainjerto x Boro) para cada fecha de muestro mediante el paquete estadistico
SPSS versién 19. Cuando en el ANOVA el factor principal o la interaccion
portainjerto x boro resulto significativa (P<0.05), se aplico el test de rango multiple
de Duncan para la separacion de las medias. En el caso de que la interaccion fuera
positiva, se aplico el siguiente procedimiento para explicar porqué se dio dicha
interacciéon: i) ANOVA unifactorial para cada portainjerto, donde se compara el
tratamiento control frente al tratamiento de boro indicando el nivel de significancia

* k%

(ns, *, ™ ylo ™), ii) test de separacion de medias comparando los portainjertos para
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cada nivel de B, utilizando las letras mindsculas (a,b,c) y las letras mayusculas (A,
B, C) para comparar los portainjertos en el tratamiento de 0,25 y 10 mg L™ de B,
respectivamente. Los valores que se presentan en las tablas y figuras para cada
tratamiento son las medias de 4 plantas seguidas del error estandar de la media
(= ES). En el caso de las tablas también se siguio el mismo procedimiento, aunque
para simplificar los resultados del ANOVA unifactorial, que compara los niveles de
B para cada portainjerto, se utiliz6 el simbolo y para indicar las diferencias

significativas a P<0.05.

3.3. Resultados
3.3.1. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro

En los portainjertos citrange Carrizo y Citrus macrophylla, inicialmente los sintomas

de toxicidad comenzaron por un amarilleamiento del apice y de los bordes de las

hojas mas viejas, seguido de quemaduras (Imagen 3.6).

Citrus macrophylla Naranjo Amargo

Imagen 3.6. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro. 1 y 4: carrizo Citrange
(amarilleamiento del apice y bordes de la hoja; y defoliacion severa); 2 y 5: Citrus macrophylla
(amarilleamiento del apice y bordes de la hoja; y quemaduras (flecha negra)); 3 y 6: naranjo Amargo
(sintomas ligeros de clorosis en las hojas basales).
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Mas tarde estos sintomas se fueron extendiendo al resto de hojas. Solamente
en citrange Carrizo se aprecié una posterior caida prematura de las hojas (sufrié una
defoliacion bastante severa) al final del experimento. Por su parte, naranjo Amargo
fue el dnico portainjerto que apenas mostrd sintomas de toxicidad durante el
experimento, solamente al final se aprecid una ligera clorosis en las hojas basales y
un leve amarilleamiento en las hojas medias y apicales (Imagen 3.6). Los primero
sintomas de toxicidad por B se detectaron a la vez en los portainjertos CC y CM del
tratamiento de 10 mg L™ (a los 31 dias). A los 45 dias de experimento, se observaron
los sintomas visuales en las plantas de CM/5 mg L™. Précticamente en el ecuador
(a los 61 dias), se observaron los sintomas en CC/5 mg L™ y, por primera vez, en
NA/10 mg L™. Por dltimo, a los 84 dias de experimento, fue cuando se detectaron

sintomas en el grupo de plantas de NA/5 mg L™ de B.

3.3.2. Pardmetros de crecimiento

De los tres portainjertos ensayados, Citrus macrophylla fue méas vigoroso que los
otros dos, tal y como muestran los valores de la tasa de crecimiento relativo, no
observandose diferencias entre Carrizo y naranjo Amargo (Tabla 3.1). A lo largo del
experimento, las plantas control, no regadas con boro, incrementaron su tasa de

crecimiento relativo (Figure 3.2).

Tabla 3.1. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la tasa de
crecimiento relativo (TCR) en citrange Carrizo, naranjo Amargo Yy Citrus
macrophylla a los 45, 84 y 119 dias de experimento.

TCR (g g™ dia™)

Factor Pral. 45 dias 84 dias 119 dias
Portainjerto Carrizo 2,82b 3,07b 3,28Db
N. Amargo 2,56 Db 3,16 b 3,52Db
Macrophylla 3,65a 4,10 a 431a
Boro Control 3,13 3,58 3,95
10mg L™ 2,89 3,31 3,46
Portainjerto falekal falekal falea
Boro ns * *kk
Port. x Boro ns ns folelal

“ns” significa diferencias no significativas al 95%,; ~y ~ indican diferencias significativas para
P<0.05 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. Para cada columna, valores con diferente
letra presentan diferencias significativas al 5%, establecido por el test de rangos
multiples de Duncan. Los valores son la media para n=12 y n=8 repeticiones para los tratamientos
de boro y para los portainjertos, respectivamente.
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Figura 3.2. Evolucidén de la tasa de crecimiento relativo (TCR) en respuesta al exceso de B en la
solucién nutritiva en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM)
durante los 119 dias que durd el experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%;
*, 7y 7" indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los
tratamientos. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=4).

En el caso de las plantas regadas con boro también se observé un incremento
de la TCR con el tiempo, excepto para las plantas del portainjerto citrange Carrizo
donde apenas hubo diferencias entre el periodo que va desde 0-45 dias a 84-119 dias.
Incluso se observa una disminucion entre los periodos comprendidos entre 45-84 y
84-119 dias debido a la fuerte defoliacion que sufrieron estas plantas. El tratamiento
de boro también alteré la TCR con respecto al tratamiento control aunque su efecto

dependi6 del tiempo de exposicién y del portainjerto.

86



Capitulo 3. Toxicidad por Boro en Portainjertos de Citricos

En el periodo comprendido entre 0-45 dias, segun el andlisis de la varianza
(Tabla 3.1), el tratamiento con exceso de boro no afectdé a la TCR. En el periodo
comprendido entre los 45-84 dias, el tratamiento de boro (10 mg L™) disminuyé la
TCR, pero esta disminucion fue similar para los tres portainjertos ya que no se
observa una interaccion positiva portainjerto x boro en el ANOVA. En el Gltimo
periodo del experimento (84-119 dias) el exceso de boro disminuy6 la TCR pero esta
disminucion dependio del portainjerto: en las plantas de NA y CM el riego con
exceso de boro disminuyo la TCR un 7 y 9%, respectivamente, relativo a sus
correspondientes controles, mientras que esta reduccion fue de un 22% para las
plantas de CC.

La figura 3.3 muestra los pesos secos hojas, tallo y raiz de los tres
portainjertos para los dos tratamientos de boro ensayados en los dos ultimos
muestreos (84 y 119 dias). Los resultados indican que en condiciones control las
plantas de CM tuvieron un mayor crecimiento vegetativo que CC y NA debido tanto
a una mayor peso seco de las hojas, tallo y raiz. Entre estos dos portainjertos CC y
NA, la biomasa seca total es similar aunque CC tiene un mayor peso de tallo y raiz, y
menor de hojas que NA. El exceso de boro en la solucién nutritiva, al final del
experimento (119 d), afect6 a los portainjertos reduciendo sus biomasas foliares en
un 77% para citrange Carrizo, 35% para Citrus macrophylla y en un 14% para
naranjo Amargo. En el tallo se observo una reduccion del 34% en CM vy del 31% en
CC; sin embargo, las plantas de NA/10 mg L™ de B no mostraron diferencias
significativas con respecto a su control. En la raiz no se observé una interaccion
significativa entre el portainjerto y el tratamiento de boro. Si que se observé una
disminucion aproximada del 43% del peso seco de la raiz en los tres portainjertos.
Entonces, como consecuencia de los cambios comentados anteriormente para la
biomasa seca de hoja, tallo y raiz, se observa que el exceso de B en la solucion
nutritiva dio lugar a una disminucion significativa de la biomasa total en los tres
portainjertos con respecto a sus controles, viéndose el porcentaje de disminucion mas
drastico en citrange Carrizo (56%); por su parte, Citrus macrophylla y naranjo
Amargo disminuyeron su biomasa total con respecto a sus controles unos 33% vy

23%, respectivamente (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca total, foliar, tallo y
radicular en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los 84 y 119

dias de experimento. En el ANOVA, “ns” significa diferencias no significativas al 95%;

*kk

indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento
de B, las letras mindsculas (control) y maytsculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre
los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan. La barra vertical

indica el error estandar de la media (n=4).
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Por otro lado, comparando los datos de los dias 84 y 119, se puede observar
que el tratamiento con alta concentracién de B (10 mg L™) produjo en plantas de
Carrizo una gran defoliacion pasando de 5,30 g ps de hojas a 1,91 g ps,
respectivamente, (Figura 3.3). Las plantas de CM también sufrieron defoliacion en
este periodo de tiempo pero de forma menos agresiva que en citrange Carrizo como
se observa en el peso seco foliar al pasar de 21,80 g ps a los 84 d a 19,63 g ps a los
119 dias. Sin embargo, las plantulas de NA apenas sufrieron cambios en el intervalo
comprendido entre este periodo de tiempo. Es decir, que el tratamiento de boro paro
el crecimiento de estas plantas, pero no causo defoliacion. En el caso del tallo,
comparando los datos a los 84 y 119 dias de las plantas regados con exceso de boro
cabe destacar que el tallo de CM y NA siguio creciendo con el tiempo, mientras que
el de CC apenas crecid en este intervalo (Figura 3.3). En lo referente a la raiz, en la
figura 3.3 comparando también los datos a los 84 y 119 dias, se muestra como CC y
NA frenan su crecimiento radicular a causa del exceso de B, mientras que CM sigue

creciendo a pesar de dicho exceso (10 mg L™).

Tabla 3.2. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca
total, foliar, tallo y radicular en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus
macrophylla a los 84 y 119 dias de experimento.

Factor Principal Hoja(gps)  Tallo(gps)  Raiz (g ps)

84 dias 84 dias 119 dias
Portainjerto Carrizo 554 c 7,38Db 15,28 b
N. Amargo 14,23 b 8,76 b 12,87 b
Macrophylla 24,42 a 19,74 a 30,21a
Boro Control 15,69 13,84 24,89
10mg L™ 13,77 10,09 14,02
Portainjerto *kk Fkok o
Boro ** *kx **k*
Port. x Boro ns ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~y "~ indican diferencias significativas para P <
0.01y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. Para cada columna, valores con diferente letra
presentan diferencias significativas al 5%, establecido por el test de rangos multiples de Duncan. Los
valores son la media para n=12 y n=8 repeticiones para los tratamientos de boro y para los
portainjertos, respectivamente.

3.3.3. Concentracion boro en los diferentes tejidos de las plantas

El uso de solucién nutritiva con exceso de B (10 mg L™) supuso un incremento

gradual en la concentracion de boro en hoja (Broiiar) @ 0 largo de todo el experimento,
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independientemente del portainjerto utilizado (Figura 3.4). Las diferencias entre el
control y el tratamiento de B se empezaron a dar desde el dia 45 en todos los
portainjertos (Figura 3.4 y tabla 3.3). Mientras que, en esa misma fecha,
CM/10 mg L™ y NA/10 mg L™ mostraron valores foliares de boro en torno a
280 mg kg’ de peso seco (Figura 3.4); CC/10 mg L™, casi doblaba ese valor
(438 mg kg™ ps). A los 84 dias, los tres portainjertos regados con 10 mg L™ de B
alcanzaron su maximo en concentracion de Briar (Figura 3.4 y tabla 3.3), donde
citrange Carrizo presentd el valor més alto (626,5 mg kg™ ps), sequido de naranjo
Amargo (449,5 mg kg™ ps) y Citrus macrophylla (443,2 mg kg™ ps). Al final del
experimento, las plantas CC/10 mg L™ de B mostraron un valor de Byojiar menor
(499,1 mg kg™ ps) que el obtenido a los 84 dias, mientras que NA/10 mg L™ y
CM/10 mg L™ de B mostraron valores muy similares a la cosecha anterior (a los 84

dias), siendo la concentracién de 406 y 436 mg kg™ ps, respectivamente (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Evolucion de la concentracion de Byyir €N respuesta al exceso de B en la solucion

nutritiva en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla durante los 119 dias que duro el
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%;  indica diferencias significativas

para P<0.001 entre los tratamientos. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=4).
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Tabla 3.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracién de
Broiiar €N citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla a los 0, 45, 84 y 119
dias de experimento.

Boro foliar (mg kg™ ps)

Factor Pral. 0 dias 45 dias 84 dias 119 dias

Portainjerto Carrizo 80,29 a 233,3a 3348a 270,9

N. Amargo 52,25 ab 156,3 b 236,5b 216,0

Macrophylla 48,26 b 1556 b 235,1b 230,4

Boro Control 40,58 29,86 31,11 30,88

10 mg Lt 79,95 333,6 506,4 4473
Portainjerto el ** il ns
Boro ns *kk *kk *kk
Port. x Boro ns Fh* ** ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; =y~ indican diferencias significativas para
P<0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. Para cada columna, valores con diferente
letra presentan diferencias significativas al 5%, establecido por el test de rangos
multiples de Duncan. Los valores son la media para n=12 y n=8 repeticiones para los tratamientos
de boro y para los portainjertos, respectivamente.

Respecto a la tasa de asimilacion neta de B (TAN de B) y al transporte de
dicho ion, en la figura 3.5 se puede observar la evolucién que siguieron ambos
parametros en el intervalo de 0-45 y 45-84 dias (datos del periodo comprendido
entre 84-119 dias no se muestran porque en los tres portainjertos ambos parametros
sufrieron una drastica disminucion debida a la defoliacion sufrida y a la
disminucion del crecimiento). En el periodo comprendido entre 0-45 dias y en
plantas regadas sin exceso de B, se observo que el portainjerto con mayor TAN de B
y transporte del mismo a la parte aérea fue NA (4,52 y 4,01 pmol g7 ps, dia™,
respectivamente) seguido de CC y CM que no mostraron entre ellos diferencias
significativas para ninguno de los dos parametros (valor medio de TAN = 1,5 umol
g™ psraiz dia™; y valor medio de transporte = 0,97 pmol g psa;; dia™). Cuando a esos
portainjertos se les someti6 a un riego con exceso de B, se pudo comprobar que en
los tres portainjertos se incrementaron significativamente tanto su TAN de B como el
transporte de este a la parte aérea, siendo ese incremento mayor en el portainjerto
citrange Carrizo, seguido de Citrus macrophylla y por Gltimo naranjo Amargo
(Figuras 3.5). En el intervalo 45-84 dias de experimento y en condiciones control, las
plantas de naranjo Amargo y Citrus macrophylla mostraron valores de TNA y de

transporte inferiores a los obtenidos en la cosecha anterior: 0,77 y 0,51 pmol g™ ps;a;,
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dia®, respectivamente, para NA/control; y 0,50 y 0,42 umol g’ ps., dia™,
respectivamente, para CM/control (Figuras 3.5). En el caso de las plantas CC/control,
aumentaron ambos parametros con respecto a las controles de la cosecha anterior;
siendo de 2,12 pmol g psya;; dia™ para la TAN de boro y de 1,52 umol g™ ps;a;, dia™

para el transporte (Figuras 3.5).
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Figura 3.5. Tasa de absorcién neta (TAN) y transporte de B a la parte aérea en respuesta al exceso de
B en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los 0-45 y 45-84 dias
de experimento. En el ANOVA, “ns” significa diferencias no significativas al 95%; *, "y~ indican
diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de B, las
letras mindsculas (control) y maytsculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos mdaltiples de Duncan. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=4).

Cuando nos centramos en las plantas con exceso de B, observamos que los
tres portainjertos muestran un incremento en ambos pardmetros con respecto a la
cosecha anterior. EI mayor incremento se da en las plantas de citrange Carrizo que

pasan de 51,57 umol g™ ps i dia™ a 71,61 pmol g™ psai; dia™ de TAN de B, siendo

92



Capitulo 3. Toxicidad por Boro en Portainjertos de Citricos

también mayor el transporte de este elemento (pasé de 50,29 umol g™ ps.; dia™ a
65,31 umol g™ pssi; dia™); por el contrario, el menor incremento se dio en Citrus
macrophylla, que pasaron de 36,51 pmol g™ psa;; dia™ a 39,73 umol g™ psai; dia™ de
TAN de B, siendo también menor el transporte (pasé de 34,44 umol g™ ps i, dia™ a
35,05 umol g™ psya;; dia™)

En cuanto a la concentracion de B en el resto de tejidos, en la figura 3.6 se
puede observar como al final del experimento (119 dias) la concentracion de B
radicular mostré diferencias significativas para la interaccion Portainjerto x Boro;
mientras que en el tallo hubo diferencias significativas para los factores portainjerto

y tratamientos de boro, pero no para la interaccion.
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Figura 3.6. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracion de B en tallo y raiz
en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los 119 dias de
experimento. En el ANOVA, “ns” significa diferencias no significativas al 95%; , ™y ~ indican
diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de B, las
letras mindsculas (control) y maytsculas (10 mg L™) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=4).
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Respecto a la concentracion de B analizada en el tallo al final del experimento
(a los 119 dias), se comprob6 que a nivel de portainjerto el que mostré el valor mas
alto fue Citrus macrophylla, seguido de citrange Carrizo y naranjo Amargo, que no
presentaron diferencias significativas entre ellos (Tabla 3.4). Si se tiene en cuenta
como factor principal el B, las plantas regadas con exceso de este microelemento
fueron las que acumularon mas cantidad de B en este tejido con una media de
53,21 mg kg™ ps frente a los 13,59 mg kg™ ps observados en los controles.

En dicho muestro (a los 119 dias), se comprobd que los tres portainjertos
mostraron valores muy similares de boro en raiz (Bragicular) €N condiciones control
(CC: 9,41 mg kg™ ps; NA: 10,84 mg kg™ ps; y CM: 12,43 mg kg™ ps). Sin embargo,
cuando se analizaron las plantas regadas con 10 mg L™ de B, se observé que citrange
Carrizo incrementd su Bragicular aproximadamente 3 veces con respecto a su control;
mientras que naranjo Amargo y Citrus macrophylla lo hicieron alrededor de 4 veces,

con respecto a sus controles (Figura 3.6).

Tabla 3.4. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracion de
B en tallo en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla a los 119 dias
de experimento.

Portainjerto Tratamiento

Carrizo  N. Amargo Macrophylla ~ Control ~ 10mgL*

Ben Tall9_119 d 3244b 28,23 b 39,53a 13,59 53,21
(mg kg™ ps)
ANOVA * e

*

y " indican diferencias significativas para P<0.05 y 0.001, respectivamente, entre los
tratamientos). Valores con distinta letra presentan diferencias significativas al 5%, establecido por
el test de rangos multiples de Duncan. Los valores son la media para n=12 y n=8 repeticiones para
los tratamientos de boro y para los portainjertos, respectivamente.

3.3.4. Pardmetros de intercambio gaseoso V fluorescencia de clorofilas

A largo del experimento se hicieron medidas de los pardmetros de intercambio
gaseoso: tasa de asimilacion neta de CO, (Aco2) Y transpiracion foliar (Ejaf); Y con
estos datos se calcularon el uso eficaz del agua (UEA= Aco2/Eaf) Y la concentracién
de CO, subestomatico (C;). En la tabla 3.5 se exponen los datos de la Acoz ¥
transpiracion de los tres portainjertos para el tratamiento control sin exceso de boro.

Se puede observar que existieron diferencias significativas para la Aco, entre los
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portainjertos en las dos primeras cosechas y en la Gltima (0, 45 y 119 d). Citrus
macrophylla mostro el valor mas alto al inicio del experimento, mientras que al final
del experimento fue citrange Carrizo quien tuvo la mayor Aco,. Para el pardametro de
transpiracion solo se observaron diferencias significativas en la ultima cosecha
(Tabla 3.5), siendo citrange Carrizo quien mostro el valor mas alto. En la figura 3.8
se representan la Acoz Y Ejear de las plantas tratadas con 10 mg L™ de B como
porcentaje relativo a los valores del tratamiento control (0,25 mg L™ de B) para cada

uno de los dias que se hizo la medida y portainjerto.

Tabla 3.5. Efecto del portainjerto sobre la tasa de asimilacién neta de CO; (Aco2) Y
transpiracion foliar (Ejexr) en plantas del tratamiento control (0,25 mg L™ de B) a lo
largo del experimento.

Tratamiento de 0,25 mg L™ de B

Acoz (pmol m?s™) Ejear (MmMol m?s™)
Portainjerto 0d 45d 84d 119d| Od 45d 84d 119d
Carrizo 12,6° 10,72 10,2 850% | 2,77 2,45 2,73 2,862
N. Amargo 125" 993 960 7,00 [ 2,61 2,63 2,38 1,91°
Macrophylla 146° 7,75° 10,3 6,35° | 3,11 2,61 2,44 1,48°
ANOVA * e ns bl ns ns ns Fhx

“ns” indica diferencias no significativas; ~y ~ indican diferencias significativas para P<0.05 y
0.001, respectivamente. Para cada columna, las letras diferentes indican diferencias significativas
entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos maltiples de Duncan (n=4).

Respecto a la evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO; a lo largo de
todo el experimento, se puede observar en la figura 3.7 como existieron diferencias
significativas entre las plantas control y las regadas con 10 mg L™ de B a partir de
los 45 dias de empezar el ensayo, produciéndose un descenso similar en los tres
portainjertos. A partir de los 84 dias de experimento, ya se empezaron a observar
diferencias significativas en la interaccion Portainjerto x Boro (Figura 3.7 y
tabla 3.6), como consecuencia de que la disminucion de la Aco, fue mayor para
Citrus macrophylla que para los otros dos portainjertos. En esta fecha también cabe
destacar que se produjo una ligera recuperacion de los valores de Aco, para las
plantas del tratamiento de exceso de B. Centrandonos en los resultados obtenidos al
final de la experiencia (a los 119 dias), se vio que para citrange Carrizo el exceso de
B supuso una disminucion del 82% en su Acoz; mientras que en Citrus macrophylla

y naranjo Amargo se redujo, aproximadamente, a la mitad (Figura 3.7 y 3.8). En
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cuanto a la transpiracion foliar su modelo es muy parecido a la Acoz. Se produjo un

descenso con el tratamiento del exceso de boro a partir del dia 45, y este descenso

fue similar para los tres portainjertos segun el analisis estadistico mostrado en la

tabla 3.6. En los muestreos sucesivos si se dio un interaccion significativa entre los

dos factores portainjerto y boro.
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Figura 3.7. Evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO, (Aco2) Y en la transpiracion foliar (Ejes)
en respuesta al exceso de B en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla durante los

119 dias que duré el experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~,

Kokk

y

indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos.
La barra vertical indica el error estdndar de la media (n=4).
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Tabla 3.6. Analisis de la varianza de la asimilacion neta de CO, (Acoz) Yy de la
transpiracion foliar (Ejear) para los factores: portainjerto, tratamientos de boro (B) y su
interaccion.

ANOVA - Asimilacion neta de CO, (Acoz)

Factor Pral. 0 dias 45 dias 84 dias 119 dias
Portainjerto * el e ns
Boro ns *kk *kk **k*k
Port. x Boro ns ns Fkk Fkk
ANOVA - Transpiracién foliar (Ejear)

Factor Pral. 0 dias 45 dias 84 dias 119 dias
Portainjerto Fokk ns e e
Boro ns ** *kk **k*k
Port. x Boro ns ns F*hk fadalad

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ", "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos (n=4).

En la medida del dia 84 siguieron descendiendo los valores en las plantas de
citrange Carrizo y Citrus macrophylla, pero en las plantas de naranjo Amargo no
hubo diferencias significativas entre los dos tratamientos de boro. Al final del ensayo
(119 dias) el portainjerto que menos vio afectada su transpiracion fue naranjo
Amargo (se redujo solo en un 48%), mientras que Citrus macrophylla y citrange

Carrizo se redujeron en un 71% y 90%, respectivamente (Figura 3.7).

En la figura 3.8 se exponen ademas de la Aco; el resto de pardmetros de
intercambio gaseoso analizados al final del experimento (a los 119 dias).
Comenzando por la conductancia estomatica (gs), se observé que el portainjerto que
en condiciones sin exceso de B en la solucion nutritiva presentd la mayor gs fue
citrange Carrizo (200,5 mmol m?s™), con un valor que doblaba la de los otros dos
portainjertos. Las plantas de citrange Carrizo y Citrus macrophylla fueron las que
mas disminuyeron este parametro a consecuencia del exceso de B, siendo una
reduccion del 94% para la primera y del 75% para la segunda (Figura 3.8); por su
parte, naranjo Amargo fue la que menos redujo su gs (41%). En cuanto al
UEA¥sisiologico, S€ puede observar como en condiciones control Citrus macrophylla fue
el portainjerto que mostré el valor més alto (4,33 umol de CO, mmol™ de H,0),
seguido de naranjo Amargo (3,70 pmol de CO, mmol™ de H,O) y por Gltimo
citrange Carrizo (2,94 umol de CO, mmol™ de H,0). Las plantas de CC y CM
regadas con 10 mg L de B incrementaron su UEAsisiolsgico hasta casi el doble del

valor que sus controles, mientras que las plantas NA no mostraron diferencias
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significativas con su control (Figura 3.8). Por ultimo, en lo referente a la C;, en
condiciones sin exceso de B, citrange Carrizo fue el que presentd mayor
concentracion de CO; en la cavidad subestomatica con una concentracion de 302,3
umol mol™; Citrus macrophylla y naranjo Amargo presentaron valores muy similares
(245,5 y 239,5 umol mol™, respectivamente). En el caso, de CC y CM el exceso de B
influyd en este parametro disminuyéndolo un 47% para el primero y un 37% para el

segundo; por su parte, en NA no se observaron diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la tasa de asimilacion neta de CO,
(Acoz), conductancia estomatica (gs), uso eficiente del agua fisioldgico (UEAisioisgico = Acoz/Eiear) Y
concentracion de CO, subestomatico (C;) en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus
macrophylla (CM) a los119 dias de experimento. En el ANOVA, “ns” significa diferencias no
significativas al 95%; ~, "y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para cada tratamiento de B, las letras mintsculas (control) y maytsculas (10 mg L™)
indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
maltiples de Duncan. La barra vertical indica el error estdndar de la media (n=4).

Respecto a los parametros de fluorescencia, en la figura 3.9 se observa como
el exceso de boro afecto a la Fv’/Fm’ en las plantas de citrange Carrizo,
disminuyéndola respecto al control, y como consecuencia disminuyendo a la

eficiencia cuantica (®pg)). Mientras que las plantas control de citrange Carrizo
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presentaron valores de Fv’/Fm’ y ®pg; de 0,873 y 0.642, respectivamente, las plantas
regadas con 10 mg L™ de B vieron reducidos dichos valores a 0,749 y 0,412,
respectivamente. Los otros dos portainjerto no presentaron diferencias significativas
respecto a sus controles en ninguno de los tres pardmetros de fluorescencia
estudiados (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la eficacia fotoquimica del PSII
(Dpgy)), la eficiencia de las antenas en el PSII (Fv’/Fm’) y el coeficiente “Quenching Fotoquimico”
(gP) en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los119 dias de
experimento. En el ANOVA, “ns” significa diferencias no significativas al 95%; *, "y~ indican
diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de B, las
letras mindsculas (control) y mayGsculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos mdltiples de Duncan. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=4).
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3.3.5. Concentracion de nutrientes minerales

Respecto a la nutricion mineral, las hojas del portainjerto citrange Carrizo fueron
las que presentaron mayor concentracion de Ca y K (23,4 y 159 mg g™ ps,
respectivamente) y Citrus macrophylla la que menos con una concentracion de Ca
foliar de 17,8 mg g™ ps y una concentracién de K foliar de 12,6 mg g* ps
(Tabla 3.7). Independientemente del portainjerto, el tratamiento con exceso de B
afectd a la concentracion foliar de Ca y Mg, disminuyéndolas en ambos casos
respecto a los controles (Tabla 3.7). Para el P foliar no se observaron diferencias
significativas ni por factor ni para la interaccion (Tabla 3.7).

En cuanto a la nutricién mineral en raices, en la tabla 3.7 se puede observar
que el portainjerto que mas Ca concentrd en sus raices fue Citrus macrophylla con
una concentracion en torno a 11 mg g™ ps; por su parte, citrange Carrizo presenté la
concentracién mas baja (4 mg g™ ps). Para el K, Citrus macrophylla y citrange
Carrizo presentaron los valores mas altos (10,5 y 11,8 mg g™ ps, respectivamente),
mientras que el de naranjo Amargo estaba en torno a 7 mg g ps. Para la
concentracion de Mg radicular, se observé que Citrus macrophylla y naranjo
Amargo mostraron los valores mas altos (2,77 y 2,44 mg g™ ps, respectivamente);
citrange Carrizo no llegé a alcanzar los 2 mg g™ ps de Mg en raiz (Tabla 3.7). Por
ultimo, los portainjerto citrange Carrizo y naranjo Amargo fueron los que
presentaron los valores mas altos de P radicular (2,3 y 2,47 mg g* ps,
respectivamente) y Citrus macrophylla el més bajo (1,84 mg g™ ps). El Gnico
macronutriente que se vio afectado por el exceso de B en la solucion nutritiva fue el
K, que se vio incrementado (paso de 8,7 a 11 mg g™ ps). Para el P radicular no se

observaron diferencias ni por el portainjerto ni por el tratamiento de B (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Efecto del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentraciéon de
Ca, K, Mg y P foliar y radicular en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus

macrophylla a los 119 dias de experimento.

Factor Pral. Hoja (mg g™ ps)
Ca K Mg P
Portainjerto  Carrizo 23,4a 159a 2,92 2,13
N. Amargo 21,6ab 14,6ab 2,99 1,97
Macrophylla 17,8b 12,6b 2,74 1,81
Boro Control 22,7 14,0 3,15 1,96
10 mg L™ 19,1 14,7 2,62 1,98
Portainjertox Boro
Carrizo Control 25,8 16,0 3,07 2,10
10 mg L™ 21,0 15,8 2,77 2,16
N. Amargo Control 19,1 11,6 3,04 1,85
10 mg L™* 16,6 13,5 2,45 1,77
Macrophylla  Control 23,4 14,4 3,33 1,94
10 mg L™ 19,8 14,8 2,64 2,01
Portainjerto b ¥ ns ns
Boro = ns o ns
Port. x Boro ns ns ns ns
Factor Pral. Raiz (mg g ps)
Ca K Mg P
Portainjerto  Carrizo 4,1c 11,8a 1,73 b 2,30 a
N. Amargo 8,7b 7,2b 2,44 a 2,47 a
Macrophylla 10,9a 105a 2,77 a 1,84 b
Boro Control 7,9 8,7 2,31 2,16
10 mg L™* 7.8 11,0 2,31 2,24
Portainjerto x Boro
Carrizo Control 4,2 9,7 1,75 2,10
10 mg L™ 4,0 13,9 1,71 2,49
N. Amargo Control 11,0 9,6 2,66 1,92
10mgL*? 10,7 11,5 2,88 1,76
Macrophylla  Control 8,7 6,9 2,52 2,46
10 mg L™ 8,7 7,5 2,35 2,48
Portainjerto falale falael falalel *
Boro ns il ns ns
Port. x Boro ns ns ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%, ",y """ indican diferencias significativas para P<
0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. Para cada columna, valores con diferente letra
presentan diferencias significativas al 5%, establecido por el test de rangos multiples de Duncan. En la

interaccion los valores con la media de 4 repeticiones.
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3.3.6. Concentracidn de carbohidratos

A los 84 dias de experimento, se observaron diferencias significativas para la
concentracion foliar de AS, AR y para su relacion AR/AS foliar entre los tres

portainjertos (Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Efecto del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de
azUcares reductores (AR), azlcares solubles (AS) y sobre la relacion AR/AS foliar a
los 84 dias de experimento y sobre la concentracion de AS foliar y radicular en
Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla a los 119 dias de experimento.

Carbohidratos (mg g™ ps)

Factor Pral. AR_hoja  AS_hoja AR/AS hoja  AS hoja  AS raiz
84 dias 84 dias 84 dias 119dias 119 dias
Portainjerto  Carrizo 35,05b 4540c 0,78 a 38,16 ¢ 22,53 b
N. Amargo 3491b 61,64 b 0,56 b 60,94 b 3151a
Macrophylla 58,92 a 73,94 a 0,79a 91,10 a 27,87 ab
Boro Control 38,07 55,47 0,70 68,16 22,54
10mg L™ 47,85 65,18 0,73 58,64 32,06
Portainjerto x Boro
Carrizo Control 33,02®b  38,75"'c 0,85"a 43,56 25,34™a
10 mg L™* 37,07C 52,05 B 0,71B 32,74 19,7B
N. Amargo Control 27,71'b 54,82" b 0,50" ¢ 66,59 28,47™ a
10 mg L™* 42,12 B 68,46 A 0,62C 55,31 34,56 A
Macrophylla  Control 4347"a  72,84™a 0,73'b 94,33 13,83"b
10mg L™* 64,36 A 75,04 A 0,86 A 87,87 41,88 A
Portainjerto falaled il falale falele fale
Boro Hoxx ool ns * e
Port. x Boro * *x okl ns ol

“ns” significa diferencias no significativas al 95% ; ~, "y indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. En la interaccion Portainjerto x Boro,
para cada portainjerto se indican las diferencias significativas entre los tratamientos de B al 95% o
mayor con este simbolo: “»”. Para los tratamientos: control y 10 mg L™ de B; las letras minGsculas y
mayusculas indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el
test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. En el factor Portainjerto, las letras diferentes
indican diferencias significativas para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. En la interaccion los valores son la media de 4 repeticiones.

Observado en la tabla 3.8 los datos del dia 84, se puede comprobar como en
el caso de citrange Carrizo se incremento la concentracion de AS en hoja (ASgiiar) €N
las plantas regadas con 10 mg L™ de B (52,05 mg g™ ps) con respecto al control

(38,75 mg g' ps), pero la concentracion de ARfiar NO mostré diferencias
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significativas entre los dos tratamientos. En el caso de naranjo Amargo, se
incrementd tanto los ASraiar (1,2 veces respecto al control) como 10s ARiojiar
(1,5 veces respecto al control) por el exceso de B (Tabla 3.8). En el caso de Citrus
macrophylla, ocurrié lo contrario que en el caso de citrange Carrizo, esta vez fue
mayor la concentracién de ARgiiar €n las plantas regadas con 10 mg L™ de B
(64,36 mg g™ ps) que en las plantas control (43,47 mg g™ ps), pero la concentracién
de ASiiar NoO presentd diferencias significativas entre los dos tratamientos
(Tabla 3.8). En condiciones normales, los valores de la relacion AR/AS muestran
como el portainjerto CC presenta el valor mas alto (0,85) de los tres portainjertos
(CM con 0,73 y NA con 0,50). Cuando son regados con exceso de B, el portainjerto
CC disminuye esta relacion hasta a 0,71 (Tabla 3.8); y por el contrario, CM y NA la
incrementaron hasta 0,86 y 0,62, respectivamente.

Pasando a los datos del dia 119, la concentracion ASgjiar NO MOStrd
diferencias significativas en ninguno de los tres portainjertos estudiados (Tabla 3.8).
En cuanto a la concentracion foliar de AR los diferentes portainjertos no mostraron
diferencias significativas entre tratamientos con B. Donde si que se encontraron
diferencias significativas fue en la relacion AR/AS (Figura 3.10). Mientras que
citrange Carrizo y Citrus macrophylla no presentaron diferencias significativas entre
las plantas control y las regadas con exceso de boro, naranjo Amargo incrementd esta
relacién por dicho exceso pasando de 0,52 (control) a 0,74 (10 mg L™ de B).

Por su parte, en lo referente a la concentracion de AS;agicutar S€ 0bservé que los
portainjertos citrange Carrizo y naranjo Amargo no mostraron diferencias
significativas entre sus tratamientos; mientras que el Citrus macrophylla vio
incrementada la concentracion de AS por efecto del exceso de B (Tabla 3.8). En
cuanto a los AR, en la figura 3.10 podemos observar como citrange Carrizo y Citrus
macrophylla no mostraron diferencias entre los tratamientos de B (a los 119 dias).
Sin embargo, en naranjo Amargo si que se apreciaron diferencias entre tratamientos
para la concentracion de AR, donde las plantas regadas con B aumentaron estos
azlcares 1,6 veces mas con respecto a su control (16,63 mg g™ ps). Respecto a la
relacion AR/AS radicular, en la figura 3.10 se muestra como en condiciones de no
exceso de B las plantas que mostraron el valor mas alto para esta relacion fueron las
del portainjerto Citrus macrophylla (0,81), seguidas de las plantas de citrange

Carrizo (0,77) y, por tltimo, las de naranjo Amargo (0,60). En condiciones de exceso
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de B (10 mg L™), cada portainjerto se comporta de una manera diferente; mientras
que citrange Carrizo no mostro diferencias entre tratamientos, naranjo Amargo

incrementd esta relacion hasta el 0,83. Por el contrario, las plantas de Citrus

macrophylla lo redujeron hasta 0,29 (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de azlcares
reductores vy la relacion AR/AS foliar y radicular en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y
Citrus macrophylla (CM) a los119 dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al

Hk

95%; *, 'y 7 indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para
cada tratamiento de B, las letras mindsculas (control) y mayusculas (10 mg L™) indican diferencias
significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estdndar de la media (n=4).

En cuanto al almidon foliar, se observaron comportamientos diferentes en los
portainjertos por efecto del exceso de B en las dos cosechas finales tal y como
muestra la Tabla 3.9. A los 84 dias, el portainjerto que en condiciones control
presentd la mayor concentracion fue NA (30,58 mg g* ps) y por debajo
CC (10,82 mg g™ ps) y CM (7,73 mg g™ ps). A los 119 dias, nos encontramos con la
misma situacién en las plantas control: naranjo Amargo con 21,23 mg g™ ps de
almidén, citrange Carrizo con 14,46 mg g* ps y Citrus macrophylla con

12,43 mg g™ ps (Tabla 3.9). En las plantas de citrange Carrizo regadas con niveles
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toxicos de B, se observo el mismo comportamiento tanto a los 84 dias como a los
119 dias, donde las plantas CC/10 mg L™ de B no mostraron diferencias respecto a
sus controles (Tabla 3.9). También se observd el mismo comportamiento en las
plantas de NA a los 84 y 119 dias, pero esta vez si que mostraron diferencias
respecto a sus controles: NA/10 mg L™ disminuy6 un 45% a los 84 dias y un 30% a
los 119 dias (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Efecto del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de
almidon foliar a los 84 y 119 dias y almidon radicular a los 119 dias en citrange
Carrizo, naranjo Amargo y Citrus macrophylla.

Factor Pral. Almidén (mg g™ ps)
Hoja_84 Hoja_119 Raiz_119
Portainjerto  Carrizo 12,93 b 1352 b 56,14
N. Amargo 23,64 a 18,00 a 53,03
Macrophylla 6,79 ¢c 12,67 b 51,09
Boro Control 16,38 16,04 71,58
10mgL* 12,53 13,42 35,21
Portainjerto x Boro
Carrizo Control 10,82 b 14,46™ b 84,46"a
10mgL* 15,04 A 12,59 A 27,81la
N. Amargo Control 30,58"a 21,23 70,65"b
10mgL* 16,70 A 14,76 A 35,36 A
Macrophylla  Control 7,73'b 12,43 b 59,70 ¢
10mgL* 585B 12,92 A 42,47 A
Portainjerto faia fala ns
Boro * * **k*
Port. x Boro el * i

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; "y = indican diferencias significativas para
P<0.05y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. En la interaccion Portainjerto x Boro, para
cada portainjerto se indican las diferencias significativas entre los tratamientos de B al 95% o
mayor con este simbolo: “y”. Para los tratamientos de B ( control y 10 mg L™ ), las letras mintsculas
y mayusculas indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. En el factor Portainjerto, las letras diferentes
indican diferencias significativa para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan.
En la interaccién los valores son la media de 4 repeticiones.

Por ultimo, Citrus macrophylla se comport6 de manera diferente en las dos
cosechas; mientras que a los 84 dias el exceso de B afectd disminuyendo la

concentracién de almidén foliar hasta 5,85 mg g™ ps, a los 119 dias las plantas de
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CM/10 mg L' de B no mostraron diferencias significativas con las controles
(Tabla 3.9). En lo referente a la concentracion de almiddn radicular, citrange Carrizo y
naranjo Amargo mostraron los valores més altos con 84,46 y 70,65 mg g™ ps, mientras
que Citrus macrophylla rondaba los 60 mg g™ ps (Tabla 3.9). La concentracién mas
alta de B (10 mg L™ de B) afecté de la misma manera a los portainjertos citrange
Carrizo y naranjo Amargo, disminuyendo su concentracion en un 71% y 50%,
respectivamente; mientras que CM/10 mg L' de B no mostré diferencias

significativas con su respectivo control (Tabla 3.9).

3.3.7. Concentracion de prolinay CAQ

En cuanto a la concentracién de otros solutos organicos y comenzando con la prolina,
se observO que, independientemente del portainjerto y del tratamiento, la
concentracion de prolina foliar fue aumentando a lo largo del experimento (en la
tabla 3.10. solo se muestran datos de la cosecha a los 84 y a los 119 dias). A los
84 dias, el exceso de B afectd solamente al portainjerto citrange Carrizo, de tal forma
que las hojas de CClcontrol presentaron una concentracién de 17,17 mg g™ ps y
CC/10 mg L* de 13,15 mg g* ps (Tabla 3.10). Por su parte, los otros dos
portainjertos se comportaron de la misma manera ante el exceso de B, no mostrando
diferencias significativas entre control y tratamiento. Sin embargo, al final del
experimento (a los 119 dias), los tres portainjertos se comportaron de la misma
manera ante el exceso de B, disminuyendo significativamente la concentracion de
prolina foliar con respecto a sus respectivos controles (Tabla 3.10). Donde si se
observaron diferencias significativas fue a nivel de portainjerto y de tratamiento
(Tabla 3.10). Mientras que a nivel de portainjerto, se comprobo que el portainjerto
con mayor concentracion de prolina foliar fue CM (25,46 mg g™ ps), seguido de CC
y NA que no mostraron diferencias entre ellos (20,18 y 20,56 mg g™ ps,
respectivamente); a nivel de tratamiento, se observd una mayor concentracion de
prolina foliar en la plantas control (24,06 mg g™ ps) que en las regadas con 10 mg L™
de B (20,10 mg g™ ps).
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Tabla 3.10. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de prolina foliar y radicular en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus
macrophylla a los 84 y 119 dias de experimento.

Prolina (mg g™ ps)

Fact. principal Hoja 84 Hoja 119 Raiz_ 84 Raiz_119
Portainjerto Carrizo 15,15Db 20,18 b 11,66 b 14,83 b
N. Amargo 16,08 b 20,56 b 15,16 a 16,11 ab
Macrophylla 20,96 a 25,46 a 14,62 a 18,33 a
Boro Control 18,50 24,06 13,14 15,98
10mg L™ 16,30 20,10 14,48 16,86
Portainjerto x Boro
Carrizo Control 17,17"b 21,99" 10,87 13,22
10 mg L™ 13,15C 18,37 12,44 16,44
N. amargo Control 16,78™ b 22,797 14,04 16,57
10mgL*! 15,37 B 18,40 16,28 15,65
Macrophylla Control 21,54™ a 27,39" 14,52 18,15
10mg L™ 20,37 A 23,51 14,72 18,50
Portainjerto iy g el *
Boro *kx **k* ** ns
Port. x Boro fiagel ns ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. En la interaccion Portainjerto x Boro,
para cada portainjerto se indican las diferencias significativas entre los tratamientos de B al 95% o
mayor con este simbolo: “y”. Para los tratamientos de B (control y 10 mgL™), las letras mindsculas
y mayusculas indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. En el factor Portainjerto, las letras diferentes
indican diferencia significativas para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan.
En la interaccion los valores son la media de repeticiones.

En el caso de la concentracion de prolina radicular ocurre lo mismo que con
la foliar en los portainjertos naranjo Amargo y Citrus macrophylla, en donde la
tendencia es ir aumentando con el tiempo independientemente del tratamiento
(Tabla 3.10). Sin embargo, en el caso de las plantas de citrange Carrizo regadas con
10 mg L™ de B, en vez de seguir aumentando se mantiene estable observandose una
concentracién de 16,28 mg g™ ps a los 84 dias y de 15,65 mg g™ ps a los 119 dias
(Tabla 3.10). Al final del experimento, solo se observaron diferencias para este
parametro a nivel de portainjerto, donde se puede encontrar a Citrus macrophylla
como el portainjerto que presentd la concentracion mas alta de este osmolito en raiz
(18,33 mg g* ps), seguido de naranjo Amargo (16,11 mg g™ ps) y, por ultimo,
citrange Carrizo (14,83 mg g™ ps).
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Para la concentracion de compuestos amoniocuaternarios (CAQ) en hoja, y
centrdndonos en las dos ultimas cosechas del experimento (a los 84 y 119 dias), se
observaron comportamientos diferentes en cada portainjerto. Las plantas control de
citrange Carrizo no mostraron diferencias entre la cosecha de los 84 dias (2,13 mg g*
ps) y la de 119 difas (2,25 mg g™ ps); pero las plantas regadas con B si que sufrieron
una disminucién, pasando de 2,36 mg g” ps a 1,42 mg g™ ps (Tabla 3.11). En las
plantas de naranjo Amargo, se observdo como disminuyo la concentracion de
CAQroliar n ambos tratamientos de B: las plantas control pasaron de 1,58 a 0,43 mg
g™ ps vy las tratadas con exceso de B pasaron de 1,32 a 0,69 mg g™ ps (Tabla 3.11).
Por su parte, Citrus macrophylla fue el Unico portainjerto donde no se observaron
diferencias entre ambas cosechas, independientemente del tratamiento (Tabla 3.11).

Centrandonos sélo en los datos obtenidos a los 119 dias, en condiciones
control se vio que el portainjerto que presentaba el valor mas alto de este pardmetro
fue citrange Carrizo (2,25 mg g™ ps) y el més bajo naranjo Amargo (0,43 mg g™ ps).
El analisis estadistico reveld que el exceso de B afect6 de la misma manera a naranjo
Amargo y a Citrus macrophylla haciendo que aumentaran su concentracion de CAQ
foliar hasta 0,69 y 2,18 mg g™ ps, respectivamente; mientras que citrange Carrizo la
redujo en un 37% respecto a su control (Tabla 3.11).

Por ultimo, en lo referente a la concentracion de CAQ detectados en raiz, a
los 84 dias el exceso de B afectdé solamente al portainjerto citrange Carrizo, de tal
forma que las hojas de CC/control presentaron una concentracién de 1,61 mg g™ ps y
CC/10 mg L™ de 2,30 mg g™ ps (Tabla 3.11). Por su parte, los otros dos portainjertos
se comportaron de la misma manera ante el exceso de B, no mostrando diferencias
significativas entre control y tratamiento. Al final del experimento (a los 119 dias),
los tres portainjertos se comportaron de la misma manera ante el exceso de B,
aumentando significativamente la concentracion de CAQ en raiz con respecto a los
controles (Tabla 3.11). Donde si se observaron diferencias significativas fue a nivel
de portainjerto y de tratamiento (Tabla 3.11). Mientras que el primer caso, se
comprobd que el portainjerto con mayor concentracion de CAQ radicular fue
Citrus macrophylla (2,18 mg g™ ps), seguido de citrange Carrizo y naranjo Amargo
que no mostraron diferencias entre ellos (1,63 y 1,51 mg g™ ps, respectivamente); en
el segundo caso, se observo una mayor concentracion de este parametro en la plantas

regadas con aguas de 10 mg L™ (2,08 mg g™ ps) que en las control (1,46 mg g™ ps).
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Tabla 3.11. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracién
de compuestos amoniocuaternarios (CAQ) foliar y radicular en citrange Carrizo,
naranjo Amargo y Citrus macrophylla los 84 y 119 dias de experimento.

CAQ (mg g™ ps)

Fact. principal Hoja 84 Hoja 119 Raiz 84 Raiz_119
Portainjerto Carrizo 2,25a 1,84a 1,96 a 1,63b
N. Amargo 1,45Db 0,56 b 1,75a 151b
Macrophylla 1,72b 1,73 a 1,29b 2,18 a
Boro Control 1,70 1,32 1,52 1,46
10mg L™ 1,91 1,43 1,80 2,08
Portainjerto x Boro
Carrizo Control 2,13 2,25"a 161la 1,14
10 mg L™ 2,36 1,42B 2,30'A 2,11
N. amargo Control 1,58 0,43 ¢ 1,54 a 1,38
10 mg L™ 1,32 0,69'C 1,95 A 1,63
Macrophylla Control 1,39 1,28b 1,42 a 1,87
10mg L™ 2,05 2,18'A 1,16 B 2,50
Portainjerto g i i falelel
Boro ns ns ns faleed
Port. x Boro ns o * ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; , "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. En la interaccion Portainjerto x Boro,
para cada portainjerto se indican las diferencias significativas entre los tratamientos de B al 95% o
mayor con este simbolo: “»”. Para los tratamientos de B (control y 10 mg L™), las letras minGsculas
y mayusculas indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. En el factor Portainjerto, las letras diferentes
indican diferencia significativas para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan.
En la interaccion los valores son la media de repeticiones.

3.3.8. Concentracion de H,0,y MDA

Respecto a los productos del metabolismo oxidativo H,O, y el MDA, se observé al

final del experimento que en condiciones de no estrés por B el portainjerto que
mayor concentracion de H,O, presentd en hoja fue Citrus macrophylla, seguido de
naranjo Amargo y por Gltimo citrange Carrizo (13,08, 7,45 y 5,23 pmol g™ pf,
respectivamente), tal y como muestra la figura 3.11. Con el MDA ocurrié lo mismo,
siguiendo exactamente el mismo orden CM > NA > CC. En condiciones de exceso
de B (10 mg L™%), encontramos que las plantas de CM fueron las que mas
concentracion de H,O, presentaron (hasta 3 veces mas que su control); los otros dos
portainjertos, practicamente doblaron el valor de sus respectivos controles

(Figura 3.11). En cuanto al MDA, Citrus macrophylla volvié a ser el portainjerto que
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més incrementd este producto (hasta 29,60 nmol g™ pf) con el tratamiento de B
seguido de citrange Carrizo (hasta 7,00 nmol g™* pf) con respecto a sus controles; por
su parte, las plantas de naranjo Amargo regadas con exceso de B no vieron afectada

su concentracion de MDA (Figura 3.11).

-1
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*k%k
== Control p o a P A
40 | 1 B *** B ***
10mg L= py g e P x B *+* 30
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Figura 3.11. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracion de peréxido de
hidrégeno (H,O,) y malonildialdehido (MDA) en hojas de citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo
(NA) y Citrus macrophylla (CM) a los119 dias de experimento. En el ANOVA, “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; *, "y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y
0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de B, las letras minlsculas (control) y mayusculas
(10 mg L™) indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el
test de rangos multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=4).

3.3.9. Actividad de las enzimas antioxidantes

Respecto a la actividad enzimatica de los sistemas antioxidantes, encontramos que
las 3 enzimas analizadas mostraron diferencias significas para la interaccion
Portainjerto x Boro (Figura 3.12). En el caso de la CAT, el portainjerto que en
condiciones normales presentd més actividad fue naranjo Amargo (3,2 U g™ pf), los
otros dos portainjertos no superaron los 1,5 U g™ pf (Figura 3.12). Las plantas de
citrange Carrizo y Citrus macrophylla regadas con niveles téxicos de B
incrementaron la actividad de la CAT alcanzando valores de 2,6 y 2,4 U g™ pf,
respectivamente; naranjo Amargo, por su parte, no mostré diferencias significativas

con su control (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Efectos del exceso de B sobre la actividad de las enzimas ascorbato peroxidasa (APX),
catalasa (CAT) y superdxido dismutasa (SOD) en hojas de citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo
(NA) y Citrus macrophylla (CM) a los 119 dias de experimento. En el ANOVA, “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; *, "y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y
0.001, respectivamente. Para cada portainjerto se emplean también estos simbolos para indicar la
significancia entre los dos tratamientos de boro. Para cada tratamiento de B (control y 10 mg L™), las
letras mindsculas y mayusculas indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estdndar de la

media (n=4).

Para la APX, las plantas control de los tres portainjertos mostraron valores de
actividad enzimatica muy parecidos situados dentro del intervalo 29-50 U g™ pf

(Figura 3.12). No obstante, las plantas regadas con exceso de B muestran
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comportamientos diferentes segin el portainjerto estudiado. Mientras que
Citrus macrophylla no mostré diferencias con respecto a su control, citrange Carrizo
y naranjo Amargo mostraron un incremento de la actividad de APX, siendo el mas
dréstico el de NA que aumento dicha actividad en hasta 12 veces respecto a su
control (Figura 3.12). Citrange Carrizo, por su parte, solo aumentd su actividad en
casi 3 veces méas que su control.

Por ultimo, respecto a la actividad de la SOD, se observo que el portainjerto
que en condiciones normales mayor actividad de esta enzima presentd fue
Citrus macrophylla (226 x 10 U g™ pf) y la que menor actividad mostré fue NA
(105,7 x 10 U g™ pf). El efecto que tuvo el exceso de B sobre las plantas de los
portainjertos citrange Carrizo y naranjo Amargo fue el de incrementar la actividad de
esta enzima hasta el doble del valor de las plantas control (Figura 3.12); mientras que
Citrus macrophylla no mostr6 diferencias significativas con su control
(222,4 x 10 U g™* pf).

3.4. Discusioén

3.4.1. Plantas del portainjerto naranjo Amargo son mas tolerantes al exceso de boro

en la solucién nutritiva que Citrus macrophylla o citrange Carrizo

El exceso de B en la solucién nutritiva afecté negativamente, como era de esperar, a
las plantas, reduciendo su biomasa seca total. En el caso de citrange Carrizo y
Citrus macrophylla, la reduccion fue debida tanto a la disminucion del crecimiento
en la parte aérea como en la raiz; mientras que en naranjo Amargo, se debid
principalmente a la inhibicién del crecimiento en la raiz (ver Fig. 3.2). El hecho de
que la reduccion de la biomasa seca fuese también debida a la reduccién de la parte
aérea es un efecto atipico de la toxicidad por B con respecto a otras especies de
plantas, ya que se ha observado que el efecto fenotipico principal de dicha toxicidad
es la inhibicion del crecimiento de la raiz; de hecho, numerosos autores consideran
dicha inhibicion radicular como un efecto tipico de la toxicidad en plantas
supuestamente sensibles al boro (Reid y col., 2004; Choi y col., 2006; Sheng y col.,
2010; Simén, 2012). En otros experimentos con citricos (Papadakis y col., 2004a;
Papadakis y col., 2004b) no se observo ningun efecto sobre los parametros de

crecimiento cuando fueron tratados con 2,5 mg L™* de B durante 204 dias de
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tratamiento, por eso en este experimento aplicamos una concentracion de B de
10 mg L™

Usando la relacion entre la biomasa seca total en condiciones de exceso de B
(10 mg L™) con respecto a la biomasa seca total del tratamiento control (0,25 mg L™
de B) para cada portainjerto, podemos determinar su tolerancia relativa. En base a
esta relacion se puede concluir que las plantas de naranjo Amargo parecen ser las
mas tolerantes (redujeron su biomasa solo en un 23%). En el otro extremo,
encontramos al portainjerto citrange Carrizo que resultd ser el menos tolerante al
reducir su biomasa en un 56%.

Los sintomas de toxicidad de B aparecieron en las hojas maduras,
desarrollandose clorosis en los bordes y centro de las mismas (ver imagen 3.6); en
concordancia con las observaciones descritas en otras especies de plantas como
meldén (Goldberg y col., 2003), citricos (Papadakis y col., 2004a; Papadakis y col.,
2004b; Gimeno y col., 2012), olivos (Chatzissavvidis y Therios, 2010) y Jatropha
curca (Simon, 2012). Ha sido descrito que estos sintomas podrian ser debidos a
desordenes metabolicos relacionados con la formacion de enlaces de B a las ribosas
causando dafios celulares (Gunes y col., 2006; Cervilla y col., 2007). En nuestro
experimento, los sintomas de toxicidad fueron bastante mas graves en los
portainjertos citrange Carrizo y Citrus macrophylla, y ademas aparecieron mucho
antes que en el portainjerto naranjo Amargo. Ademas, cabe destacar que la abscisién
foliar solo tuvo lugar en citrange Carrizo (ver imagen 3.7, 4); por lo que en este caso,
la reduccion de la parte aérea en citrange Carrizo fue debida principalmente a dicha
defoliacion méas que a la inhibicion del crecimiento como si que ocurrié en

Citrus macrophylla.

3.4.2. Plantas del portainjerto citrange Carrizo tuvieron una concentracion foliar de

boro més alta que los portainjertos Citrus macrophylla o naranjo Amargo lo que

puedo determinar su distinta tolerancia

Especies y genotipos sensibles al exceso de B, generalmente contienen
concentraciones mas altas en hojas y brotes que los genotipos tolerantes (Nable y
col., 1997). Los resultados de nuestro experimento mostraron que la concentracion
de B foliar dependié del portainjerto (ver Fig. 3.4 y tabla 3.3). A los 84 dias de

tratamiento, antes de que se produjera la defoliacidn, el portainjerto citrange Carrizo
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fue el que mas boro acumulé en sus hojas (626,53 mg kg™ ps), en comparacién con
Citrus macrophylla y naranjo Amargo que no superaron los 450 mg de B por kg de
ps. La menor concentracion foliar de boro alcanzado en Citrus macrophylla con
respecto a citrange Carrizo, podria estar relacionado entre otros factores a que las
raices de Citrus macrophylla son capaces de absorber y transporte por gramo de raiz
una menor cantidad de boro como podemos ver en los resultados de la Fig. 3.5. En
un trabajo realizado recientemente, se ha observado que las plantas de
Citrus macrophylla reducen la concentracion de boro en las hojas como
consecuencia de una regulacién negativa de los transportadores de boro NIP5 vy
PIP5, y la activacién del gen BOR4 que codifica los genes relacionados con el eflujo
de boro (expulsion de boro de las células) en las raices y hojas (Martinez-Cuenca y
col., 2015). Por otro lado, aunque la absorcion y el transporte de boro fueran
similares en citrange Carrizo y naranjo Amargo, la mayor acumulacion en citrange
Carrizo podria deberse, entre otros factores, a la menor relacién hoja/raiz que se
observo en las plantas de citrange Carrizo (ver Fig. 3.3).

La mayor acumulacion de boro en las hojas de citrange Carrizo podria ser la
causa de que este portainjerto fuera menos tolerante que los otros dos. En el caso de
Citrus macrophylla y naranjo Amargo, a lo largo del experimento, se observo que la
concentracion de boro en las hojas evoluciond de una forma similar, alcanzando
200 mg kg™ ps a los 45 dias que se incrementd hasta los 400 mg kg™ ps a los 84 dfas
y manteniéndose estable al final del experimento. Esto indicaria que las plantas de
Citrus macrophylla son mucho mas sensibles a la toxicidad al boro que las de
naranjo Amargo. Para la misma concentracion de boro, el efecto de la toxicidad es
mas perjudicial para Citrus macrophylla. En plantas el mecanismo para tolerar el
exceso de B incluye diversas estrategias como la capacidad para restringir la
acumulacion de B en los tejidos vegetales, inhibicion del transporte de B desde la
raiz a la parte aérea, y la capacidad para tolerar elevadas concentraciones de B en las
hojas y la raiz mediante la compartimentacion (Torun y col., 2002; Torun y col.,
2006; Stiles y col., 2010). Esta ultima estrategia esta relacionada con la capacidad de
acumulacién de B en las vacuolas, ya sea en la raiz o en la parte aérea, para asi
evitar o minimizar lo maximo posible el dafio que pueda causar el B al metabolismo

celular (Kaur y col., 2006).
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Por otro lado, la reduccion de la raiz por el tratamiento de boro en los tres
portainjertos no estuvo relacionada con la concentracion de boro acumulada en este
organo. Al final del experimento vemos que la reduccion fue similar para los tres
portainjertos, pero la concentracion fue mayor para naranjo Amargo Yy
Citrus macrophylla, los dos portainjertos que acumularon menos boro en las hojas.
Esto nos indicaria que las raices de estos portainjertos son menos sensibles a la
toxicidad por boro, y que podrian ser capaces de acumularlo hasta ciertos limites

para impedir su transporte hacia la parte aérea de las plantas (ver Fig. 3.6).

3.4.3. El boro es un nutriente poco movil en los portainjertos de citricos

acumulandose principalmente en las hojas adultas

La concentracion de B y su distribucion en los diferentes tejidos dependen de la
movilidad del B dentro de la propia planta. En las plantas que sintetizan cantidades
elevadas de alcoholes en sus hojas, tales como manitol y sorbitol, el boro tiene una
alta movilidad via floema que le permitira retranslocarse de forma eficaz por todo la
planta como consecuencia de la formacién de complejos B-poliol. Estas especies
pertenecen a la familia de las Roséaceas (melocotén, manzana, pera), Apiaceas
(zanahoria, apio), Rubiaceas (café) y Oleaceas (de oliva) (Brown y Hu, 1996; Brown
y Shelp, 1997). Estas especies que crecen en condiciones de exceso de B, no
acumulan B en las hojas, pero si en tallos donde se observan sintomas visibles de
toxicidad (EI-Motaium y col., 1994). En contraste, en especies en las cuales no se
sintetizan cantidades suficientes de estos compuestos, el B es poco mdvil y su
distribucion en la parte aérea sigue fundamentalmente la corriente de transpiracion
(Takano y col., 2008), acumulandose fundamentalmente en los tejidos foliares
adultos y principalmente en los margenes de las hojas (Brown y Shelp, 1997). De los
datos de nuestro experimento en base a la concentracién acumulada en los diferentes
tejidos, asi como los sintomas de toxicidad observados en las plantas, se puede decir
que los tres portainjertos pertenecen al grupo de plantas donde el B tiene una escasa
movilidad y seria el flujo de transpiracion quien determinase la concentracion de B
total y su distribucion dentro de la planta (ver Fig. 3.4 y 3.6). Al final del
experimento, las hojas contenian una media aproximada de 450 mg de B por kg de
peso seco, mientras que en los demas tejidos no encontramos concentraciones

superiores a 50 mg kg de B. Estos datos estan de acuerdo con los mostrados para
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otras especies de plantas, donde el B se acumula mayoritariamente en las hojas y en
concentraciones relativamente bajas en la raiz, madera del tronco, fruta, y otros
tejidos de almacenamiento o meristematicos (Lovatt y Bates, 1984; EI-Motaium y
col., 1994; Kastori y col., 1995; Bellaloui y Brown, 1998; Papadakis y col., 2003;
Papadakis y col., 2004a; Papadakis y col., 2004b; Gimeno y col., 2012; Simon,
2012). El hecho de que las mayores concentraciones de B se encuentren en las hojas,
en vez de en otras partes vegetativas, es una clara evidencia de que B es inmovil en

el floema y en consecuencia, no se puede redistribuir dentro de la planta.

3.4.4. La disminucion de la Aco, fue mayor en las plantas de citrange Carrizo,

sequido de Citrus macrophylla y naranjo Amargo

Respecto a los parametros de intercambio de gaseoso, nuestros resultados mostraron
que la presencia de una alta concentracion de B en la solucion nutritiva caus6 una
disminucion en Acoz Y gs en las hojas de los tres portainjertos (ver Fig. 3.7y 3.8), y
que esta reduccion dependié del portainjerto. Como ya hemos visto anteriormente,
las plantas de citrange Carrizo son las que acumulan mas boro y las que vieron
reducido su crecimiento en un mayor porcentaje; esto concuerda con los datos de
Acoz ya que en este portainjerto se observo la mayor reduccion de este parametro, un
60% en los dias 45 y 84, y un 83% al final del experimento (dia 119). En los otros
dos portainjertos, a pesar de que tuvieron entre ellos la misma concentracion foliar de
boro, las plantas de naranjo Amargo fueron las que en menor grado se redujo la
Acoz, 10 que avala nuestra hipétesis de que las hojas de este portainjerto tienen una
menor sensibilidad a la toxicidad por boro que las hojas de Citrus macrophylla.

A pesar de que Aco Y Us Se redujeran en paralelo en los 3 portainjertos, estos
presentaron diferencias en los valores C;. Por un lado, encontramos que en citrange
Carrizo y Citrus macrophylla el exceso de B también indujo una reduccion de C;,
que parece estar directamente relacionada con la disminucién de la gs. Por tanto, en
estos dos portainjertos parece ser que la disminucion de la Aco; fue debida a factores
estomaticos. Mientras que en naranjo Amargo dicha toxicidad propicié una
disminucion en Aco, sin cambios en C;, sugiriendo que la reduccion fue debida
principalmente a factores no estomaticos mas que a factores estomaticos (Farquhar y
Sharkey, 1982). Resultados similares a naranjo Amargo han sido descritos en

Cucurbitas pepo (Lovatt y Bates, 1984), citricos (Papadakis y col., 2004a; Papadakis
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y col., 2004b; Gimeno y col., 2012), kiwi (Sotiropoulos y col., 1999) y Jatropha
curcas (Simon, 2012). En olivos, sin embargo, se ha publicado que aunque una
elevada concentracion de B disminuye el valor de Acoy, éste fue acompariado por un
incremento de gs (Chatzissavvidis y Therios, 2010).

A pesar de que el modelo de Farquhar y Sharkey (1982) indica que, basado en
los datos de Cj, la caida de la Aco, en citrange Carrizo se debi6 a factores
estomaticos, nuestro estudio de fluorescencia de clorofilas muestra como las hojas de
este portainjerto tenian dafios en su sistema fotosintético, ya que en este caso se
observd una disminucion en la proporcion de energia fotoquimica absorbida por el
fotosistema Il en los cloroplastos. La reduccion de ®pg;, puede ser debida a cambios
en qP y/o Fv’/Fm’ (Maxwell y Johnson, 2000). En este experimento, los cambios en
la ®pg; de las hojas de citrange Carrizo se debieron sélo a los cambios que se
produjeron en el parametro Fv’/Fm’; lo que sugiere, que la pérdida de la eficiencia
cuantica por parte del PSII en este portainjerto fue a consecuencia de que el complejo
de recoleccion de luz estuviera dafiado (Guerfel y col., 2009). Esto puede ser debido
a que el exceso de B en las hojas haya podido dafar la estructura del cloroplasto y/o
otros pigmentos fotosintéticos (Papadakis y col., 2004a; Papadakis y col., 2004b).
Por tanto, aunque la reduccidon de la Acoz en el portainjerto citrange Carrizo se debid
principalmente a factores estomaticos, los dafios en la maquinaria fotoquimica de los

cloroplastos también podrian haber contribuido a la disminucién de este parametro.

3.4.5. De los tres portainjertos ensayados, las plantas de naranjo Amargo fueron las

gue mostraron una mayor sistema antioxidante debido a una alta actividad APX y
SOD

En condiciones de estrés medioambiental, se puede dar el caso de que la energia

absorbida por el aparato fotosintético no pueda ser canalizada hacia la absorcion de
CO,, por lo tanto, pueden producirse dafios foto-oxidativos debido a la
sobre-estimulacion de la reaccion de Mehler. Esta reaccion es una fuente de radicales
superdxido incluso en condiciones optimas (Elstner, 1982; Badger, 1985; Foyer y
col., 1994), que en condiciones de estrés se ve fuertemente favorecida (Guo y col.,
2006). En la bibliografia uno de los parametros que se utilizan para estimar que se
estd sobre-produciendo especies reactivos de oxigeno en condiciones de estrés es la

relacién Acoa/®ps)i, Ya que el parametro dpg), es directamente proporcional a la tasa
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de transporte de electrones (Cakmak, 1994; Cakmak y Rémheld, 1997). En nuestro
experimento, pudimos comprobar que el exceso de B redujo esta relacion Aco./®ps)
(datos no mostrados), independientemente del portainjerto, y que el més afectado fue
citrange Carrizo. Estos datos ponen de manifiesto que la reaccion de Mehler se vio
favorecida por el exceso de B y ello supuso la formacion de las ROS.

El hecho de que en las hojas de naranjo Amargo la concentracion de MDA
(ver Fig. 3.11) no se vieran afectadas a pesar de la disminucién en la relacion de
Aco2/Pps, Sugiere que este portainjerto tiene un sistema antioxidante bastante
potente y eficiente capaz de hacer frente a las ROS que se podrian haber formado a
consecuencia del exceso de B. En la otra cara, encontramos a citrange Carrizo y
Citrus macrophylla, donde la concentracion de MDA fue mayor en el tratamiento de
exceso de boro con respecto al control, especialmente en las plantas de
Citrus macrophylla. A pesar de que en los tratamientos de exceso de boro se observo
un aumento de APX, CAT y SOD en citrange Carrizo, y un aumento en CAT en
Citrus macrophylla, parece ser que no fue suficiente para contrarrestar el estrés
oxidativo producido por la toxicidad por boro (ver Fig. 3.12).

Este modelo de respuesta diferente entre los tres portainjertos podria
sugerirnos algunos puntos interesantes que deberian ser estudiados con mas detalle
en futuros experimentos. En primer lugar, los datos evidenciaron un incremento de la
actividad SOD en los portainjertos citrange Carrizo y naranjo Amargo con exceso de
B, mientras que Citrus macrophylla no increment6 la actividad de SOD
(ver Fig. 3.12). Sin embargo, la alta concentracion de H,O, en este portainjerto con
su consiguiente dafio en las membranas (ver Fig. 3.11), nos indica que inicialmente
tuvo que presentar una elevada actividad por parte de la enzima SOD, como
respuesta a la alta produccion de anion superoxido (O, en hojas. Sin embargo, la
intensa produccion de este radical durante un tiempo prolongado, podria haber
agotado la estimulacion de la actividad enzimatica de SOD, ya que el producto de la
reaccion (H,O,) la inhibié por medio de un proceso que se conoce COMoO
retroalimentacion negativa (en inglés Negative Feedback). Una estimulacion general
de SOD también ha sido descrita por muchos estudios sobre la toxicidad de B (Gunes
y col., 2006; Molassiotis y col., 2006; Cervilla y col., 2007; Ardic y col., 2009; Han
y col., 2009; Kaya y col., 2009). Ademas de la reaccién de Mehler, hay otra via de
formacion de H,0, alternativa que es la fotorrespiracion. De hecho algunos autores
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han visto de que la produccion de H,O, por medio de esta via representa
aproximadamente el 70% de H,O, total que se forma (Noctor y col., 2002); otros
estudios defienden que la tasa de produccion de H,O; en el cloroplasto es mayor
(Foyer y Noctor, 2000; Miyake y Yokota, 2000), cuando las plantas presentan una
menor actividad de la Rubisco (Ruuska y col., 2000). Por tanto, no podemos
descartar en nuestro experimento que el aumento de la concentraciéon de H,O, pueda
ser debido tanto a la fotorrespiracion como a la reaccion de Mehler-ascorbato
peroxidasa.

En citrange Carrizo se observo para el resto de enzimas (ver Fig. 3.12) un
incremento de la actividad de CAT y APX estimulada por el exceso de B, aunque la
concentracion de MDA también aumento, sugiriendo que su sistema antioxidante no
fue lo suficientemente potente para evitar dafios por estrés oxidativo. Por su parte, en
Citrus macrophylla, CAT fue el principal enzima implicado en la respuesta
antioxidante al exceso de B. Por tanto parece ser que el H,O, fue detoxificado por la
CAT principalmente en los peroxisomas de hojas (Foyer y col., 1994), pero no en
otras estructuras celulares, lo que explica que al final el sistema antioxidante de este
portainjerto no fuera los suficientemente eficaz para detoxificar todo el H,0O,
producido tanto por la reaccion de Mehler como por la fotorrespiracion. Por ltimo,
en naranjo Amargo comprobamos que el exceso de boro favorecio, no solo a la
enzima SOD, sino también a la actividad de la APX. De hecho los resultados
muestran, que en condiciones de toxicidad la actividad de la APX fue estimulada
hasta aproximadamente 12 veces mas que en condiciones normales. Para este
portainjerto la enzima CAT, a pesar de que no se vieron diferencias entre la actividad
de CAT de las plantas control y de las regadas con exceso de B, también pudo jugar

un papel importante en la detoxificacion del H,O, (ver Fig. 12).

3.4.6. EIl exceso de boro en la solucién nutritiva disminuyd la concentracién de

prolina y aumenté la concentracion de GB en naranjo Amargo vy Citrus macrophylla

Una de las respuestas mas comunes al estrés en las plantas es la sobreproduccion de
diferentes tipos de solutos organicos (Serraj y Sinclair, 2002; Rivero y col., 2004;
Parvaiz y Satyawati, 2008). Generalmente, protegen a las plantas: i) contribuyendo al
ajuste osmotico celular, ii) mediante la desintoxicacion de las ROS, iii) protegiendo

la integridad de la membrana y iv) mediante la estabilizacion de enzimas/proteinas
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(Yancey y col., 1982; Bohnert y Jensen, 1996). En estos solutos se incluyen a la
prolina, compuestos de amonio cuaternario (CAQ), y azlcares como los mas
importantes (Rhodes y Hanson, 1993). De la prolina se sabe que se produce
ampliamente en las plantas superiores y, normalmente, se acumula en grandes
cantidades en respuesta a las estreses ambientales (Ashraf y Wu, 1994; Ali y col.,
1999; Rhodes y col., 1999; Oztiirk y Demir, 2002; Hsu y col., 2003; Kishor y col.,
2005). Entre las funciones mencionadas de este osmolito, cabe destacar su papel en
la detoxificacion de las ROS y el de la proteccion de membranas frente a la
peroxidacion de lipidos (Hong y col., 2000).

Bajo condiciones de exceso de B se ha observado una reduccion de los
niveles de prolina en hojas de citricos (Papadakis y col., 2004a), manzano
(Molassiotis y col., 2006) y vid (Gunes y col., 2006). Estos resultados coinciden con
los obtenidos en nuestro experimento, donde podemos comprobar que el exceso de B
en la solucidén nutritiva contribuy6 a reducir la concentracion de prolina foliar en los
tres portainjertos al final del experimento (ver tabla 3.10). ElI hecho de que en las
hojas con alta concentracion de boro de nuestros portainjertos muestren una menor
concentracion de prolina, puede estar relacionado con que se haya producido un
aumento de la sintesis de proteinas que tienen a la prolina en su composicion quimica
0 que la ruta de sintesis de este osmolito haya visto interrumpida. Ademas, no
debemos descartar que las plantas de citricos puedan utilizar la prolina como una
fuente de nitrégeno cuando necesitan un aporte adicional de este nutriente. El
incremento de prolina en situaciones de estrés por B no es tipico de todas las plantas.
Otros autores han observado un incremento de los niveles de prolina en hojas de
plantas de tomate y pimiento sometidas a toxicidad por B (Eraslan y col., 2007;
Cervilla, 2009).

En cuanto a la GB, esta es abundante principalmente en cloroplastos donde es
sintetizada (Hanson y Scott, 1980; Rhodes y Hanson, 1993) y juega un papel vital en
el ajuste y la proteccion de la membrana tilacoidal, manteniendo de ese modo la
eficiencia fotosintética (Robinson y Jones, 1986; Genard y col., 1991). De la GB se
sabe que se acumulan en respuesta al estrés en muchas plantas, tales como,
remolacha azucarera (Weimberg y col., 1984), espinaca (Fallon y Phillips, 1989),
cebada (McCue y Hanson, 1990), trigo (Rhodes y Hanson, 1993), sorgo (Yang y col.,

2003) y Jatropha curcas (Simén, 2012). De tal manera que especies con genotipos
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tolerantes normalmente acumulan mas GB que genotipos sensibles en respuesta al
estrés. Sin embargo, esta relacion no es universal. Por ejemplo, no se observo
correlacion significativa entre la acumulacion de GB y la tolerancia al exceso de boro
en diferentes portainjertos de citricos (Gimeno y col., 2012). Por el contrario,
nuestros resultados mostraron que naranjo Amargo Yy Citrus macrophylla
incrementaron la concentracion de GB en las hojas con concentraciones altas de B,
mientras que en citrange Carrizo se redujo este soluto (ver tabla 3.11). El hecho de
que la GB sea de gran importancia en la proteccion de la membrana tilacoidal, podria
explicar que Citrus macrophylla y naranjo Amargo mantuvieran su eficiencia
fotosintética (®ps)i; ver Fig. 3.9) a niveles normales que las plantas control a pesar
del exceso de B en sus hojas; mientras que en citrange Carrizo al disminuir la
concentracion de GB pudo haber sufrido dafios en el complejo de recoleccién de luz

como muestran los valores del parametro de fluorescencia de clorofilas Fv’/Fm’.

3.4.7. La concentracion de azucares solubles disminuyd por el exceso de boro,

aunque la relacion entre los azucares reductores/azucares totales dependié del

portainjerto
Los azucares solubles, especialmente la sacarosa, glucosa, y fructuosa, juegan un

papel importante en la estructura y metabolismo de las células en los diferentes
organos de las plantas. Estan involucrados en las respuestas a un gran nimero de
estreses, y actlan como nutrientes y moléculas sefial que activan vias de transduccién
especificas, resultando en modificaciones importantes de la expresion de genes y
patrones proteémicos (Couée y col., 2006). En el caso del boro, Yokota y Konishi
(1990) afirmaron que la acumulacion de los hidratos de carbono solubles en las hojas
era necesaria para aliviar los sintomas de su toxicidad y el hecho de que se acumulen
parece estar mas relacionado con que se limite su uso mas que con el hecho de que se
vea sobre-estimulada su sintesis. En nuestro experimento, los resultados de los
analisis de carbohidratos apuntan a una idea totalmente contraria a la que dijeron
estos investigadores. En la tabla 3.8 podemos ver que a los 119 dias de riego con
exceso de B, los tres portainjertos tienden a reducir la concentracion de azUcares
solubles en las hojas. Esto podria ser debido a la disminucion en la tasa de
asimilacion neta de CO; (Aco2) que se dio por la toxicidad del boro en las hojas. Esta

claro que una baja Acoz limita la sintesis de carbohidratos en las hojas. Sin embargo,
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entre los tres portainjertos si que se vio una diferente respuesta en la relacion entre
los azucares reductores frente a los azucares totales (AR/AS). Recordemos que los
azlcares reductores son principalmente la glucosa y fructosa, y entre los
no-reductores el azucar mayoritario es la sacarosa. Pues bien, en el caso de naranjo
Amargo, portainjerto que hemos clasificado como el més tolerante en este
experimento, la relacion AR/AS aumentd con el tratamiento de exceso de boro. Esto
indicaria que estas plantas estarian invirtiendo mas recursos en producir azucares con
un caracter antioxidante que podria ayudar a la planta a reducir el estrés oxidativo,
aungue a expensas de reducir carbohidratos con funcion de transporte como la
sacarosa. Mientras tanto, las plantas de citrange Carrizo y Citrus macrophylla no
cambia esta relacion AR/AS, por lo que no se intuye en estos portainjertos una
alteracion en el metabolismo de carbono dirigida a paliar los efectos negativas de la
toxicidad por boro. Esta hipotesis también podria quedar avalada por el hecho de que
la concentracién de almidén en las hojas se viera disminuida en las plantas de
naranjo Amargo pero no en los otros dos portainjertos. La degradacion de almidon
podria suministrar carbohidratos para cubrir las necesidades por parte de la planta
ante la posible inhibicidon de la sintesis de los mismos a consecuencia del exceso de B
en las hojas. En la raiz también encontramos un aumento de los azucares reductores
en las plantas de naranjo Amargo. En el afio 2007, Choi y col. (2007) observaron
cambios morfoldgicos en el apice de las raices en especies tolerantes tras la
exposicion a altas concentraciones de boro, que se asociaron con un aumento de las
concentraciones de azlcares reductores. Los resultados de estos investigadores junto
con nuestros datos sugieren que los azlcares en su fase reductora pueden jugar un
papel importante en los mecanismos que tienen las plantas para mitigar los efectos

toxicos del B.

3.4.8. El exceso de boro en la solucién nutritiva disminuy6 la concentracién foliar

de Cay Mq pero sin llegar a rangos de deficiencia

Se sabe que en plantas se puede producir un antagonismo del P, Ky Ca con el B,
cuando la solucion nutritiva contiene una alta concentracion de este micronutriente.
Este antagonismo entre el B y P ha sido vista en kiwis (Sotiropoulos y col., 1999) y
maiz (Glnes y Alpaslan, 2000), y para el K y Ca en las plantas de tomate (Kaya y

col., 2009). En este experimento, hubo diferencias para las concentraciones de Ca y
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Mg en las hojas de los tres portainjertos, observandose una disminucion de la
concentracion de los mismos a consecuencia del exceso de B en la solucion nutritiva
(ver tabla 3.7), aunque ninguno de estos nutrientes llego a un rango de deficiencia
para citricos. Por su parte, en raices el unico macronutriente afectado por el exceso
de B fue el K que increment6é su concentracion y se dio en los tres portainjertos
(ver tabla 3.7). Aunque no se observaron rangos de deficiencia o toxicidad, el exceso
de boro en el agua de riego si que contribuyd a alterar los equilibrios nutricionales, lo
que podrian haber provocado una reduccion del crecimiento (Grattan y Grieve,

1992), aunque esta idea deberia ser contrastada en futuros experimentos.
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Capitulo 4. Toxicidad por Boro en Nuevos Portainjertos

4.1. Introduccion

El cultivo de los citricos en el levante espafiol puede sufrir distintos tipos de estrées
abiotico, como: salinidad y alcalinidad de los suelos, heladas, sequia, altas
temperaturas, etc. También, son susceptibles al ataque de numerosas plagas y
enfermedades provocadas por hongos, bacterias, spiroplasmas, fitoplasmas, virus,
viroides y otros agentes patogenos de etiologia desconocida. Ademas, la aparicion de
nuevas enfermedades como el HLB (enfermedad Huanglongbing, también conocida
como enverdecimiento de los citricos), 0 nuevos problemas medioambientales, como
es el exceso de boro en las aguas de riego, esta obligando a realizar cambios
importantes en la citricultura, fundamentalmente la sustitucion de los portainjertos
tradicionales por otros tolerantes a dichas situaciones. Esto hace necesario el
establecimiento de programas de mejora genética, para obtener nuevos genotipos
mas resistentes a estreses tanto bidticos como abioticos, y que proporcionen fruta de
mayor calidad. Sin embargo, la mejora genética de plantas lefiosas, es un proceso
muy lento, por lo que es ahora cuando se empiezan a obtener los primeros resultados.

Como ya hemos visto en el capitulo anterior de esta memoria, los tres
portainjertos de citricos mas utilizados en Espafia (naranjo Amargo, Citrus
macrophylla y citrange Carrizo) difieren en su tolerancia al exceso de boro en el
agua de riego. De los tres, citrange Carrizo es el que peor se adapta al exceso de
boro. Sin embargo, en condiciones normales de cultivo con aguas de buena calidad
es uno de los portainjertos que dan mejor resultado en cuanto a la produccion,
calidad de la fruta, longevidad de los arboles, etc.

El programa de mejora del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias
(IVIA) obtuvo un hibrido combinando el citrange Carrizo (hibrido entre Poncirus
trifoliata [L.] Raf. x Citrus sinensis L.) con el mandarino Cleopatra
(Citrus reshni L.) llamado Forner-Alcaide n° 5. Este nuevo portainjerto, obtenido por
primera vez en 1978, se caracteriza por: i) ser resistente al virus de la tristeza y al
nematodo de los citricos Tylenchulus semipenetrans Cobb.; ii) poseer buena
resistencia a los hongos del género Phytophthora; iii) ser mas tolerante que el
citrange Carrizo a la caliza, a la salinidad y al encharcamiento; iv) puede ser
calificado entre semienanizante y subestandar; v) los arboles establecidos sobre este
patron alcanzan una altura menor que los injertados sobre los patrones
convencionales actualmente utilizados (los citranges Troyer y Carrizo, mandarino

Cleopatra, etc.), lo que supone una reduccion de los gastos de poda, de tratamientos
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fitosanitarios y de recoleccion, mejorando la rentabilidad de los huertos; vi) el injerto
y el patrén alcanzan didmetros similares en la unién; vii) la productividad de las
variedades injertadas es muy alta y la calidad de la fruta excelente; y viii) la
maduracion se adelanta ligeramente respecto a la inducida por el citrange Carrizo.
Sin embargo, aln no se ha caracterizado el comportamiento que tendria este
portainjerto cuando se riega con aguas que sobrepasan la concentracion de boro
idonea para los citricos. Es por ello, que se planted un experimento para estudiar y
comparar la tolerancia relativa al exceso de boro de este portainjerto con sus
progenitores, citrange Carrizo y mandarino Cleopatra (concentraciones de boro: 0,25
(control), 5y 10 mg L™). Para evaluar el comportamiento de las plantas se realizaron
medidas de pardmetros de crecimiento, intercambio gaseoso y fluorescencia de
clorofilas, nutricion mineral, solutos organicos y carbohidratos en los diferentes

tejidos de la planta, y medidas del metabolismo antioxidante.

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Material Vegetal
Para realizar este experimento se usaron plantas de 0,5 m de altura de los

portainjertos citrange Carrizo (hibrido entre Poncirus trifoliata [L.] Raf. x Citrus
sinensis L.), mandarino Cleopatra (Citrus reshni [L.] Hort. ex Tan.) y Forner-Alcaide
n° 5 (hibrido de mandarino Cleopatra por Poncirus trifoliata [L.] Raf., obtenido en
1978) adquiridos en un vivero comercial (vivero comercial Vivercitrus 2000, S.L.,
Espafia) con su certificado y su etiqueta oficial de calidad (Imagen 4.1). De todas las
plantas adquiridas en el vivero, las plantulas se seleccionaron basandose en la
uniformidad de la altura. Una vez realizada la seleccion, se procedié al trasplante a
macetas cuadradas de 7 L de volumen con sustrato universal de granulometria fina,
libre de patogenos y de semillas de malas hierbas con una composicion basada en
una mezcla de turba rubia y negra, fibra de coco y perlita (5:4:1 Projar, Espafia).
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Imagen 4.1. Vista parcial del vivero comercial (Vivercitrus
2000, S.L., Espafia) donde se obtuvieron los plantones y
etiqueta oficial del certificado de calidad de los mismos.

4.2.2. Descripcion del invernadero y condiciones de cultivo

El experimento se realiz6 en la finca experimental del CEBAS situada en La
Matanza, en el término municipal de Santomera (a 18 km de Murcia), en un
invernadero cuya descripcion se encuentra en el apartado “3.2.1. Descripcion del
invernadero y condiciones del cultivo”. Durante el experimento, desde Mayo a
Septiembre del 2013 (incluyendo el periodo de aclimatacién), las condiciones
climaticas fueron las siguientes: temperatura del aire (media, minima y méaxima) =
24,4/12,5/32,9 °C; humedad relativa (media, minima y maxima) = 65/52/94,7%;
irradiacion (media, minima y maxima) = 388/127/588 W m™ (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Valores medios, minimos y maximos de temperatura (T%), humedad
relativa (HR) e irradiacion en el interior del invernadero durante el experimento.

T2 (°C) HR (%) Irradiacién (W m?)
2013 Med Min Max Med Min Max Med Min Max
Mayo 20,2 12,5 28,6 67,3 53,3 91,5 325 122 400
Junio 22,1 16,4 29,7 68,2 59,2 86,7 358 135 440
Julio 26,4 20,8 32,9 64,7 52,6 92,2 410 131 533
Agosto 27,4 22,3 324 65,1 52,0 94,7 431 135 588
Septiembre | 26,1 21,2 28,9 64,6 52,6 92,4 418 127 538
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4.2.3. Concentraciones de boro en la solucién nutritiva

Una vez realizado el trasplante de las plantas a macetas de 7 L, estas se regaron una
vez por semana con agua procedente del trasvase Tajo-Segura durante 2 semanas.
Después de este periodo de tiempo, las plantulas se regaban tres veces por semana
con solucién nutritiva Hoagland (ya descrita en el apartado “3.2.1. Descripcion del
invernadero y condiciones del cultivo ). El riego se aplicaba mediante un sistema de
goteros autocompensantes de 4 L h™ con un volumen de riego suficiente para que se
produjera un 15% de volumen drenado en cada evento de riego. Tras un mes en estas
condiciones, se realizaron medidas de fotosintesis y fluorescencia de clorofilas, y se
cosecharon hojas de los tres portainjertos (citrange Carrizo, CC; mandarino
Cleopatra, CL; y Forner-Alcaide n® 5, F5) para establecer como se encontraban las
plantas al inicio del experimento (dia 0). Posteriormente se iniciaron los diferentes
tratamientos de B adicionando a la solucién nutritiva de cada tratamiento la siguiente

concentracion de boro (Imagen 5.3):

« Control 0 BO (0,25 mg L™ de B procedente del complejo de micronutrientes
Kelkat, Atlantica Agricola S.L.)

e B5(5mg L™ de B aplicado como 4cido bérico; HsBOs).

e B10 (10 mg L™ de B aplicado como acido bérico; H3BOs).

Imagen 4.2. Vista parcial del sistema de riego y de las cubas con los
distintos tratamientos de B (B0 o control: 0,25 mg L™; B5: 5 mg L?;
y B10: 10 mg L™) que se emplearon para el experimento.
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Durante el experimento se realizando medidas periodicas de parametros de
intercambio gaseosos y se tomaron muestras de hojas. Al final del experimento todas

las plantas fueron cosechadas por completo.

4.2.4. Determinaciones analiticas

4.2.4.1. Parametros de crecimiento

Al final del experimento se cosecharon las plantas separando y pesando las hojas,
tallo y raiz de cada planta individualmente (8 plantas por tratamiento) mediante una
balanza de precision electronica portétil. Cada una de estas partes se introdujo en una
estufa a 65 °C durante 3-4 dias, previamente lavadas con abundante agua destilada.
Una vez seco el material vegetal, se volvio a pesar para conocer el peso seco de cada
uno de los tejidos de la planta. A partir del peso seco foliar, tallo y raiz, se calculd la
biomasa total (BT = peso seco hoja + peso seco tallo + peso seco raiz) y la relacién

parte aérea:raiz ((peso seco hoja + peso seco tallo)/peso seco raiz).

4.2.4.2. Parametros de intercambio gaseoso y fluorescencia de clorofilas

Al inicio del experimento (dia 0), durante y al final del mismo, se midieron los
parametros de intercambio gaseoso y de fluorescencia de clorofilas, tal y como se
describen en los apartados  “3.2.4.2. Pardmetros de intercambio gaseoso Yy

3.2.4.3. Parametros de fluorescencia de clorofilas”.

4.2.4.3. Determinacion de la concentracién de nutrientes minerales

Para estudiar cémo evoluciond la concentracion de Bgoiar Y determinar al final del
experimento la concentracion del resto de nutrientes en hojas y raiz), se analizaron
las muestras cosechadas tal y como se describe en el apartado

“3.2.4.4. Determinacion de la concentracidn de nutrientes minerales”.

4.2.4.4. Determinacibn de la concentracion de prolina, compuestos
amoniocuaternarios (CAQ) y carbohidratos

En las muestras, una vez secas y molidas, se midio la concentracion de prolina, CAQ
y carbohidratos, tal y como se describe en los apartados “3.2.4.5. Determinacion de
la concentracion de prolina”, “3.2.4.6. Determinacion de la concentracion de
compuestos de amonio cuaternarios (CAQ)” y “3.2.4.7. Determinacion de la

concentracion de carbohidratos”.
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4.2.4.5. Determinacién del metabolismo antioxidante en hoja

Al final del experimento, se tomaron muestras de hojas en fresco para analizar
productos relacionados con el estrés oxidativo, tales como: H,O, y MDA,
cuantificadas tal y como se describe en el apartado “3.2.4.8.1. Determinacion de la
concentracion de perdxido de hidrogeno (H.0,) y de malonildialdehido (MDA)”; y
enzimas relacionadas con el estrés oxidativo, tales como: CAT, APX, GR y SOD
cuantificadas tal y como se describe en el apartado “3.2.4.8.2. Determinacion de la

actividad de enzimas antioxidantes”.

4.2.5. Andlisis estadistico

El disefio experimental de este ensayo fue bifactorial con tres tipos de portainjertos
(citrange Carrizo, CC; mandarino Cleopatra, CL; y Forner-Alcaide n°® 5, F5) x tres
tratamientos de boro (0,25 (control), 5 y 10 mg L), con 8 plantas para cada
combinacién Portainjerto x Boro, que estaban distribuidas al azar en las mesas de
cultivo del invernadero (n=8). El analisis estadistico incluyé un ANOVA bifactorial
(Portainjerto x Boro) mediante el paquete estadistico SPSS version 19. Cuando en el
ANOVA resulto significativo (P<0.05), se aplico el test de rangos multiples de
Duncan para la separacion de medias entre los diferentes tratamientos. Los valores
que se presentan en las tablas y figuras para cada tratamiento son las medias de 8
plantas seguidas del error estandar de la media (£ ES). En el caso de las figuras y
tablas, cuando la interaccion Portainjerto x Boro fue significativa, para cada
portainjerto las letras minasculas (a,b,c para Carrizo; d,e,f para Cleopatra; x,y,z para
Forner-Alcaide n° 5) indican diferencias significativas (P<0.05) entre los

tratamientos de boro establecidas por el test de rangos multiples de Duncan.

4.3. Resultados
4.3.1. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro

En los tres portainjertos (CC, CL y F5), los sintomas de toxicidad por B comenzaron
por un amarilleamiento del &pice y de los bordes de las hojas, seguido de quemaduras
y posterior caida prematura de las mismas. En general, esa necrosis fue tanto apical
como marginal (Imagen 4.3). A los 36 dias de experimento, las plantas regadas con
10 mg L™ de B, independientemente del portainjerto, mostraron sintomas de

toxicidad en las hojas basales. Por la misma fecha, también se empez6 a apreciar una
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clorosis en las hojas de F5 regadas con 5 mg L™ de B. A los 45 dias de riego, las
plantas restantes, CC/5 mg L™? y CL/5 mg L™ de B, mostraron ya sintomas de
toxicidad por boro, siendo mas severos en citrange Carrizo que en mandarino

Cleopatra.

Citrange Carrizo Mandarino Cleopatra Forner-Alcaide n2 5

Imagen 4.3. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro en citrange Carrizo (1 y 4),
mandarino Cleopatra (2 y 5) y Forner-Alcaide n® 5 (3 y 6). 1, 2 y 3: amarilleamiento del &pice y
bordes de la hoja. 1 y 6: quemaduras (flechas negras). 4, 5 y 6: Necrosis y defoliacion prematura.

4.3.2. Pardmetros de crecimiento

En la figura 4.1 se muestran los resultados obtenidos para la biomasa seca total, asi
como para el peso seco de hoja, tallo y raiz, y la relacion parte &erea:raiz de los tres
portainjertos estudiados. Comenzando por las plantas control (sin exceso de boro en
la solucién nutritiva), se observd que el portainjerto citrange Carrizo fue el que
presentd la mayor biomasa total (261,3 g ps), seguida del hibrido Forner n® 5
(158 g ps), y por ultimo mandarino Cleopatra (128,6 g ps). Los tratamientos con boro
afectaron a las plantas de citrange Carrizo, reduciendo su biomasa total en un 20%
para las regadas con 5 mg L™ de B y en un 47% para las de 10 mg L™ de B; el
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tratamiento de 10 mg L™ también afectd a la biomasa seca total de la plantas de F5
reduciendo este parametros hasta el valor de 124,6 g ps. Por su parte, el portainjerto

CL no mostro diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la biomasa seca total, foliar, tallo y
radicular y relacion parte aére:raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-
Alcaide n° 5 (F5) a los 83 dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~,
y ™ indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada
portainjerto, las letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos maltiples de Duncan, respectivamente. Las letras
a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la
media (n=8).

En cuanto a la biomasa foliar, los tres portainjertos en condiciones control

mostraron valores muy similares dentro del rango de 54-60 g ps (Figura 4.1).
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Después de 83 dias de riego con exceso de B, las plantas de CC y F5 vieron reducida
su biomasa foliar; CC la redujo en un 32% y 78% para 5 y 10 mg L* de B,
respectivamente, y F5 en un 54% y 71%, respectivamente (Figura 4.1). Las plantas
de CL regadas con B, no mostraron diferencias significativas con respecto a su
control.

Respecto al tallo, se observa en la figura 4.1 como las plantas control que
mostraron el valor méas alto fueron las pertenecientes al portainjerto citrange Carrizo
(134,5 g ps), seguidas de las Forner n° 5 (71,4 g ps) y mandarino Cleopatra
(41,1 g ps). Los tratamientos con B afectaron a CC que vio reducido este parametro
en un 11% en las plantas regadas con 5 mg L™ de B y en un 33% en las regadas con
10 mg L™ de B; por su parte, CL y F5 tratadas con B no mostraron diferencias
significativas con respecto a sus respectivos controles (Figura 4.1).

Por ultimo, en lo referente a la biomasa radicular, se observo que de nuevo en
las plantas control el portainjerto carrizo Citrange fue el que presentd el valor mas
alto (69,6 g ps), seguido de Forner n°® 5 (31,8 g ps) y de mandarino Cleopatra
(26,89 g ps). En las plantas de CC, tras los 83 dias de ser regadas con exceso de B, el
tratamiento que mas afecté al crecimiento radicular fue el de 10 mg L™ de B,
reduciéndolo en un 50% respecto al control; sin embargo, las plantas de CL/5 mg L™
y CL/10 mg L™ de B redujeron el crecimiento en un 64%, ambas con respecto al
control. En las planta F5 no hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos
de B (Figura 4.1).

Observando los resultados obtenidos en la figura 4.1, se puede comprobar
coémo en el caso del portainjerto citrange Carrizo la disminucion de la biomasa total,
independientemente de la dosis de boro aplicada, fue a consecuencia de una
disminucion tanto de la parte aérea (hojas + tallo) como de la radicular, por lo que la
relacion parte aérea:raiz no se alterd. En el caso de mandarino Cleopatra, el boro
afectd a la raiz pero no a la parte aérea lo que origind que la relacion parte aérea:raiz
aumentara a consecuencia del exceso de B (Figura 4.1). Por el contrario, en las
plantas del portainjerto Forner n° 5, si se vio afectada su biomasa folia, pero no la
raiz; en consecuencia, la relacion parte aérea:raiz en estas plantas regadas con exceso

de B se redujo con respecto a la de las plantas control (Figura 4.1).
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4.3.3. Concentracion boro en los diferentes tejidos de las plantas

En los tres portainjertos estudiados, el empleo de aguas con exceso de B
(5 y 10 mg L™ supuso un incremento gradual en la concentracion de Bigiar @ l0 largo
de todo el experimento, como se puede ver en la figura 4.2. En condiciones de no
estrés (sin B), se observo que los tres portainjertos se movieron en valores estables de
boro en hojas (Briiar) entre 32-53 mg kg™ ps a lo largo de los 83 dias de experimento.
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Figura 4.2. Evolucion de la concentracién de Byiar €N respuesta al exceso de B en citrange Carrizo,
mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 durante los 83 dias que durd el experimento. “ns” indica
significa diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias significativas para P<0.01 y
0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras mindsculas diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de
Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; X,y,z para F5. La barra

vertical indica el error estandar de la media (n=8).
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Tabla 4.2. Andlisis de la varianza de la concentracion de Bysiar para los factores:
portainjerto, tratamientos de boro (B) y su interaccion.

ANOVA - B foliar (mg kg™ ps)

Factor Principal 0 dias 22 dias 50 dias 83 dias
Portainjerto ns Fhx faleie *
Boro nS *k*k *k*k *k*k
Port. x Boro ns e Hxx *

“ns” indica significa diferencias no significativas al 95% (n=8); "~y "~ indican diferencias
significativas para P<0.05 y 0.001, respectivamente.

Por su parte, como era de esperar, en las plantulas con exceso de B fue donde
se observaron las diferencias entre portainjertos (Figura 4.2). A los 22 dias de
experimento, las plantas de mandarino Cleopatra regadas con exceso de B,
independientemente de la dosis empleada, no presentaron valores superiores a los
400 mg kg™ ps de Bioiiar, al igual que ocurrié con las plantas de F5/5 mg L™ de B
(307 mg kg™ ps). Las plantas de Forner n° 5 regadas con agua que contenian
10 mg L™ de B, presentaron una concentracién de Bioiiar €n torno a los 455 mg kg™ ps
(Figura 4.2). Citrange Carrizo, por su parte, fue el portainjerto que presentd los
valores més altos de Brjiar pOr esa fecha, siendo una concentracion de 480 mg kg™ ps
para las plantas CC/5 mg L™ y de 620 mg kg™ ps para las CC/10 mg L™ (Figura 4.2).

A los 50 dias de experimento, en la figura 4.2, se observé como las plantas de
citrange Carrizo regadas con 5y 10 mg L™ de B volvieron a ser las que presentaron
la mayor concentracion de Broiiar (730 y 930 mg kg™ ps, respectivamente). Mandarino
Cleopatra sufrié un incremento bastante pronunciado del Byojiar durante este periodo,
pasando a alcanzar los 539 mg kg™ ps en las plantas regadas con 5 mg L™ de B y los
768 mg kg™ ps en las regadas con 10 mg L™ de B (Figura 4.2). Por Gltimo, se
observé que las plantas de Forner n° 5, tanto las regadas con 5 mg L™ como las de
10 mg L™ de B, fueron las que menos incrementaron la concentracion de Biojiar
respecto a la cosecha anterior, presentando valores de 339 y 653 mg de B kg™ ps,
respectivamente (Figura 4.2).

Al final del experimento, tras 83 dias de tratamientos con exceso de B, se
mantuvo estas diferencias en la concentracion de Bgojiar €N 10s tres portainjertos,
siendo ese incremento mayor en las plantas regadas con 10 mg L™ de B que en las
regadas con 5 mg L™ de B, independientemente del portainjerto (Figura 4.2). En el
portainjerto citrange Carrizo las plantas regadas con 5 y 10 mg L™ de B alcanzaron

valores de By de 9458 y 11355 mg kg™ ps, respectivamente, es decir,
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incrementaron su concentracion aproximadamente unas 32 y 38 veces mas que su
control (29,57 mg de B kg™@ ps), respectivamente. Por su parte, las plantas de
mandarino Cleopatra regadas con 5y 10 mg L™ de B alcanzaron valores de Byojiar de
608,1y 1154,5 mg kg™ ps, respectivamente; asi que, incrementaron su concentracion
aproximadamente unas 15 y 28 veces més que su control (41,22 mg kg™ ps de Brojiar),
respectivamente. Por ltimo, las plantas del hibrido Forner n°® 5 regadas con
5y 10 mg L™ de B alcanzaron valores de Bioiar de 681,9 y 10453 mg kg™ ps,
respectivamente; por lo que, incrementaron su concentracion aproximadamente unas
16 y 24 veces mas que su control (43,90 mg de kg™ ps de Brojiar), respectivamente.
Respecto al tallo, las plantas control que mostraron los valores més bajo de B
fueron las de citrange Carrizo (14,8 mg kg™ ps); por su parte, mandarino Cleopatra y
Forner n° 5 mostraron los valores mas altos en torno a los 28,8 y 28,53 mg kg™ ps de

B, respectivamente (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracidn de boro en tallo y
raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) a los 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias
significativas para P<0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras mindsculas
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para
CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=8).

En el portainjerto mandarino Cleopatra, se observé que los dos tratamientos
con B afectaron a la concentracion de este elemento en el tallo; mientras que el
tratamiento con 5 mg L™ lo incrementd hasta 2 veces més que el control, el
tratamiento de 10 mg L™ lo incremento en 3 veces més (Figura 4.3). En el caso de

citrange Carrizo y Forner n° 5, la concentracion de boro en el tallo fue similar para
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los dos tratamientos con exceso de B, siendo para citrange Carrizo una media de
74,89 mg kg™ ps mientras que para Forner n° 5 fue de 64,35 mg kg™ ps (Figura 4.3).
Por Gltimo, en relacion a la concentracion de Byagicular, S€ Observo en el
tratamiento control que los portainjertos con los valores mas bajos fueron
portainjerto CC (16,6 mg kg™ ps) y CL (17,1 mg kg™ ps); F5, por su parte, mostro el
valor més alto en torno a los 27 mg kg™ ps de Bragicuiar (Figura 4.3). En el patrén
mandarino Cleopatra y en su hibrido Forner n° 5, se observé que los dos tratamientos
con B afectaron a la concentracion radicular de este elemento incrementandolo de
manera proporcional a la concentracion de solucion nutritiva (Figura 4.3). Las
plantas CL/5S mg L'y CL/10 mg L™ de B incrementaron hasta 3 y 5 veces,
respectivamente, en comparacion a su control; mientras que las plantas F5/5 mg L™y
F5/10 mg L™ de B la incrementaron hasta 2 y 3 veces mas, respectivamente, que su
control (Figura 4.3). En el caso de las plantas de citrange Carrizo, el exceso de B
incrementd en 6 veces este elemento con respecto a su control en los dos
tratamientos (Figura 4.3). De lo comentado anteriormente, hay que destacar que las
hojas fueron el tejido donde mas se acumulé el boro, seguidas de la raiz y el tallo

(hoja > raiz > tallo).

4.3.4. Pardmetros de intercambio gaseoso v fluorescencia de clorofilas

A largo del experimento se hicieron medidas de los parametros de intercambio
gaseoso tasa de asimilacion neta de CO, (Acop) Yy transpiracion foliar (Ejear), y CON
estos datos se calcularon el uso eficaz del agua (UEA= Aco2/Eear) Y la concentracion
de CO, subestomatico (C;). En la tabla 4.3 se indican los datos de todos estos
parametros como media de los valores obtenidos en todos los muestreos para cada
portainjerto en el tratamiento control. Se puede observar que el portainjerto que en
condiciones control mantuvo una mayor actividad fotosintética fue Forner n°® 5
(15,85 umol m?s™), seguido de citrange Carrizo (10,04 pmol m?s™) y, por dltimo,
mandarino Cleopatra (8,18 umol m™ s™). Centrandonos en la transpiracién de los
portainjertos, observamos que las plantas de Forner n® 5 presentan la tasa de
transpiracion més alta (4 mmol m? s™), mientras que las plantas de mandarino

Cleopatra y citrange Carrizo la tienen en torno a 3 mmol m?s™.
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Tabla 4.3. Efecto del portainjerto sobre la tasa de asimilacion neta de CO; (Acoy), la
transpiracion foliar (Ejea), la conductancia estomatica (gs), el uso eficiente de agua
(WUE) vy la concentracion de CO, subestomatica (C;) en plantas del tratamiento
control (0,25 mg L™ de B) en el tramo final del experimento.

Tratamiento de 0,25 mg L™ de B
Portainjerto Aco» Eeat Os WUE Ci
Citrange Carrizo 10,04 b 3,06 b 185,5b 3,42 ab 236,2b
Mandarino Cleopatra 8,18 c 2,96 b 2253 b 3,05b 270,1a
Forner-Alcaide n°5 15,85a 4,00 a 362,3 a 4,03 a 252,1 ab
ANOVA ey s —my * s

“ indican diferencias significativas para P<0.001. Para cada columna, las letras mindsculas
diferentes indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el
test de rangos multiples de Duncan (n=6).

En la figura 4.4 se representan la Aco2 Y Ejesr de cada portainjerto regados con
los tratamientos de 5y 10 mg L™ de B, como porcentaje relativo a los valores del
tratamiento control (0,25 mg L™ de B; tabla 4.3) para cada uno de los dias que se
hicieron las medidas. Respecto a la evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO,y
de la transpiracion a lo largo de todo experimento, se puede observar como los
portainjertos se comportaron de forma diferente ante el exceso de boro en cuanto a la
fecha de medida y la disminucion de estos pardmetros.

A los 22 dias de empezar los tratamientos de B, las plantas de citrange
Carrizo disminuyeron la transpiracion foliar en los tratamientos de 5y 10 mg L™ de
B; mientras que en las otros dos portainjertos no se observaron alteraciones ni en la
Acoz ni en la Ear. A los 50 dias es cuando ya se ven afectados notablemente estos
parametros en las plantas de citrange Carrizo y Forner n® 5, que se intensificaron ain
mas en las medidas al final del experimento (dia 83). En el caso de las plantas de
mandarino Cleopatra fue en esta fecha, a los 83 dias, donde observamos que la Acoz

y Eiear disminuyeron significativamente.
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Figura 4.4. Evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO, (Aco) Y €n la transpiracién en respuesta
al exceso de B en citrange Carrizo, mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 durante los 83 dias que
dur6 el experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~,  y ~ indican diferencias
significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minGsculas
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras mindsculas a,b,c se utilizan para
CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=6).

147



Universidad Miguel Hernandez

Tabla 4.4. Andlisis de la varianza de la asimilacion neta de CO; (Aco2) Y de la
transpiracion foliar (Ejr) para los factores: portainjerto, tratamientos de boro (B) y
su interaccion.

0 dias 22 dias 50 dias 83 dias

Factor Principal ANOVA-Asimilacién neta de CO; (Acoy)
Portainjerto ns ns il Fhx
Boro ns Fkk * Fkk
Port. x Boro ns ns e xx

ANOVA-Transpiracion foliar (Ejear)
Portainjerto ns ns * Fhx
Boro ns ns *x ol
Port. x Boro ns ns * kol

“ns” significa diferencias no significativas al 95% (n=6); *, "y~ indican diferencias significativas
para P<0.05, 0.01y0.001, respectivamente.

Centrandonos en los datos de Aco. que se obtuvieron al final del
experimento, se observo gque en las plantas sometidas a exceso de B, en CC se vio
una disminucién del 56% y del 89% para los tratamientos de 5 y 10 mg L™ de B,
respectivamente, en comparacion con el control (A los 83 dias; figura 4.5). Para CL,
en los tratamientos control y 5 mg L* de B, no se observaron diferencias
significativas entre ambos; pero si de estos con el tratamiento de 10 mg L™ de B, que
vio reducida su Aco, en un 74% con respecto a los otros dos (Figura 4.5). En el
portainjerto F5, se vio que el exceso de B afectd de manera dréstica a la Aco:
disminuyéndola en un 69% en los dos tratamientos.

Para la conductancia estomatica (gs), el portainjerto CC en condiciones de
exceso de B, independientemente del tratamiento, vio reducida gs en un 66% con
respecto al control (Figura 4.5). Por su parte CL, no mostro diferencias significativas
entre el control y el tratamiento de B intermedio (5 mg L™); pero si existieron
diferencias significativas entre estos y el tratamiento de méaximo estrés (10 mg L™),
que redujo este pardmetro en un 55% (Figura 4.5). En cambio, F5 mostré una
reduccion del 48% para el tratamiento de 5 mg L™ de B y del 82% para el de
10 mg L™ de B.
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Figura 4.5. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la conductancia estomatica (gs), uso
eficiente del agua fisiol6gico (UEAsisioisgico = Acoz/Eiear) Y CONcentracion de CO, subestomatico (C;) en
citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, ~ y ~ indican diferencias
significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras
minasculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05

establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan

para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=6).

Con respecto al UEA, tras los 83 dias con exceso de B, las plantas de citrange
Carrizo redujeron este parametro un 33% y un 75% para los tratamientos de
5y 10 mg L de B, respectivamente (Figura 4.5). En cambio, mandarino Cleopatra
solo redujo este parametro en el tratamiento de 10 mg L™ de B (un 59% respecto al
control y a5 mg L™); mientras que Forner n® 5 solo redujo su UEA en el tratamiento
de 5 mg L™ de B (un 29% respecto a los otros dos tratamientos; figura 4.5).

En cuanto a la concentracion de CO, subestomatico (C;), no hubo diferencias
significativas para la interaccion Portainjerto x Boro, pero si para ambos factores de
forma independiente (Figura 4.5). El portainjerto que presento el valor més alto de C;

fue mandarino Cleopatra (280 umol mol™), sequido de Forner n° 5 (254 pmol mol™)
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y por Gltimo citrange Carrizo (223 pmol mol™). En cuanto al tratamiento de B que
presentd el valor mas alto de CO; intercelular fue el de mayor concentracion de B
(10 mg L™) con un valor en torno a los 268 umol mol™, por su parte el control y el de
5 mg L™ de B presentaron valores por debajo de los 250 umol mol™ (Figura 4.5).

En cuanto a los parametros de fluorescencia estudiados, se observé que para
la ®pg); en condiciones control, el Gnico portainjerto que sobrepaso la barrera de los
0,4 fue citrange Carrizo; mandarino Cleopatra y el hibrido Forner n° 5 se quedaron
por debajo (0,352 y 0,394, respectivamente). El tratamiento de B que més afectd a la
eficacia fotoquimica del PSII en CL fue el de 10 mg L™ de B, que vio reducido este
parametro a la mitad con respecto a su control; por su parte las plantas de CL regadas
con 5 mg L™ de B no mostraron diferencias significativas con el control (Figura 4.6).
En el hibrido F5, se comprobé que en el tratamiento de 5 mg L™ de B aumentd este
parametro en un 28% con respecto al control (Figura 4.6). Por su parte, citrange
Carrizo no mostré diferencias significativas entre los tres tratamientos de boro.

Para P en condiciones control, se observo que los tres portainjertos
presentaban valores proximos a 0,63 (CC = 0,679; CL = 0,593; y F5 = 0,609), tal y
como muestra la figura 4.6. Una vez finalizada la experiencia, el tratamiento que mas
afectd al qP en CL fue el de 10 mg L™ de B que vio reducido este parametro a la
mitad con respecto al control (0,264); las plantas de CL regadas con 5 mg L™ de B
no mostraron diferencias significativas con el control (Figura 4.6). En F5 se
comprobé, al igual que pasaba con ®ps), que en el tratamiento de 5 mg L™ de B
aumento el “Quenching fotoquimico™ en un 21% con respecto al control (Figura 4.6).
Por el contrario, en las plantas de citrange Carrizo regadas con 5 mg L™ de B,
redujeron su valor en un 28% con respecto al control (Figura 4.6).

Por ultimo, en lo referente a la eficiencia de las antenas en el PSII (Fv’/Fm’),
se comprob6 que los portainjertos con los valores mas altos fueron citrange Carrizo
(0,688) y Forner n° 5 (0,676); por su parte, mandarino Cleopatra apenas supera el
valor de 0,6 (Tabla 4.1), donde los tratamientos de boro no alteraron este parametro

en ningun portainjerto.
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Figura 4.6. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la eficacia fotoquimica del PSII
(Dpsy1), la eficiencia de las antenas en el PSII (Fv’/Fm’) y el coeficiente “Quenching Fotoquimico”
(gP) en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n® 5 (F5) tras 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, ~ y  indican diferencias
significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras
minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan
para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=6).

4.3.5. Concentracion de nutrientes minerales

Como hemos visto en el capitulo anterior en condiciones normales de riego la
concentracion mineral es diferente segun el portainjerto. En general, podemos decir
que las plantas de CC y F5 tuvieron mayor concentracion foliar de K que CL; y que
plantas de CC tuvieron la mayor concentracion de P (Tabla 4.5). Al incrementar la

concentracion de B en la solucion nutritiva se incrementd progresivamente la
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concentracion foliar de Mg, y la concentracion de K, aunque en este elemento no

hubo diferencias significativas entre 5y 10 mg L™ de B (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de macronutrientes (K, Ca, Mg y P) foliar en citrange Carrizo,
mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 tras 83 dias de experimento.

Hoja (mg g™ ps)
Factor Principal K Ca Mg P

Portainjerto Carrizo 220a 214 a 34 21a
Cleopatra 185b 171b 3,1 15¢c

Fornern®5 215a 15,3 b 3,4 18b
Boro 0.25mg L 19.3b 17.3b 29¢ 1,8ab
5mgL? 204b 195a 33b 16b

10mgL? 223a 170b 37a 20a

Portainjerto x Boro

Carrizo 0.25mgL? 21,8 16,8 a 3.2 2,1b
5mgL? 21,3 185a 3,2 1,8b

10mgL? 23,0 10,7b 38 25a

Cleopatra 0.25mg L 158 199e 2,6 1,5d
5mgL* 188 23,7d 3,2 1,5d

10mgL? 21,0 20,6 de 35 1,4d

Forner n°5 0.25mg L™ 20,3 151y 3,0 1,8 x
5mgL* 21,2 16,2y 34 15y

10mgL? 22,9 19,8 x 3.8 2,1x

Portainjerto i ) “hd ns faleled
Boro ** * *k*k *kk

Port. x Boro ns el ns *

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ", "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para los factores Portainjerto y Boro y para cada portainjerto
en la interaccion, las letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en la interaccién: a,b,c para C; d,e,f
para CL; x,y,z para F5. En la interaccion los valores son la media de 8 repeticiones.

Este comportamiento del Mg y K, ante los tratamientos altos de boro no
dependieron del portainjerto. Lo que si sucedidé en el caso de Ca y P; asi la
concentracion de Ca disminuyé significativamente para las plantas de citrange CC a
10 mg L de B; aument6 en CL en el tratamiento de 5 mg L™ de B; e increment6
significativamente en el caso de F5 en el tratamiento de 10 mg L™ de B con respecto
al control (Tabla 4.5). En la concentracion foliar de P observamos que aumento la
concentracién en plantas CC/10 mg L™ de B, no fue alterado en las plantas de CL
con los tratamientos de boro y disminuyd en las plantas de F5/5 mg L™ de B.

Respecto a la concentracion mineral de la raiz, en las plantas control hubieron
de nuevo diferencias significativas entre los portainjertos (Tabla 4.6). En general

podemos observar que las raices de las plantas de CC mostraron la concentracion
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mas alta en K, Ca, Mg y P, aunque este Gltimo no vari6 con respecto a las plantas de
CL. Con respecto a los tratamientos de boro observamos que el de mayor
concentracion (10 mg L™) disminuy® la concentracién de Mg en los tres portainjertos
(Tabla 4.6). En el caso del P, se observa que el incremento progresivo de boro en la
solucion nutritiva disminuy6 paralelamente la concentracion de este elemento en
citrange Carrizo, no observandose alteraciones de este nutriente con los tratamientos

de boro en los otros dos portainjertos (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de macronutrientes (K, Ca, Mg y P) radicular en citrange Carrizo,
mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 tras 83 dias de experimento.

Raiz (mg g™ ps)

Factor Principal K Ca Mg P
Portainjerto Carrizo 21,1a 13,7 a 2,3b 20a
Cleopatra 16,0b 9,3b 26a 2,0a
Fornern®5 13,2b 9,0b 18¢c 16D
Boro 0.25mg L™ 16,8 11,0 23a 21a
5mgL? 16,2 112 23a 19b
10mgL*! 17,4 9,8 2,0b 16b

Portainjerto x Boro

Carrizo 0.25mg L 22,2 14,3 2,5 25a
5mg L? 20,5 15,3 2,5 2,0b
10 mg L 20,7 11,6 1,9 15¢
Cleopatra 0.25mg L 14,3 10,1 2,7 2,1d
5mgL*? 14,0 9,4 2,7 1,94
10mgL*? 19,9 8,5 2,3 1,94
Forner n°5 0.25mg L 14,0 8,8 1,7 18x
5mgL? 14,2 8,9 1,8 1,7 x
10mgL*! 11,4 9,4 1,7 1,4 x
PO rtal nj e rto *kk *k*k *k*k *k*k
Boro ns ns *x faiaed

Port. x Boro ns ns ns *

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ", "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para los factores Portainjerto y Boro y para cada portainjerto
en la interaccion, las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en la interaccién: a,b,c para C; d,e,f
para CL; x,y,z para F5. En la interaccion los valores son la media de 8 repeticiones.

Pasando a analizar los principales micronutrientes en hojas de citricos, en el
tratamiento control, vemos que las plantas de citrange Carrizo tienen la mayor
concentracion de Fe, Cu, Mn y Zn; aunque en este nutriente no existen diferencias
con respecto a las plantas de F5 (Tabla 4.7). Con respecto a los tratamientos de alta

concentracion de boro vemos que en el Fe y el Cu el comportamiento es similar para
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los tres portainjertos; en el Fe se observa una mayor concentracion en plantas regadas
con 5 mg L™ de B respecto a aquellas procedentes del tratamiento de 10 mgL™ de B;
y la concentracién Cu aumenta para el tratamiento de 10 mg L™ de B. En el Mn'y Zn
si que se dio una interaccion positiva portainjerto x boro (Tabla 4.7). En el Mn, las
plantas de citrange Carrizo y Forner n° 5 el tratamiento de 10 mg L™ de B
incrementaron la concentracion, mientras que en mandarino Cleopatra disminuyé
respecto a los otros dos tratamientos. En el caso del Zn, también vemos que las
alteraciones se producen en este tratamiento de 10 mg L™ de B, incrementando la
concentracion en plantas de citrange Carrizo y mandarino Cleopatra, mientras que en
Forner n° 5 fue mayor en el tratamiento de 5 mg L™ de B respecto al tratamiento de
10 mg L™ de B.

Tabla 4.7. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Na, S y Zn) foliar en citrange Carrizo,
mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 tras 83 dias de experimento.

Hoja (mg kg™ ps)

Factor Principal Fe Cu Mn Zn
Portainjerto Carrizo 309,0a 481b 56,0 a 27,26 a
Cleopatra 90,6 c 2,56 ¢ 34,7¢ 20,10 b
Forner n° 5 1729b 6,85 a 452 b 28,35a
Boro 0.25mg L™ 209,1 ab 4,12 b 51,0a 22,58
5mgL* 266,5 a 4,69 b 46,8 a 27,38
10 mg L? 168,8 b 541a 38,0b 25,76
Portainjerto x Boro
Carrizo 0.25mg L™ 375,1 3,58 69,8 a 22,49 b
5mg L* 463,3 4,38 60,1a 25,58 b
10mgL? 304,5 6,48 381b 33,72 a
Cleopatra 0.25 mg Lt 73,2 2,48 33,2d 17,62 ¢
5mgL* 101,7 2,41 33,9 de 20,41 de
10 mg L 96,9 2,79 370¢e 22,65d
Forner n°5 0.25mg L 179,2 6,30 50,1 x 27,64 xy
5mg L* 2344 7,29 46,6 x 36,14 x
10 mg L 105,1 6,97 389y 21,29y
Portal njerto *kk *kk *kk *kk
Boro *kk * *kk ns
Port. x Boro ns ns ookl ookl

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~y = indican diferencias significativas para
P<0.05y 0.001, respectivamente. Para los factores Portainjerto y Boro y para cada portainjerto en la
interaccion, las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en la interaccién: a,b,c para C; d,e,f
para CL; x,y,z para F5. En la interaccion los valores son la media de 8 repeticiones.

En cuanto los micronutrientes en la raiz, en el tratamiento control, fueron las

plantas de Forner n°® 5 quiénes mostraron la mayor concentracion de Fe y Cu,
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mientras que en las plantas de citrange Carrizo se observé la mayor concentracion de
Zn (Tabla 4.8). Los tratamientos de boro afectaron a la concentracion de Fe, aunque
este efecto dependié del portainjerto. En plantas de CC/10 mg L?, F5/5 mg L™ y
F5/10 mg L™ disminuyé la concentracién respecto al tratamiento control; mientras
que en plantas de CL/10 mg L™ la concentracion de Fe se incrementd en relacion a
CL/5mg L™y CL/0,25 mg L™ (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Na, S y Zn) radicular en citrange
Carrizo, mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 tras 83 dias de experimento.

Raiz (mg kg ps)

Factor Principal Fe Cu Mn Zn
Carrizo 796,6 a 22,08b 330,8 50,89 a
Portainjerto Cleopatra 566,2 b 14,35 b 288,8 32,84c¢
Fornern°5 913,0a 56,82 a 240,3 43,28 b
0.25mg L 809,1 32,14 251,8 42,92
Boro 5mg L™ 761,1 30,12 2855 40,87
10mgL™? 705,6 30,99 322,7 43,23
Portainjerto x Boro
0.25mg L 8382 a 17,19 317,4 51,21
Carrizo 5mgL* 972,3a 20,56 337,4 50,29
10 mg L? 5794 b 28,49 337,6 51,18
0.25mg L™ 533,1e 14,12 164,5 31,89
Cleopatra 5mg L™ 507,7 e 14,76 299,5 28,85
10 mg L? 657,8d 14,16 402,4 37,79
0.25mg L 1056,1 x 65,11 2735 45,65
Forner n°5 5mg L™ 803,2y 55,03 219,6 43,47
10 mg L 879,7y 50,33 228,0 40,72
Portainjerto faiaed Fkk ns falaed
Boro ns ns ns ns
Port. x Boro *x ns ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; =y indican diferencias significativas para
P<0.01 y 0.001, respectivamente. Para los factores Portainjerto y Boro y para cada portainjerto en la
interaccion, las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en la interaccién: a,b,c para C; d,e,f
para CL; x,y,z para F5. En la interaccion los valores son la media de 8 repeticiones.

4.3.6. Concentracidn de carbohidratos

En lo que respecta al andlisis de azucares solubles en hoja (ASiiar) al final del
experimento (a los 83 dias), se observd que CL fue la que presentd la concentracion
més alta (41,3 mg g™ ps), seguida de F5 y de CC (32,8 y 32,4 mg g” ps,

respectivamente).
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Por su parte, el tratamiento de B de 5 mg L™ de B en plantas de citrange
Carrizo redujo los ASiiar €n Un 29%, con respecto a su control (Figura 4.7). Por el
contrario, en plantas de mandarino Cleopatra y del hibrido Forner n° 5, el tratamiento
que més afectd a la concentracion de ASqiar fue el de 10 mg L™, que las redujo en un
57 y 36%, respectivamente, en comparacion a sus controles (Figura 4.7). En cuanto
al anélisis de azlcares reductores en hoja (ARioiar), éste revelé que CL fue el
portainjerto que mostré el valor mas alto, por encima de los 40 mg g* ps, en
condiciones normales de B (0,25 mg L™; figura 4.7); y muy por debajo encontramos
al hibrido F5 (21,4 mg g™ ps) y a CC (18,53 mg g™ ps). En condiciones de exceso de
B, los tratamientos F5/5 mg L™ y F5/10 mg L™ presentaron una disminucién del 15 y
del 37%, respectivamente; a CL solo le afectd el tratamiento de mayor concentracién
de B (10 mg L™), reduciendo los ARsixr hasta la mitad, respecto a los otros dos
tratamientos (0,25 y 5 mg L; Figura 4.7). En CC, no se observaron diferencias
significativas para este parametro entre los distintos tratamientos ensayados.

Tal y como muestra la figura 4.8, es importante sefialar que en las hojas de
mandarino Cleopatra la mayoria de los azlcares solubles estan en fase reductora
(relacion AR/AS ~ 1,0; en tanto por 1); mientras que citrange Carrizo y Forner n° 5
presentaron la relacion AR/AS (en tanto por 1) en torno a 0,69 y 0,66,
respectivamente. Es decir, alrededor del 66-69% de los azucares solubles totales
estan en forma de azlcares reductores. Esta relacion no se vio afectada por los
tratamientos de boro en ninguno de los tres portainjertos.

Pasando al tallo, para los AS de este tejido, apenas se vieron diferencias entre
los tres portainjertos en condiciones control (CC = 3965 mg g' ps;
CL =32,35mg g’ ps; y F5 = 32,84 mg g ps). No obstante, las plantas regadas con
B a niveles altos si que mostraron diferencias, aunque el efecto dependio del
portainjerto. En primer lugar, las plantas de CC/5 mg L™y CC/10 mg L de B
sufrieron una disminucidon en la concentracion de AS del 14 y 28%, respectivamente
(Figura 4.7). En segundo lugar, en CL el Unico tratamiento que afectd a los AS fue el
de 5 mg L de B, que indujo un aumento en la concentracion de éstos hasta alcanzar
el valor de 41,57 mg g* ps. Por Gltimo, en F5 el exceso de B produjo una
disminucién de los AS, pasando a una concentracién de 27,17 mg g ps,
independientemente del tratamiento con exceso de B que se aplicara (Figura 4.7). En
cuanto a los azlcares reductores (AR) en tallo, se observo en condiciones control que

el portainjerto que presentd la concentracion mas alta en este tejido fue
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CL (9,34 mg g ps), seguido de CC (6,58 mg g™ ps) y, por Gltimo, F5 con un valor
por debajo de los 2 mg g™ ps (Figura 4.7). En las plantas de mandarino Cleopatra, se
comprobé que los tratamientos de 5y 10 mg L™ afectaron a la concentracién de AR
aumentandola en un 45 y disminuyéndola en un 79%, respectivamente (Figura 4.7).
En CC y F5, el Gnico tratamiento con B que afecté fue el de 5 mg L™ de B, pero de
manera diferente; mientras que en plantulas de CC disminuy6 la concentracion con
respecto al control, en F5 la aumento6 hasta alcanzar aproximadamente el doble que
su control (Figura 4.7).

Volviendo a la figura 4.8 se puede observar como la relacion AR/AS en el
tallo fue afectada tanto por el portainjerto como por el tratamiento de boro. En
condiciones control, en las plantas de mandarino Cleopatra los AR representaron el
30% de todos los azucares solubles totales; mientras que en citrange Carrizo y Forner
n® 5 este porcentaje fue mucho mas bajo, 15% y 5%, respectivamente. En las plantas
que fueron tratadas con exceso de B, esa relacion también vario. En citrange Carrizo,
se observaron diferencias significativas entre los dos tratamientos de exceso de B, en
donde las plantas regadas con 5 mg L™ mostraron una relacién AR/AS del 0,14 y las
regadas con el doble de B (10 mg L) mostraron una relacién de 0,21 (Figura 4.8).
En mandarino Cleopatra, los dos tratamientos con exceso de B mostraron diferencias
con el control; mientras CL/5 mg L™ aumenté la relacién AR/AS hasta alcanzar el
0,41, las de CL/10 mg L™ lo redujeron por debajo de 0,1 (Figura 4.8). Por tltimo, en
las plantas de Forner n° 5 ser observé que el Unico tratamiento que tuvo algun efecto
sobre esta relacion fue el de 5 mg L™ de B que la aumento hasta 0,11 (Figura 4.8).

En lo referente a la concentracion de azucares solubles totales en raiz
(ASragicular), N0 se observaron diferencias significativas entre los tratamientos ni en
CL ni en F5, estando todos los valores comprendidos dentro del rango
16,0-23,5 mg g* ps (Figura 4.7). Por su parte, CC si que presentd diferencias
significativas, entre las plantas control (21,36 mg g™ ps) y las regadas con 5 mg L™
de B (16,06 mg g™ ps). En cuanto a 10s ARagicutar, S€ Observé que en condiciones
estandar el portainjerto que mostré la concentracién mas alta fue CC con 5,20 mg g™
ps, seguido de F5 con 4,74 mg g™ ps'y de CL con 4,54 mg g™ ps (Figura 4.7). En las
plantas de CC, el Unico tratamiento que afecté a la concentracion de AR agicutar,
disminuyéndola hasta 3,40 mg g ps, fue el de 5 mg L™ de B. En el resto de
portainjertos, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos

(Figura 4.7). Para la relacion AR/AS en raiz, se comprobo que independientemente
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del portainjerto y del tratamiento aplicado, los valores se situaban dentro del

intervalo 0,20-0,26 (Figura 4.8) y no fueron afectados por estos factores.
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Figura 4.7. Efectos de la concentracién de B en la solucién nutritiva sobre la concentracion de
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mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n°® 5 (F5) tras 83 dias de experimento. “ns” significa

diferencias no significativas al 95%; ",

*%

y ™" indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y

0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras mindsculas diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos mdltiples de
Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de la media (n=8).
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Figura 4.8. Efectos de la concentracion de B en la solucion nutritiva sobre la relacion AR/AS en hoja,
tallo y raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83
dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95% y ~ indica diferencias
significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras mindsculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de
rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z
para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=8).

En cuanto al almidon foliar y teniendo en cuenta como factor principal al
portainjerto, en la tabla 4.9 se observd como el patron que presentd méas almidén,
independientemente del tratamientos, fue CC con 19,7 mg g™ ps, seguido de F5 con
15,6 mg g™ ps v, por Gltimo, CL con 11,9 mg g™ ps. Por otro lado, teniendo en cuenta
como factor principal a los tratamientos de B (independientemente del portainjerto),
las plantas regadas con la mayor concentracion de boro (10 mg L™), fueron las que
mostraron los niveles més altos de este azucar de reserva (17,1 mg g™ ps); mientras
que las plantas control fueron las que presentaron los mas bajos, siendo estos
inferiores a 15 mg g™ ps (Tabla 4.9). En el tejido radicular en condiciones de no
exceso de B (control), citrange Carrizo presentd aproximadamente entre 3-3,5 veces
menos almidén que mandarino Cleopatra y que su hibrido Forner n® 5 (18,1 y
15,7 mg g ps, respectivamente). En CC, el tratamiento que mostré el valor mas alto
de almidén radicular fue el de 5 mg L™ de B; por su parte, las plantas control y las
tratadas con 10 mg L™ de B no mostraron diferencias significativas entre ellas
(Tabla 4.9). En el caso de F5, se detectd6 mas concentracion de almidon en el
tratamiento de maximo concentracién de B (10 mg L™) con un valor entorno a los

22 mg g™ ps; las plantas control y las de 5 mg L™ de B no mostraron diferencias entre
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ellas (15,7 y 16,3 mg g™ ps, respectivamente; tabla 4.9). Por Gltimo, en CL el analisis
estadistico no reveld diferencias significativas entre los tres tratamientos (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Efectos de la concentracion de B en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de almidon y compuestos amoniocuaternarios (CAQ) foliar y radicular
en citrange Carrizo, mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 tras 83 dias de
experimento.

Almidon_Hoja Almidon_Raiz  CAQ_Hoja CAQ_Raiz

(mg g™ ps) (mg g™ ps) (mg g*ps) (mgg™ps)
Portainjerto  Carrizo 19,70 a 591b 6,50 4,56 a
Cleopatra 11,89¢ 18,86 a 6,30 1,88b
Fornern®5 15,62 b 18,02 a 6,65 181b
Boro 0.25mg L™* 14,70 b 12,97 6,46 2,67
5mg L™ 15,38 ab 14,86 6,58 2,81
10mgL™ 17,14 a 14,96 6,40 2,77
Portainjerto x Boro
Carrizo 0.25mg L™ 18,43 511b 6,33 4,46
5mg L™ 19,47 711a 6,77 4,44
10 mg L™* 21,19 5,49 b 6,39 4,79
Cleopatra  0.25mg L™ 10,91 18,08 ¢ 6,16 1,71
5mg L™ 11,49 21,16 6,55 2,00
10mg L™ 13,29 17,34 e 6,19 1,92
Fornern®5 0.25mg L™ 14,75 15,70y 6,90 1,84
5mg L™ 15,19 16,30y 6,43 2,00
10 mg L™* 16,93 22,06 x 6,61 1,60
Portainjerto o ey ns ey
Boro falalel ns ns ns
Port. x B ns * ns ns

“ns” indica diferencias no significativas al 95%; "y indican diferencias significativas para P<0.05
y 0.001, respectivamente, entre los tratamientos. Para los factores Portainjerto y Boro y para cada
portainjerto en la interaccién, las letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas para
P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en la interaccién: a,b,c para
C; d,e,f para CL; x,y,z para F5. En la interaccién los valores son la media de 8 repeticiones.

4.3.7. Concentracion de CAQ v prolina

En lo relativo a los compuestos amoniocuaternarios (CAQ) cuantificados en hoja, tal
y como muestra la tabla 4.9, no se observaron diferencias significativas ni a nivel de
portainjerto ni a nivel de tratamientos de B. Para los compuestos amoniocuaternarios
en raiz (CAQraudiculares) Solo se observaron diferencias significativas a nivel de

portainjerto, donde citrange Carrizo presentd hasta 2,5 veces mas de CAQragiculares
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que mandarino Cleopatra (1,88 mg g™ ps) y Forner n° 5 (1,81 mg g™ ps), los cuales
no mostraron diferencias significativas entre ellos (Tabla 4.9).

Para la prolina, y comenzando por el tejido foliar en condiciones control, se
observo que las plantas de citrange Carrizo mostraron los valores més altos para este
osmolito (19,2 mg g™ ps), seguido de Forner n° 5 (14,9 mg g™ ps) vy, por ultimo,
mandarino Cleopatra (11,9 mg g™ ps). Tal y como muestra la figura 4.9, citrange
Carrizo fue el que presento la respuesta mas gradual, disminuyendo la concentracion
de prolina en hoja a medida que se aumenta la concentracion de B en la solucién
nutritiva (disminucion del 20 y 33% para 5y 10 mg L™ de B, respectivamente). En
mandarino Cleopatra el Unico tratamiento con B que afectd a la concentracion de
prolina fue el de 10 mg L™ de B, disminuyéndola en un 30% con respecto a su
control (Figura 4.9). En Forner n° 5 ambas dosis de B (5 y 10 mg L™) indujeron una

disminucion de aproximadamente un 13% con respecto a su control (Figura 4.9).

Prolina Hoja (mg g'1 ps) Prolina Raiz (mg g'l ps)
25
P *xx t 14
a B *+* mm— () 25 mg L-1 p
20 1 P x B *** = 5mg L1 E )r(]sB " 12
b X mm 10 mg L-1 10

CcC CL F5 CcC CL F5

Portainjerto Portainjerto

Figura 4.9. Efectos de la concentracion de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de prolina
foliar y radicular en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras
83 dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95% y ~ indica diferencias
significativas para P<0.001. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para
F5. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=8).

En cuanto a la raiz, en condiciones normales las plantas de CL mostraron mas
del doblé de prolina que las de los otros dos portainjertos (2,68 mg g™ ps para CC y
3,42 mg g ps para F5; Figura 4.9). Tras 83 dias de riego con exceso de B, los tres
portainjerto se comportaron de maneras diferentes. Las plantas de citrange Carrizo

regadas con solucién nutritiva que contenia 5 mg L™ de B mostraron una
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disminucién del 37%, mientras que las regadas con 10 mg L™ de B incrementaron su
concentracion en un 32%, respecto a su control (Figura 4.9). El portainjerto
mandarino Cleopatra, disminuy6 gradualmente la concentracién radicular de este
osmolito en un 33 y 56% para 5 y 10 mg L™ de B, respectivamente (Figura 4.9). Por
su parte, su hibrido Forner n® 5, la incrementé en un 33% ante el exceso de B,

independientemente de la concentracién aplicada (Figura 4.9).

4.3.8. Concentracion de H,0, y MDA

Tras los 83 dias de experiencia y en lo referente a la concentracion de H,O, en hoja,
se observd que el portainjerto que presentd mayor concentracion de H,O, en
condiciones control fue mandarino Cleopatra (18,5 nmol g™ pf), seguido de Forner n°
5 (9,7 nmol g™ pf) y, por Gltimo, citrange Carrizo (2,5 nmol g™ pf), tal y como se
observa en la figura 4.10. En el caso de las plantas de CC/5 mg L™ y CC/10 mg L™
de B, estas no mostraron diferencias significativas entre si, pero si que aumentaron su

valor un 28,6 y 37,5%, respectivamente, con respecto a su control (Figura 4.10).

H202 (umol g'le) MDA (nmol g'le)
25 50
P xxx d g ::* 0,25 mg L1
20 H B ns P x B *** :]5mg|—-l X r 40
P x B #** N 10 mg L1

CC CL F5 CC CL F5

Portainjerto Portainjerto

Figura 4.10. Efectos de la concentracion de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de
peréxido de hidrégeno (H,0,) y malonildialdehido (MDA) en hojas de citrange Carrizo (CC),
mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n°® 5 (F5) tras 83 dias de experimento. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; ~ y = indican diferencias significativas para P<0.01 y0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minGsculas diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de
Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de la media (n=8).

Las plantas de los tratamientos CL/5 mg L™ y CL/10 mg L™ de B fueron la

que presentaron la respuesta mas drastica, disminuyendo la concentracion de
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peréxido, en comparacién a su control, hasta una media de aproximadamente
13,5 nmol g* pf (Figura 4.10). Forner n° 5, por su parte, mostré diferencias
significativas entre el tratamiento control y el del exceso de B de 10 mg L™ pasando
de 9,76 a 7,99 nmol g™ pf, respectivamente. Por su parte, las plantas F5/5 mg L™ de
B no mostraron diferencias significativas con respecto a su control.

En el caso del MDA, en los tratamientos control, los portainjertos citrange
Carrizo y mandarino Cleopatra mostraron valores de MDA en torno a los 20 nmol g*
pf, mientras que Forner n° 5 presenté un valor préximo a los 30 nmol g™ pf
(Figura 4.10). En las plantas de CC tratadas con exceso de B, se observd un
incremento en la concentracion de MDA en las regadas con el tratamiento de
5mg L™ de B (30,8 nmol g™ pf) y una disminucién en las regadas con 10 mg L™ de
B (14,9 nmolg™ pf), con respecto a su control (Figura 4.10). En el caso de CL, el
tratamiento de 5 mg L™ de B fue el Unico tratamiento con exceso de B que indujo
una respuesta significativa, incrementando el MDA, con respecto a los otros dos
tratamientos (0,25 y 10 mg L™ de B), un 23,1%, aproximadamente. Por su parte, en
el hibrido F5, los tratamientos con exceso de B afectaron de diferente manera a este
pardmetro, mientras que el de 5 mg L™ de B presenté menor concentracion de MDA
(aproximadamente 22 nmol g™ pf), el de mayor concentracién de B (10 mg L™), la

increment6 un 15,3%, aproximadamente (Figura 4.10).

4.3.9. Actividad de las enzimas antioxidantes

Para la catalasa (CAT) en condiciones control, se observo que el portainjerto que
més actividad enzimaética tenfa fue mandarino Cleopatra (1,1 U g™ pf); y muy por
debajo citrange Carrizo y Forner n° 5, ambos con valores en torno a los 0,3 U g™* pf
(Figura 4.11). Las plantas del tratamiento CC/5 mg L™ de B no mostraron diferencias
significativas con su control, pero las de CC/10 mg L™ de B si que vieron reducida la
actividad de la CAT hasta 0,15 U g™ pf (Figura 4.11). Las plantas de los tratamientos
CL/5 mg L y CL/10 mg L™ de B disminuyeron la actividad de la CAT en un
19 y 54%, respectivamente, con respecto a su control (Figura 4.11). Por ultimo, las
plantas del tratamiento F5/10 mg L™ de B no mostré diferencias con su control; sin
embargo, las de F5/5 mg L™ de B vieron incrementada la actividad de esta enzima
hasta méas del doble (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Efectos de la concentracion de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de
catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD)
en hojas de citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83 dias
de experimento. " indica diferencias significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada
portainjerto, las letras minudsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras
a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la
media (n=8).

Para la actividad de la ascorbato peroxidasa (APX) en condiciones normales,
se observo que entre los portainjertos CC y CL no hubieron diferencias significativas
entre ellos (3,1 y 3,9 U g™ pf, respectivamente); mientras que en F5 la actividad de la
APX detectada en hoja fue mucho mayor, en torno a 70 U g™ pf (Figura 4.11). En
cuanto a las plantas tratadas con exceso B, se observé que las plantas de CC/5 mg L™
de B no mostraron diferencias significativas con su control, mientras que las plantas
regadas con 10 mg L™ de B incrementaron la actividad de esta enzima hasta alcanzar
las 15 U g™ pf (Figura 4.11). Las plantas CL/10 mg L™ de B no mostraron diferencias
significativas con su control (Figura 4.11); pero en las de CL/5 mg L™, se observé un
incremento de aproximadamente el doble en la actividad de la APX (8,2 U g™ pf).
Por Gltimo, las plantas F5/5 mg L* de B tampoco mostraron diferencias

significativas con su control; pero a diferencia de citrange Carrizo, en las plantas
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regadas con 10 mg L™ de B se produjo una drastica reduccién de la actividad de la
APX, pasando de 70,52 a 16,4 Ug™ pf (Figura 4.11).

La figura 4.11 muestra como la actividad de la enzima glutation reductasa
(GR) en las plantas control de Forner n° 5 es mucho mayor (8,9 U g™ pf) que la de las
plantas control de mandarino Cleopatra y citrange Carrizo (4,3 y 1,1 U g* pf,
respectivamente). Para CC, no se observaron diferencias significativas entre el
control y el tratamiento de 5 mg L™ de B; sin embargo, en el de 10 mg L™ de B la
actividad de la enzima GR aumentd hasta alcanzar los 2,3 U mg™ pf. En el caso de
las plantas de CL/5 mg L™ de B la actividad de GR aumentd aproximadamente
1,5 veces y para las plantas CL/10 mg L™ de B aument6 unas 2,6 veces, con respecto
al control. En las plantas F5/5 mg L™ de B la actividad de esta enzima aumento
(12 U g™ pf), mientras que en las F5/10 mg L™ se redujo hasta 7 U g™ pf.

En cuanto a la actividad de la enzima SOD cuantificada en las plantas control,
se observd que el portainjerto que mostré el valor més alto fue Forner n°
(125x10 U g™ pf); por su parte, citrange Carrizo y mandarino Cleopatra mostraron
valores por debajo de las 100x10 U g™ pf (Figura 4.11). Las plantas de CC/5 mg L™
de B no mostraron diferencias significativas con su control; sin embargo, las regadas
con solucién que contenfa 10 mg L™ de B, incrementaron la actividad de SOD
(124,8x10 U g™ pf). En el caso de mandarino Cleopatra, solo existieron diferencias
significativas entre el tratamiento control y el de 10 mg L™ de B con el de 5 mg L™
de B, presentando mayor actividad de la enzima SOD las plantas regadas con los
tratamientos de 0,25 y 10 mg L™ de B. Por su parte, en el hibrido Forner n° 5, las
plantas de los tratamientos de 0,25 y 5 mg L™ de B no mostraron diferencias
significativas entre ellas; sin embargo, las plantas regadas con 10 mg L™ de B si
presentaron diferencias significativas con los otros dos tratamientos, incrementando
estas Ultimas la actividad de la SOD hasta 2,2 veces mas que la de los otros dos
tratamientos (Figura 4.11).
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4.4. Discusion
4.4.1. Mandarino Cleopatra fue el portainjerto més tolerante al exceso de boro,

mientras gue citrange Carrizo fue el mas sensible

Usando, como ya hicimos en el capitulo anterior, la relacion entre la biomasa seca
total de los portainjertos regados en condiciones de exceso de boro (5y 10 mg L™?)
frente a la biomasa seca total de los portainjertos en el tratamiento control
(con 0,25 mg L™ de B) para determinar la tolerancia relativa al exceso de B de los
tres portainjertos, podemos concluir que las plantas de mandarino Cleopatra parecen
ser las mas tolerantes al exceso de B. Por el contrario, Carrizo resultd ser el
portainjerto menos tolerante, ya que su biomasa seca total se vio reducida a medida
que aumentaba la concentracién de B en la solucion nutritiva (reduccion del 20% en
las plantas regadas con 5 mg L™ y del 47% en las regadas con 10 mg L™?). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en otro experimento donde se estudié la
tolerancia al exceso de B de mandarino Cleopatra y citrange Carrizo injertados con
limon Verna (Gimeno y col., 2012). En este ensayo previo las plantas de mandarino
Cleopatra también resultaron ser mas tolerante que citrange Carrizo. Respecto al
hibrido Forner n° 5, el hecho de que su biomasa seca total solamente se vio afectada
en el tratamiento de mayor concentracion de boro y con una reduccion menor que
citrange Carrizo (ver Fig. 4.1), indicaria que Forner n° 5 tiene una mayor tolerancia
que su progenitor y deberia ser tenido en cuenta para contrarrestar los efectos
negativos del boro en érboles de citricos.

Otra importante conclusion al observar los datos de crecimiento seria que
dependiendo del portainjerto unos tejidos de la planta son méas susceptibles que otros
al exceso de boro. En las plantas de citrange Carrizo el exceso de boro produjo una
reduccién tanto de las hojas, como del tallo y la raiz; en mandarino Cleopatra se
observd una reduccion del crecimiento radicular; mientras que en Forner n® 5 se
redujo la biomasa foliar pero no el tallo ni la raiz. EI hecho de que en este
portainjerto la raiz no se viera afectada por el exceso de boro, avala la idea
comentada anteriormente de que Forner n°® 5 podria ser un buen portainjerto para
arboles de citricos. Varios autores consideran que el factor principal que determina la
tolerancia al exceso de boro en citricos es la raiz. La inhibicion del crecimiento
radicular es un efecto tipico de la toxicidad por boro en plantas supuestamente

sensibles al boro, por lo que aquellas que son tolerantes no presentan alteracion en el
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crecimiento radicular (Reid y col., 2004; Choi y col., 2006; Sheng y col., 2010;
Simon, 2012).

Respecto a los sintomas que presentaron las hojas, los tres portainjertos se
comportaron de la misma manera, apareciendo los primeros sintomas con el
tratamiento de boro més alto (10 mg L™) al mes de empezar los tratamientos; y a los
dos meses con el tratamiento de 5 mg L™ de B. Sin embargo, los sintomas siempre
fueron mas severos en las plantas de citrange Carrizo. Estos sintomas de toxicidad de
B aparecieron en las hojas medianas y adultas, desarrollandose clorosis en los bordes
y centro de las mismas (ver imagen 4.3); en concordancia con las observaciones
descritas en otras especies de plantas como meldn (Goldberg y col., 2003), citricos
(Papadakis y col., 2004a; Papadakis y col., 2004b; Gimeno y col., 2012), olivos
(Chatzissavvidis y Therios, 2010) y Jatropha curcas (Simén, 2012). Estos sintomas
tan tipicos de la toxicidad por boro, podrian ser debidos a desérdenes metabolicos
relacionados con la formacion de enlaces de B no deseados a las ribosas causando
dafos celulares (Gunes y col., 2006; Cervilla y col., 2007). Pero ademas de los
sintomas de toxicidad, en nuestro experimento, también se observéd una caida de las
hojas. Los portainjertos que sufrieron una abscision foliar bastante severa fueron:
CC/10 mg L, y F5/5 y F5/10 mg L™ (ver imagen 4.3-4 y 4.3-6), por lo que en
ambos casos, la reduccion de la parte aérea fue debida principalmente a dicha

defoliacion mas que a la inhibicion del crecimiento foliar.

4.4.2. La mayor concentracién de boro en las hojas se dio en plantas del portainjerto

citrange Carrizo, lo que se puede relacionar con su menor tolerancia al exceso de

boro

Nuestros resultados mostraron que la concentracion de Briar dependio del
portainjerto (ver Fig. 4.2 y tabla 4.2) siendo citrange Carrizo quién alcanzo la mayor
concentracion y a una mayor velocidad que los otros dos portainjertos. Por ejemplo,
podemos observar que concentraciones superiores a 600 mg kg™ ps son alcanzadas a
partir de 50 dias en los tratamientos 5 y 10 mg L™ en plantas de citrange Carrizo;
mientras que en plantas de mandarino Cleopatra esta concentracion se alcanzo a los
50 dias en el tratamiento de 10 mg L™ de B; y en plantas de Forner n° 5 solamente al
final del experimento (a los 83 dias) y para el tratamiento de 10 mg L™ de B. Al final
del experimento y a la méaxima dosis de B (10 mg L™), los tres portainjertos

superaron una concentracion foliar de 1000 mg kg™ ps de B. Sin embargo, a una
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dosis de 5 mg L™ de B, el portainjerto citrange Carrizo fue el que mas boro acumulé
en sus hojas (9458 mg kg’ ps), en comparacién con mandarino Cleopatra y
Forner n° 5 que no superaron los 690 mg kg™ ps de B.

Se ha observado que especies y genotipos sensibles al exceso de B,
generalmente contienen concentraciones mas altas en hojas y brotes que los
genotipos tolerantes (Nable y col., 1997). Pero ademas, de la concentracion que se
acumula en la hojas, los efectos toxicos del boro pueden marcar el grado de
tolerancia a este estrés. En nuestro experimento podemos concluir que las plantas de
citrange Carrizo fueron las méas sensibles al exceso de boro en la solucion nutritiva
porque fueron las que mas cantidad de B acumularon. Sin embargo, las plantas de
mandarino Cleopatra y Forner n® 5 tuvieron una concentracion de boro similar en las
hojas, pero esta concentracién fue mucho mas toxica en Forner n° 5. Asi, una
concentracion de Brojiar de 609 mg kg™ ps disminuy6 la biomasa foliar en un 54%,
mientras que en Cleopatra una concentracién de 681 mg kg™ ps de B la disminuyd
tan solo en un 12%. En la raiz, también nos encontramos con una conclusion
parecida, citrange Carrizo fue el portainjerto que mas concentracion acumuld vy el
que mas disminuyo su crecimiento; en cambio, las raices de Forner n° 5 y mandarino
Cleopatra acumularon la misma concentracion de B pero las raices de Forner n® 5
apenas se vieron afectadas y las de mandarino Cleopatra se redujeron un 63%. En las
plantas, se ha visto que el mecanismo para tolerar el exceso de B en la solucion
nutritiva incluye diversas estrategias como: i) la capacidad para restringir la entrada
de B por las raices, ii) inhibicion del transporte de B desde la raiz a la parte aérea, y
iii) la capacidad para tolerar elevadas concentraciones de B en las hojas y la raiz
mediante la compartimentacion y otros mecanismos bioguimicos (Torun y col.,
2002; Torun y col., 2006; Stiles y col., 2010).

Como ya se ha mencionado anteriormente, en especies en las cuales no se
sintetizan cantidades suficientes de alcoholes, entre las que se incluyen los citricos
(véase capitulo 3 de esta memoria), el B es poco movil y su distribucion hacia la
parte aérea sigue fundamentalmente la corriente de transpiracion (Takano y col.,
2008), acumulandose fundamentalmente en los tejidos foliares, principalmente, en
los margenes de las hojas (Brown y Shelp, 1997). En el caso de los citricos, se cree
que el B entra a la planta principalmente por un transporte pasivo donde el flujo de
transpiracion es uno de los factores principales que determinan en gran medida la

distribucion y la concentracion total de B total en la planta. Esta idea queda
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confirmada en nuestros ensayos por el hecho de que la concentracion de Biojiar
incremento al incrementar tanto la concentracion de B en la solucion nutritiva como
el tiempo de exposicion. Ademas en las plantas, la mayor concentracion de B se
observo en las hojas con respecto al tallo o la raiz, y los sintomas de toxicidad se
observaron mayoritariamente en las hojas adultas (ver Fig. 4.2 y 4.3). Asi, al final del
experimento, la concentracién minima de boro en hojas fue de 600 mg kg™ ps de B
(plantas de F5/5 mg L), mientras que en ninguno de los demas tejidos, tallo o raiz,
encontramos concentraciones superiores a 120 mg kg™ ps de B.

Resumiendo lo expuesto anteriormente, la respuesta de los citricos al exceso
de boro en el agua de riego dependeré: i) de la concentracion de B en el suelo, ii) del
tiempo de exposicion a dicha concentracién, iii) y del portainjerto, ya que este
influird tanto en la concentracion acumulada como en la sensibilidad a la toxicidad

del boro en los diferentes tejidos (Figura 4.12).

Transpiracion I
T - M L S S

Hoja Estoma

O

[Boro] en el Tiempo de
suelo exposicion al
exceso de
Boro

)

Portainjerto

Figura 4.12. Factores que determinan la tolerancia al exceso de B en plantas de citricos:
concentracion de B en el suelo (1), tiempo de exposicion al exceso de B (2), y tipo de portainjerto, el
cual determina la tasa de transpiracion (3).
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En este experimento se observa que los portainjertos tienen diferente
capacidad de acumular boro en los diferentes tejidos de la planta, aunque los
mecanismos en cuestion no quedan claros y seran tema de estudio en futuros
experimentos. Factores como la transpiracion, capacidad de absorcion de B por las
raices, expulsion del B desde la raiz hacia la rizosfera, etc., podria influir en la
cantidad final de B acumulado en las plantas. Ademas, también se observa que el
efecto toxico del boro difiere entre los portainjertos en donde tanto la
compartimentacion, distintas formas de boro acumuladas en la planta, como los
procesos bioquimicos implicados en su detoxificacion de especies reactivas de
oxigeno podrian estar implicados.

4.4.3. Alta concentracion de boro altera las funciones fotosintéticas de las hojas,

aungue estas alteraciones dependen del portainjerto

La respuesta general de los parametros de intercambio gaseoso, asimilacion neta de
CO, y transpiracion foliar, a la toxicidad por boro fue una disminucion con respecto
a las plantas regadas en condiciones normales, como era de esperar; aunque esta
respuesta es dependiente del portainjerto. Al final del experimento, nos encontramos
que las plantas de citrange Carrizo fueron las méas perjudicadas disminuyendo la
Acoz en un 70 y 89% (para los tratamientos 5 y 10 mg L™ de B), mientras que
mandarino Cleopatra la disminuyd en un 75% pero solo en el tratamiento de
10 mg L™ de B, y las plantas de Forner n° 5 un 70% en los dos tratamientos con
exceso de boro. Esta diferente respuesta de los portainjertos tanto al final del
experimento como durante el desarrollo del mismo podria estar condicionada por la
concentracion que se va acumulando en las hojas, asi como su efecto toxico para
cada portainjerto. Representando los valores de Byoliar VS Acoz (porcentaje de Aco, de
las plantas tratadas con exceso de boro con respecto al tratamiento control; datos no
mostrados) podemos caracterizar la respuesta fotosintética de los portainjertos
atendiendo al valor umbral a partir del cual la concentracion de boro empieza a
disminuir la Acoy, Y a partir de aqui en que porcentaje lo disminuye por cada 100 mg
de B que se acumula en las hojas. Los resultados obtenidos para cada uno de los tres
portainjertos fueron los siguientes: i) en citrange Carrizo: 536 mg kg™ ps y 14,5%,
respectivamente; ii) en mandarino Cleopatra: 760 mg kg’ ps y 18%,
respectivamente; y iii) en Forner n° 5: 350 mg kg™ ps y 8,5%, respectivamente.

Entonces como citrange Carrizo fue el portainjerto que mas rapido y en mayor
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concentracion acumula el boro en las hojas, llega antes a su valor umbral. Ademas,
como su sistema fotosintético presenta una alta sensibilidad al B en las hojas
podriamos explicar porque este portainjerto fue el mas sensible al exceso de boro en
la solucion nutritiva. Estos datos también sugieren que las hojas de mandarino
Cleopatra podrian inducir algun tipo de mecanismo bioquimico para hacer frente a la
alta concentracion de Byyjiar Y asi evitar o retrasar los dafios en su maquinaria
fotosintética, ya que la Aco, no empezd a reducirse hasta que no se alcanzd una
concentracién de 760 mg kg™ ps de B. Por otra parte, también se observé una
correlacion significativa al final del experimento entre la Aco, Y el peso seco foliar,
no asi entre la Aco2 Yy el peso seco total de la planta (datos no mostrados). Esto nos
podria indicar que la toxicidad de B no solo podria inhibir el crecimiento a expensar
de reducir la Acoz, Sino que podrian también estar alterados los procesos de
respiracion celular. Asi, la respiracion de mantenimiento, que es el consumo de
azUcares para mantener la actividad metabdlica de los tejidos, puede incrementar
dicho consumo para producir la energia necesaria para el transporte de iones, la
compartimentalizacion de iones y la reparacion de dafios celulares (Rodriguez-Pérez,
2006).

4.4.4. La toxicidad por boro afectd a la eficiencia cuantica del PSIl solamente en

hojas del portainjerto mandarino Cleopatra

Las causas por las que se redujo la Aco, por exceso de B en los tres portainjertos
parecen ser debidas a factores no-estomaticos como indican los valores de la
concentracion de CO, subestomatico (C;; ver Fig. 4.5), ya que en ninguno de los tres
portainjertos el exceso de B indujo una reduccién de C; (Farquhar y Sharkey, 1982).
Resultados similares han sido descritos en Cucurbitas pepo (Lovatt y Bates, 1984),
citricos (Papadakis y col., 2004a; Papadakis y col., 2004b; Gimeno y col., 2012),
Kiwi (Sotiropoulos y col., 1999) y Jatropha curcas (Simén, 2012). La reduccién de la
Acoz debida a factores no estomaticos puede implicar cambios en: i) la eficiencia de
carboxilacion, ii) la eficiencia fotoquimica del fotosistema I, iii) la concentracion de
clorofilas y/o iv) la actividad de las enzimas fotosintéticas (Nishiyama y col., 2006;
Yordanova y Popova, 2007). El estudio de fluorescencia de clorofilas da informacién
sobre las posibles alteraciones que se pueden dar en los procesos relacionados con la
fotoquimica del fotosistema Il. En este experimento los datos de fluorescencia de

clorofilas mostraron que un exceso de B en las hojas pudo haber dafiado la
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maquinaria fotoquimica de las hojas del portainjerto mandarino Cleopatra regado con
10 mg L™ de B (ver Fig. 4.6), disminuyendo la eficiencia de conversién de la energia
luminosa captada por los pigmentos fotosintéticos en energia fotoquimica en el
fotosistema Il de los cloroplastos (®ps). Esta reduccion del ®pg; fue debida sélo a
los cambios que se produjeron en el parametro gP; lo que indica que la pérdida de la
eficiencia cuéntica por parte del PSII en este portainjerto no fue a consecuencia de
que el complejo de recoleccion de luz estuviera dafiado, sino que lo que se vio
afectado fue algun punto de la cadena de transporte de electrones. Esto supuso que
disminuyeran las moléculas de ATP y NADP necesarias para la asimilacion de CO..
Resumiendo, en el portainjerto mandarino Cleopatra tiene que estar pasando algo en
la cadena de transporte de electrones que haga que se disminuya el pardmetro gP y en
consecuencia se reduzca la eficiencia cuantica por parte del PSII, lo que contribuiria
a la gran sensibilidad al boro que se observa cuando se sobrepasan los valores
umbrales de toxicidad como hemos visto anteriormente (pendiente Brojiar VS Aco2 del
18%).

4.45. Las hojas del portainjerto mandarino Cleopatra tienen un potente sistema

antioxidante tanto en condiciones control como con exceso de boro basado en una
alta actividad CAT v GR
Otras de las relaciones interesantes que se obtienen al combinar los datos de la

asimilacién neta de CO; y la fluorescencia de clorofilas es la relacién Aco/®ps);. La
reduccion de esta relacion significa que en el sistema fotosintético se genera un
exceso de electrones que no pueden participar en la cadena de transporte de
electrones, y por lo tanto tienen que ir dirigidos a un aceptor alternativo como es el
O, dando lugar a la reaccion de Mehler (Guo y col., 2006). En consecuencia, se
generaran especies reactivas de oxigeno (ROS) que terminardn causando estrés
oxidativo a nivel celular si no son neutralizadas (Cakmak, 1994; Cakmak y R6mheld,
1997). En nuestros resultados pudimos comprobar que el exceso de B redujo la
relacién Aco./®ps)i, Ya que la Acoz disminuyd mientras que dps; no fue afectada,
salvo en el caso de mandarino Cleopatra a la dosis de 10 mg L™. Estos datos ponen
de manifiesto que la reaccion de Mehler se vio favorecida por el exceso de B y ello
supuso la formacion de las ROS con el consiguiente posible dafio celular, lo que nos

llevé a caracterizar el estrés oxidativo en las plantas de este ensayo.
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En el estudio del estrés oxidativo del portainjerto mandarino Cleopatra, llama
la atencion que tanto en condiciones control como en los tratamientos de exceso de
boro la concentracion de H,O, es muy alta en relacion a los otros dos portainjertos,
sin embargo los valores de MDA se mantienen en un rango similar a los otros
genotipos. Esto nos sugiere que estas plantas tienen un sistema antioxidante muy
eficaz en donde la accién combinada de las enzimas CAT y GR (ver Fig. 4.11) son
los suficientemente altas como para eliminar la mayor parte del H,O,. Ademas
parece ser que en condiciones control es la CAT quien tiene una mayor actividad
antioxidante; mientas que en exceso de B es la enzima GR la encargada de disminuir
la concentracion de H,0..

Los datos en el portainjerto de citrange Carrizo sugieren que sus hojas no
presentan un sistema antioxidante tan potente como el del mandarino Cleopatra, y
apenas se ve potenciado con los tratamientos de B. Asi para el tratamiento
CC/5 mgL™ de B, se observa un incremento importante de la concentracién de MDA,
indicando un fuerte dafio oxidativo, debido quizas a que la actividad enzimatica de
CAT, APX, GR y SOD no aumenté. En el tratamiento CC/10 mg L™ de B si que se
observa que la concentracién de MDA bajé con respecto a CC/0,25 mg L™ de B, y
esto estuvo relacionado con un incremento de la actividad enziméatica APX, GR y
SOD. Con estos datos surge la cuestion de si en las hojas de citrange Carrizo la
activacion de estas enzimas se produce solamente cuando la concentracion del boro
es muy alta, o si los sintomas severos que presentaban las hojas podrian enmascarar
los resultados de los parametros medidos en este estudio. En el caso de Forner n° 5
en el tratamiento de 5 mg L™ de B vemos que no hay dafio oxidativo, ya que los
valores de MDA son incluso méas bajo que aquellos de las plantas control, y esto se
debe a que las hojas de este portainjerto potencian la actividad CAT y GR. Sin
embargo, en el tratamiento de 10 mg L™ de B ya se observa dafio oxidativo al
incrementar los valores de MDA. La disminucion dréstica de la actividad de APX y

GR, podria indicar que el exceso de B puede inhibir a estas enzimas.

4.4.6. La disminucion de la concentracidon de prolina en las hojas parece ser que es

una respuesta generaliza en plantas de citricos en condiciones de toxicidad por boro

Como ya se mencion6 en el capitulo anterior, la sobreproduccion de diferentes tipos
de solutos orgéanicos en respuesta a estreses, generalmente protegen a la planta:

i) contribuyendo al ajuste osmotico celular, ii) mediante la desintoxicacion de las
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ROS, iii) protegiendo la integridad de la membrana y iv) mediante la estabilizacién
de enzimas/proteinas (Yancey y col., 1982; Bohnert y Jensen, 1996; Serraj y Sinclair,
2002; Rivero y col., 2004; Parvaiz y Satyawati, 2008). Bien es conocido el papel de
los solutos organicos, sobre todo el de la prolina y el de la GB, en la respuesta al
estrés por altas temperaturas, sequia y salinidad en las plantas, pero no se conoce
nada sobre su funcion frente al estrés producido por un exceso de B en citricos.
Parecia l6gico pensar que ante una toxicidad que genera un fuerte estrés oxidativo
podrian incrementar los valores de prolina y GB. Pero, lo que se ha visto hasta el
momento en citricos es que bajo condiciones de exceso de B, se produce una
reduccion de los niveles de prolina (Papadakis y col., 2004a), coincidiendo con los
resultados obtenidos en nuestro experimento, para los tres portainjertos estudiados
(ver Fig. 4.9). El hecho de que en las hojas con alta concentracion de boro muestren
una concentracién de prolina baja podria sugerir que en este tipo de estrés la prolina
podria actuar como una fuente de nitrogeno extra con el objetivo o bien de
incrementar la sintesis de proteinas especificas que podrian ayudar a tolerar la
toxicidad por boro o para paliar la falta de nitrégeno en la plantas, ya que algunos
autores han sefialado que existe un antagonismo entre el boro y el nitrogeno a nivel
radicular (Pollard y col., 1977; Francois, 1984; Sotiropoulos y col., 1999; Glines y
Alpaslan, 2000; Kaya y col., 2009). Esta hipotesis deberia ser contrastada en futuros
experimentos estudiando como influye la fertilizacion nitrogenada en las respuestas
de los citricos al exceso de boro.

En cuanto a la GB, se sabe que juega un papel vital en el ajuste y la
proteccién de la membrana tilacoidal, manteniendo de ese modo la eficiencia
fotosintética (Robinson y Jones, 1986; Genard y col., 1991); por lo que se acumula
en respuesta al estrés en muchas especies de plantas (Weimberg y col., 1984; Fallon
y Phillips, 1989; McCue y Hanson, 1990; Rhodes y Hanson, 1993; Yang y col.,
2003; Simon, 2012). Sin embargo, esta relacion no es universal. Por ejemplo, no se
observo correlacion significativa entre la acumulacién de GB y la tolerancia al
exceso de boro en diferentes portainjertos de citricos (Gimeno y col., 2012). De la
misma manera, en nuestros resultados tampoco se observé una correlacion
significativa entre la concentracion de GByyiar Y la tolerancia al exceso de B, en
ninguno de los tres portainjertos estudiados (ver tabla 4.9).

Como ya hemos visto, los azlcares solubles (sacarosas, glucosa, y fructuosa)

estan involucrados en las respuestas a un gran nimero de estreses, y actan como
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nutrientes y moléculas sefial que activan vias de transduccion especificas, resultando
en modificaciones importantes de la expresion de genes y patrones protedmicos
(Couée y col., 2006). Yokota y Konishi (1990) afirmaban que la acumulacién de los
hidratos de carbono solubles en las hojas era necesaria para aliviar los sintomas de
toxicidad en presencia de altas concentraciones de boro y el hecho de que se
acumulen en exceso los hidratos de carbono parece estar mas relacionado con que se
limite su uso que con el hecho de que se vea sobre-estimulada su sintesis.

En nuestro experimento se comprob6 que de los tres portainjertos regados con
5 mg L™ de B, sélo citrange Carrizo vio reducida su concentracion de ASsiar; 105
otros dos portainjerto vieron reducido dicho pardmetro cuando la solucion nutritiva
que se les aplicé contenia 10 mg L™ de B. En cuanto a qué porcentaje de esos
azUcares estan en forma reductora, encontramos que las plantas de citrange Carrizo
regadas con 5 mg L™ de B mantienen la misma concentracién de AR que las plantas
control, a pesar de haber reducido la concentracion de AS. Es decir, que en
condiciones de 5 mg L™ de B, a pesar de que las plantas de citrange Carrizo han
sintetizado menos azlcares, este trata de mantener el mayor porcentaje en forma
reductora para, probablemente, tratar de contrarrestar el dafio oxidativo producido a
consecuencia de las altas concentraciones de B en hoja. Por su parte, en mandarino
Cleopatra y el Forner n° 5 no vemos variar esa relacion AR/AS a consecuencia del
exceso de B en la solucion nutritiva (ver Fig. 4.7). En conjunto estos datos nos
sugieren que, en condiciones de toxicidad por B, aunque se vea reducida la sintesis
de azulcares solubles totales es importante que esos azlcares estén en fase reductora
para poder reducir lo maximo posible los efectos negativos del exceso de B en la

hoja.

4.47. Respuesta nutricional de los portainjertos al exceso de boro

En condiciones control la composicion mineral de los macronutrientes analizados en
las hojas no varié mucho entre los tres portainjertos ensayados en este experimento.
Destaca quiza las diferencias en la concentracién de K y Ca entre mandarino
Cleopatra y los otros dos portainjertos (K: 15,8 y 21,5 mg g ps; Ca: 19,9 y
15,95 mg g* ps, respectivamente), aunque estas diferencias no deberian ser
suficientemente importantes como para determinar diferentes respuestas a la

toxicidad por boro en las hojas, aunque en futuros experimentos podria ser
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interesante analizar como influye el estado nutricional de los citricos al exceso de
boro.

Se sabe que la alta concentracion de B en la zona radicular puede limitar la
absorcion de K, Ca y N por las raices (Pollard y col., 1977; Francois, 1984;
Sotiropoulos y col., 1999; Giines y Alpaslan, 2000; Kaya y col., 2009). En nuestro
ensayo se observaron algunas alteraciones en el estado nutricional aunque
dependieron tanto del portainjerto como de la concentracion de B en la solucién
nutritiva. Sin embargo, estas alteraciones no provocaron ninguna deficiencia o
toxicidad ya que todos los nutrientes se mantuvieron en un rango de normalidad para
plantas de citricos. En las plantas la concentracion mineral en sus diferentes tejidos
depende de una gran variedad de factores como la absorcién de nutrientes por las
raices, los procesos de transporte desde la raiz a la parte aérea, el peso de la raiz, la
relacion en peso entre la parte aérea y la raiz, etc., que junto con la severa defoliacién
que se dio en los portainjertos citrange Carrizo y Forner n° 5 seria muy dificil saber
exactamente porque se produce un determinada alteracion nutricional. Lo que se
observo en este experimento es una tendencia generalizada de que los tratamientos
de exceso de boro incrementaron la concentracion de K, P, Ca y Mg, salvo algunas
excepciones. Esto no seria precisamente lo esperado ya que tanto el antagonismo del
B con ciertos nutrientes, o la disminucion de la transpiracion foliar por la toxicidad
del boro tendria que haber disminuido la concentracion, por lo que todo apunta a que
estos nutrientes se acumulan por un efecto de concentracion al disminuir el
desarrollo vegetativo de las plantas, siendo este factor mucho mas determinante que
aquellos factores que ante estas condiciones disminuyen la absorcion y el transporte

de los nutrientes hacia las hojas.
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Capitulo 5. Toxicidad por Boro en Citricos y Micorrizas

5.1. Introduccion

El portainjerto citrange Carrizo se caracteriza por dar una buena produccién y
calidad de fruta cuando se le injerta variedades de mandarina y naranjo, motivo por
el cual es el portainjerto mas utilizado en Espafia. Sin embargo, citrange Carrizo es
uno de los portainjertos de citricos méas sensible al exceso de boro, como ya hemos
visto en los capitulos 3 y 4 de esta memoria. La consecuencia mas importante de la
toxicidad por boro en los citricos es la reduccién de la produccion, lo que se traduce
en peérdidas econdmicas importantes para el sector. Una alternativa para mitigar esta
toxicidad en los &rboles podria ser la incorporacion de hongos formadores de
micorrizas. Es bien conocido el efecto positivo de las micorrizas ante otros estreses
ambientales que sufren los cultivos en las condiciones edafoclimaticas del levante
espafol, como ciclos de sequia, salinidad excesiva, etc. (Navarro y col., 2014). Por
lo tanto, en esta tesis se planted un experimento con el objetivo de estudiar si
plantas micorrizadas incrementan la tolerancia al exceso de boro con respecto a
plantas no micorrizadas, y que posibles mecanismos fisiologicos, morfologicos y/o
nutricionales hacen posible esta mayor tolerancia. Para ello se utilizaron plantas del
portainjerto citrange Carrizo no micorrizadas y micorrizadas con la cepa Glomus
intraradices que se regaron con soluciones nutritivas que contenian diferentes
concentraciones de boro (0,25 (control), 5y 10 mg L™). Y se realizaron medidas de
crecimiento, intercambio gaseoso y fluorescencia de clorofilas, nutricion mineral,
solutos organicos y carbohidratos en los diferentes tejidos de la planta, medidas
relacionadas con el metabolismo antioxidante y el porcentaje de colonizacion

micorricica.

5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Material Vegetal: citrange Carrizo

Para realizar este experimento se adquirieron plantones de 6 meses de edad, de
aproximadamente de 05 m de altura, del portainjerto citrange Carrizo
(hibrido entre Poncirus trifoliata [L.] Raf. x Citrus sinensis L.), con su
correspondiente certificado y etiqueta oficial de calidad (vivero comercial
Vivercitrus 2000, S.L.). La seleccion de las plantas utilizadas en el ensayo se
realizd basandose en la uniformidad de la altura. Antes de empezar los tratamientos

de boro, las plantas se trasplantaron a macetas de 7 L de volumen con sustrato
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universal de granulometria fina, libre de patégenos y de semillas de malas hierbas.
El substrato utilizado consistié en una mezcla de turba rubia y negra, fibra de coco
y perlita (5:4:1 Projar, Espafia). Este sustrato permite una aireacion y drenaje
suficientes para el buen desarrollo del micelio fungico (Honrubia y col., 1997),
caracteristicas que también son imprescindibles para un buen desarrollo de la planta
(Pefiuelas y Filella, 1998).

5.2.2. Inoculacion de las plantas con cepas de Glomus intraradices

Para la inoculacion se emple6 un preparado comercial de la cepa Glomus
intraradices que se conoce con el nombre comercial de MYC 4000
(ITHEC, Castelmaurou-Francia; imagen 5.1). MYC 4000 es un polvo mojable que
contiene un concentrado de 4.000 esporas de micorrizas por gramo en un soporte de
arcilla de espesor de 150 micras que permite su aplicacion con sistemas de filtros
(goteros). El proceso de inoculacion se realiz6 en el momento del trasplante de tal
forma que se mezclaron 0,5 g del preparado comercial (cantidad recomendada por
el fabricante) con la cantidad de substrato necesaria para rellenar la maceta de 7 L
de capacidad. Las dosis aplicadas se consideraron mas que suficientes para producir
una infeccion micorricica, de forma que la cantidad de in6culo no fuese, en ningun

caso, un factor limitante en el proceso de infeccion de la raiz por el hongo.

Imagen 5.1. Preparado comercial MYC 4000 (ITHEC, Castelmaurou-Francia) de la cepa Glomus
intraradices usado en el ensayo.
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5.2.3. Descripcion del invernadero y condiciones de cultivo

El experimento se realizd en la finca experimental del CEBAS situada en La
Matanza, término municipal de Santomera (a 18 km de Murcia), en un invernadero
cuya descripcion y condiciones de cultivo se encuentra en el apartado

“4.2.2. Descripcion del invernadero y condiciones del cultivo”.

5.2.4. Concentracion de boro en la solucidén nutritiva

Una vez realizado el trasplante de las plantas a macetas con la mezcla del
sustrato + cepa de G. intraradices, estas se regaron una vez por semana con agua
procedente del trasvase Tajo-Segura durante 2 semanas. Después de este periodo de
tiempo las plantas se regaban tres veces por semana con solucion nutritiva
Hoagland (ya descrita en el apartado “3.2.1. Descripcion del invernadero y
condiciones del cultivo”). El riego se aplicaba mediante un sistema de goteros
autocompensantes de 4 L h™ con un volumen de riego suficiente para que se
produjera un 15% de volumen drenado en cada evento de riego. El agua empleada
para la preparacion de las soluciones nutritivas provenia también del trasvase
Tajo-Segura, y la composicion de la solucion nutritiva se ajustaba segun la
composicion de esta agua.

Tras un mes en estas condiciones, se realizd una medida de fotosintesis y
fluorescencia de clorofila, y se cosecharon hojas tanto de las plantas micorrizadas
(+MA) y como de las de sin micorrizar (-MA) para establecer como se encontraban
las plantas al inicio del experimento (dia 0). Posteriormente se iniciaron los
diferentes tratamientos de B adicionando a la solucion nutritiva de cada tratamiento

la siguiente concentracion (Imagen 5.2):

e Control o B0, (025 mg L* de B procedente del complejo de
micronutrientes Kelkat)

e B5 (5 mg L™ de B aplicado como écido bérico; H3BO3).

e B10 (10 mg L™ de B aplicado como &cido bérico; H3BOs).

El experimento se desarrollé durante los meses de Junio, Julio, Agosto, y
Septiembre de 2013. Durante este periodo se iban haciendo medidas periddicas de
parametros de intercambio gaseosos y tomando muestras de hojas, hasta el final del

experimento en el que todas las plantas fueron cosechadas por completo.
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Imagen 5.2.Vista parcial del sistema de riego y de las cubas con los distintos
tratamientos de B (BO o control: 0,25 mg L™; B5: 5 mg L™; y B10: 10 mg L)
que se emplearon para el experimento.

5.2.5. Determinaciones analiticas

5.2.5.1. Parametros de crecimiento

Al final del experimento, se cosecharon todas las plantas en donde se separaban y
pesaban el peso fresco de hojas, tallo y raiz de cada planta individualmente
(8 plantas por tratamiento) mediante una balanza de precision electrénica portatil.
Cada una de estas partes se introdujo en una estufa a 65 °C durante 3-4 dias,
previamente lavadas con abundante agua destilada. Una vez seco el material
vegetal, se volvid a pesar para conocer el peso seco de cada uno de los tejidos de la

planta. A partir del peso seco de hojas, tallo y raiz, se calculd:

e Biomasa total (BT): suma del peso seco (ps) de hojas, tallo y raiz.

e Fraccion Foliar: relacién entre el ps foliar y la biomasa total

(ps foliar/biomasa total).
e Fraccion Tallo: relacion entre el ps tallo y la biomasa total (ps tallo/biomasa
total).

e Fraccion Radicular: relacién entre el ps radicular y la biomasa total

(ps radicular/biomasa total).
5.2.5.2. Parametros de intercambio gaseoso y fluorescencia de clorofilas

Al inicio del experimento (dia 0), durante y al final del mismo, se midieron los

parametros de intercambio gaseoso y de fluorescencia de clorofilas, tal y como se
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describen en los apartados “3.2.4.2. Parametros de intercambio gaseoso y
3.2.4.3. Parémetros de fluorescencia de clorofilas .

5.2.5.3. Determinacion de nutrientes minerales

Para estudiar como evoluciono la concentracion de Bgoiar Y determinar al final del
experimento la concentracion del resto de nutrientes en hojas y raiz, se analizaron
las muestras cosechadas tal y como se describe en el apartado

“3.2.4.4. Determinacion de la concentracién de nutrientes minerales”.

5.2.5.4. Determinacion de la concentracion de prolina, compuestos
amoniocuaternarios (CAQ) y carbohidratos

En las muestras, una vez secas y molidas, se midié la concentracion de prolina,
CAQ vy carbohidratos, tal y como se describe en los apartados
“3.2.4.5. Determinacion de la concentracion de prolina”, “3.2.4.6. Determinacion
de la concentracion de compuestos de amonio cuaternarios (CAQ)” vy

“3.2.4.7. Determinacién de la concentracion de carbohidratos”.

5.2.5.5. Determinacién del metabolismo antioxidante en hoja

Al final del experimento, se tomaron muestras de hojas en fresco para analizar
productos relacionados con el estrés oxidativo, tales como: H,O, y MDA,
cuantificadas tal y como se describe en el apartado “3.2.4.8.1. Determinacion de la
concentracion de perdxido de hidrégeno (H20,) y de malonildialdehido (MDA)”; y
de la actividad de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo, tales como: CAT,
APX, GR y SOD cuantificadas tal y como se describe en el apartado

“3.2.4.8.2. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes”.
5.2.5.6. Determinacién del porcentaje de colonizacién micorricica
De las muestras de raiz tomadas al final del experimento se determind la

colonizacion micorricica siguiendo el método de Phillips y Hayman (1970).

Digestién de raices

1. Se tomaron muestras de raiz y se lavaron con abundante agua desionizada y se

cortaron segmentos de aproximadamente 1 cm de longitud.

187



Universidad Miguel Hernandez

2. Se colocaron los segmentos en cassettes y se introdujeron en un vaso de
precipitado con KOH al 10%.

3. Se introdujo el vaso con las muestras en un bafio termostatizado a 95 °C durante
aproximadamente 2 h. Transcurrido ese tiempo, se volvieron a lavar las raices con
agua desionizada.

4. Se sumergieron las muestras en H,O, durante 3-4 min. Transcurrido ese tiempo
se volvieron a lavar las raices con agua desionizada.

5. Se sumergieron las muestras en HCI 0,1 N durante 5 minutos a temperatura

ambiente y posteriormente se elimin6 el HCI con abundante agua desionizada.

Aplicacion del tinte

1. Se sumergieron los cassettes en vasos con tinta Parker al 6% y se llevaron a un
bafo termostatizado a 95 °C durante aproximadamente 10 min.

2. Se elimind el colorante y se afiadio a las muestras glicerol acido (1:1, v/v), para
eliminar completamente el colorante restante y mantener las muestras.

3. Una vez concluido el lavado, se introdujeron los cassettes en un tarro y se

conservaron en frio hasta su observacién al microscopio.

Preparacion de las muestras para su observacion en el microscopio

1. Se tomaron fragmentos de 1 cm de longitud y se colocaron en los portaobjetos.

2. Se afiadid una gota de solucion de montaje y se les coloco los cubres.

Cuantificacién de la colonizacidon micorricica

Para cuantificar la presencia de hifas en los segmentos de raiz de 1 cm de longitud
se establecié un codigo numérico que iba de 0 a 4, donde el 0 indica que el hongo
no estaba presente en la raiz y el 4 indica la presencia del micelio en la raiz en
valores superiores al 90% (Tabla 5.1). Ademas se utiliz6 otro codigo para describir
que estructuras fungicas habian en la raiz: R (no presencia del hongo), H (hifas),
HA (hifas y arbdsculos), HV (hifas y vesiculas) y HAV (hifas, arblsculos y
vesiculas). Para determinar el porcentaje de incidencia se empled la siguiente

formula segin Hayman y col. (1976):

% incidencia = (n° de raicillas infectadas/n° total de raicillas observadas) x 100
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Tabla 5.1. Valores asignados a cada porcentaje de presencia de hifas en las raicillas
(1 cm de longitud).

Co6digo numeracion Proliferacion micelio fungico Presencia de micelio en raiz (%)
0 Nula 0%
1 Baja 1-39%
2 Normal 40-69%
3 Alta 70-89%
4 Muy alta >90%

5.2.6. Disefno experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental de este ensayo fue bifactorial con dos tratamientos de
micorrizas (-MA, plantas de citrange Carrizo sin micorrizar; y +MA, plantas de
citrange Carrizo micorrizadas) x tres tratamientos de boro (0,25 (control), 5 y
10 mg L), con 8 plantas por combinacién Micorriza x Boro, las cuales estaban
distribuidos al azar en las mesas de cultivo del invernadero. El analisis estadistico
incluy6 un ANOVA bifactorial (Micorrizas x Boro) mediante el paquete estadistico
SPSS version 19. Cuando en el ANOVA resulté significativo (P<0.05), se aplicé el
test de rango multiple de Duncan para la separacion de medias entre los diferentes
tratamientos. Los valores que se presentan en las tablas y figuras para cada
tratamiento son las medias de 8 plantas seguidas del error estandar de la media
(x ES). En el caso de las figuras y tablas, cuando la interaccion fue significativa, se
utilizaron para cada tratamiento de micorrizas las letras minasculas (a,b,c para
-MA; x,y,z para +MA) para indicar diferencias significativas entre los tratamientos
de boro establecidas por el test de rangos mdultiples de Duncan; mientras que para
cada tratamiento de boro, se utilizaron las letras mayusculas (A,B) para indicar las

diferencias significativas entre plantas -MA y +MA.

5.3. Resultados

5.3.1. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro

Tanto en plantas de citrange Carrizo inoculadas con Glomus intraradices (+MA)
como en las no inoculadas (-MA), los sintomas de toxicidad por boro comenzaron
por un amarilleamiento del apice y de los bordes de las hojas, seguido de
quemaduras y posterior caida prematura. En las plantas regadas con 10 mg L™ de B,
los sintomas se manifestaron a la vez tanto en plantas de +MA como en -MA a los

36 dias de iniciarse el tratamiento. En el caso de las plantas sometidas al
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tratamiento de 5 mg L™ de B, se detectaron los sintomas antes en -MA
(a los 45 dias) que en las +MA, concretamente 12 dias antes. Aunque no se
realizaron medidas intermedias de la defoliacion sufrida durante el tiempo que durd
el experimento, se puede afirmar, segin las observaciones visuales durante el
mismo, que ésta fue méas severa en las plantas -MA que en las +MA,
independientemente de la dosis de boro aplicada (Imagen 5.3).

EX o
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Imagen 5.3. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro en plantas de citrange Carrizo sin
micorrizar (-MA) y micorrizado (+MA). 1: amarilleamiento del 4pice y bordes de la hoja. 2:
quemaduras (flecha negra). 3: necrosis y defoliacion prematura. 4: amarilleamiento del &pice y
bordes de la hoja. 5: quemaduras (flecha negra). 6: necrosis y defoliacién prematura.

5.3.2. Porcentaje de colonizacién micorricica

Las plantas de citrange Carrizo micorrizadas no presentaron diferencias
significativas en el porcentaje de colonizacion después de 84 dias de tratamiento
con respecto a los tratamientos de boro (Tabla 5.2). Donde si se observo el efecto
del boro fue en la proliferacion del micelio intrarradial. Mientras que las
+MA/0,25 mg L™ de B presentaban una proliferacién del micelio normal (es decir,

se detectd presencia de hifas en el 40-69% de la superficie de raiz observada), las
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+MA sometidas a exceso de boro (5 'y 10 mg L™) vieron reducida esa extensién de
infeccion a porcentajes inferiores del 40% (1-39%), considerandose una infeccion
baja (Tabla 5.2 e imagen 5.4). Tanto en las raices del tratamiento control como en
las regadas con exceso de B (5 y 10 mg L), las estructuras flngicas que mas
predominaban fueron los apresorios (modificacion de las hifas para la infeccion de
una célula epidérmica vegetal), lo que indica que el proceso de simbiosis se
encontraba en las etapas tempranas de la infeccion (Imagen 5.4). En las muestras de
raiz de las plantas control (0,25 mg L™ de B) se observaron algunas vesiculas, pero
no en las de exceso de B (5'y 10 mg L™); y en ningun tratamiento de B se pudo

visualizar bien alguna estructura arbuscular.

Tabla 5.2. Colonizacién radicular y extension de la infeccion de plantas
citrange Carrizo micorrizadas (+MA) bajo condiciones de toxicidad por
boro.

Tratamientos de Boro (mg L") ANOVA

Carrizo inoculado

0.25 5 10 Boro
Colonizacién micorrizas (%) 65,1 62,5 65,8 ns
Proliferacion del micelio (%) 40-69 1-39 1-39 *

“ns” indica que no hay diferencias significativas al 95% y ~ indica diferencias
significativas para P<0.05 entre los tratamientos de boro (n= 8).

Imagen 5.4. Raices micorrizadas sin B (1) y con B, independientemente de la dosis de boro
aplicada (2). Hifas intracelulares de la raiz (flecha amarilla) y apresorios (flecha negra) a 10X.

5.3.3. Pardmetros de crecimiento

Al final del experimento se cosecharon todas las plantas, y se midieron los
parametros de crecimiento vegetativo (Figura 5.1). En las plantas +MA del

tratamiento control (plantas micorrizadas que no recibieron un exceso de boro) se

191


http://www.plantasyhongos.es/glosario/hifa.htm

Universidad Miguel Hernandez

observé que las micorrizas produjeron una disminucion del 34% de la biomasa seca
total en relacién a las plantas no micorrizadas (-MA), y esto fue debido a la
disminucion en el crecimiento de los tres 6rganos, aunque esta reduccion fue

mucho mas acusada en las hojas (43%) y tallo (37%) que en la raiz (23%).
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Figura 5.1. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca total, foliar, tallo
y radicular en plantas citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA). “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; ~, "y~ indican diferencias significativas para P< 0.05, 0.01 y
0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las letras mindsculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test
de rangos multiples de Duncan (a,b,c para -MA; X,y,z para +MA). Letras mayusculas diferentes,
para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas entre -MA y +MA. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=8).

Los tratamientos de boro disminuyeron el peso seco de las hojas tanto en las
plantas +MA como en las -MA. Sin embargo, esta disminucion fue menor en las
plantas +MA. Asi, los tratamientos +MA/5 mg L™y +MA/10 mg L™ de B redujeron
el peso seco foliar en un 13% y 57%, respectivamente, frente a su control
(+MA/0,25 mg L™ de B); mientras que los tratamientos -MA/5 mg L™y -MA/10
mg L™ de B lo redujeron en un 30% y 77%, respectivamente.

Los pesos secos de la raiz y del tallo mostraron diferencias significativas

tanto para la estrategia de micorrizacién (M) como para los tratamientos con boro
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(B), pero no se observd una interaccion significativa entre ambos factores.
Independientemente de si las plantas estaban micorrizadas o no, al incrementar la
concentracion de boro en la solucién nutritiva tendié a disminuir el peso seco del
tallo y de la raiz. El peso seco del tallo fue el que se vio menos afectado de los dos
tejidos, sufriendo una reduccién del 15% en el tratamiento de 5 mg L™y del 23% en
el de 10 mg L™ de B; mientras que en la raiz, los tratamientos de 5y 10 mg L™ de B
no mostraron diferencias significativas entre ellos; reduciéndose en ambos casos en

un 35% con respecto al tratamiento control (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva y la micorrizacién sobre
el peso seco del tallo y la raiz de plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA)
y micorrizadas (+MA).

Factor principal. Tallo (g ps) Raiz (g ps)
0.25mg L™ 109,8 a 61,51 a
Boro 5mgL* 93,38 ab 44,46 b
10mg L™ 79,23 b 35,32 b
ANOVA W *
g = -MA 51,96 114,8
Micoyem +MA 42,23 73,53
ANOVA Fhk ok

™y ™ indican diferencias significativas para P <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada
columna, valores con la misma letra no presentan diferencias significativas al 5% establecidas por
el test de rangos multiples de Duncan. Los valores son la media para n=24 y 16 repeticiones para
los tratamientos de boro y micorrizas, respectivamente.

Los efectos de los tratamientos de exceso de boro comentados anteriormente
sobre las hojas, tallo y raiz dieron como resultado que en la biomasa seca total las
plantas -MA redujeran este parametro en proporcién a la concentracion de B
aplicada (reduccién del 19% para el tratamiento de 5 mg L™ y del 47% para el de
10 mg L de B), mientras que en las plantas +MA también hubo una tendencia a
disminuir la biomasa seca total pero no de forma significativa entre estos y el
tratamiento control (Figura 5.1).

Con los datos de peso seco de las hojas, tallo y raiz se calcul6 como se
distribuyé la biomasa total de las plantas entre sus respectivos érganos (fraccion de
hoja, fraccion de tallo, y fraccion de raiz; tabla 5.4). En la fraccion foliar el B afecto
de manera diferente en funcion de si las plantas estaban micorrizada o no. Las

plantas -MA fueron disminuyendo cada vez mas la fraccion de hoja a medida que

193



Universidad Miguel Hernandez

se aumentaba la concentracion de B en la solucion de riego, mientras que las +MA

solamente la disminuy6 en la de mayor dosis de B (10 mg L™%).

Tabla 5.4. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la fraccion foliar,
tallo y radicular en plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y
micorrizadas (+MA).

Factor principal Frac. Foliar Frac. Tallo Frac. Radicular
Micorri -MA 0,17 0,58 0,25
icorriza - ima 0,17 0,53 0,29
0.25mg L™* 021a 0,51b 0,28
Boro 5mg L™ 0,20 a 0,54 b 0,26
10mgL* 0,11b 0,62 a 0,28
Micorrizas x Boro

0.25mg L™ 0,22 aA 0,52 0,25
-MA 5mg L™ 0,19 bB 0,57 0,24
10mg L™* 0,09 cB 0,66 0,25
0.25mg L™ 0,19 xB 0,50 0,31
+MA 5mg L™ 0,21 XA 0,51 0,28
10mgL™* 0,12 yA 0,58 0,30

Micorriza ns ool *

Boro *k%k *kx ns

Micorriza x Boro b ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~,”"y " indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para el factor Boro y para cada estrategia de micorrizacion
en la interaccién, las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en
la interaccién: a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). En la interaccion los valores son las medias de 8
repeticiones.

Respecto a la fraccion del tallo, observamos que hubo diferencias tanto a
nivel de estrategia de micorrizacién como de tratamiento de boro, pero no asi su
interaccion. Las plantas -MA presentaron mayor fraccion de tallo que las +MA
(0,58 y 0,53, respectivamente); y al aumentar la dosis de B en la solucion nutritiva
tendio a incrementar la fraccion del tallo siendo solamente significativos los valores
para el tratamiento de 10 mg L™ de B con respecto al control. Por lo tanto las
plantas que tuvieron una mayor fraccion de tallo fueron las del tratamiento
-MA/10 mg L de B (Tabla 5.4).

Respecto a la fraccion radicular observamos que dependid solamente de la

micorrizacion; asi independientemente del B aplicado a la solucion nutritiva, las
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plantas micorrizadas presentaron mayor fraccion de raiz (0,29) que las no

micorrizadas (0,25).

5.3.4. Concentracion boro en los diferentes tejidos de las plantas

El uso de solucidn nutritiva con exceso de B supuso un incremento gradual en la
concentracion de boro en hoja (Brliar) @ l0 largo de todo el experimento,
observandose siempre una mayor concentracion de boro en el tratamiento de
10 mg L 'de B que en el de 5 mg L™de B (Figura 5.2). Las diferencias significativas
entre los tratamientos con exceso de boro (5y 10 mg L™) y el tratamiento control se
observaron en el segundo muestreo que se analizo (a los 23 dias), y alcanzaron los
valores maximos a los 84 dias, por lo que la acumulacién de Byjiar fue progresiva,

no alcanzando ningun estado estacionario.

1400
+MA Hkk

=
N
o
o

1000 1 —o- 0,25 mg L_l *okk
—— 5mg L1
800 1 —&— 10mg L1
600 -

400 H

B foliar (mg kg'1 ps)

200 H

C

0 23 50 84 0 23 50 84

dias dias

Figura 5.2. Evolucién de la concentracion de By €n respuesta al exceso de B en plantas de
citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) durante los 84 dias que duré el
experimento. “ns” indica significa diferencias no significativas al 95%; ~ indican diferencias
significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, y las letras
mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05
establecidas por el test de rangos maltiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). La barra
vertical indica el error estandar de la media (n=8).

Las micorrizas también jugaron un papel fundamental en la acumulacién
de boro en las hojas, ya que las plantas micorrizadas siempre tuvieron menor
concentracion de Bioiar que las plantas no micorrizadas. Por ejemplo, a los 23 dias
de tratamiento las plantas -MA/5 y -MA/10 mg L' de B presentaron una
concentracion de Bigiar de 479,4 y 618,7 mg kg™'ps, respectivamente; mientras que
las plantas +MA de ambos tratamientos presentaron valores muy por debajo, siendo
197,1 y 306,7 mg kg™ ps, respectivamente (Tabla 5.5). Al final del experimento
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(a los 84 dias) se observaron diferencias significativas para el boro y las micorrizas,
aungue su interaccion no fue significativa. Asi, las hojas acumularon en los
tratamientos de 5y 10 mg L™ de B entre 28 y 36 veces més que su control,
respectivamente. Teniendo presente como factor principal las micorrizas, las
plantas -MA tuvieron mas Biar (703,6 mg kg™ ps) que las plantas del tratamiento
+MA (615,01 mg kg’ ps). Por lo tanto, comparando los 6 tratamientos, la
combinacién -MA/10 mg L™ fue la que alcanzé una mayor concentracion de boro

en hojas (1135 mg kg™ ps).

Tabla 5.5. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva a los 0, 23, 50 y 84 dias
de iniciarse el ensayo sobre la concentracion Byjiar €n plantas de citrange Carrizo no
micorrizadas (-MA) o micorrizadas (+MA).

B foliar (mg kg™ps)

Factor Principal 0 dias 23 dias 50 dias 84 dias
Micorriza -MA 41,76 376,9 563,1 703,6
+MA 35,44 179,4 406,0 615,0
0.25 mg L 40,18 33,48¢c 30,14 ¢ 30,44 c
Boro 5mg Lt 36,40 338,3b 597,7b 863,7b
10 mg L? 39,22 426,7 a 825,8a 1083,8 a
Micorriza x Boro
0.25mg L™ 39,04 32,563 cA 29,28 cA 29,57
-MA 5mg L™ 38,78 479,4 bA 730,1 bA 945,8
10 mg L? 47,47 648,7 aA 929,8 aA 1135,5
0.25 mg L? 41,32 34,44 zA 30,99 zA 31,31
+MA 5mg L™ 34,01 197,1yB 465,3 yB 781,6
10mgL* 30,98 306,7 xB 721,7 xB 1032,1
Micorriza ns Fxk Frk *
Boro ns *kk *kk *kk
Micorriza x Boro ns Hxx Hxx ns

“ns” indica significa diferencias no significativas al 95%; ~y ~ indican diferencias significativas
para P<0.05y 0.001, respectivamente. Para el factor Boro y para cada estrategia de micorrizacién
en la interaccién, las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en
la interaccién: a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). En la interaccion los valores son las medias de 8
repeticiones.

En el tallo y la raiz, al final del experimento (a los 83 dias), la concentracién
de B aumento también al aumentar la adicion externa de B (Figura 5.3), pero la
micorrizacion ayudd a disminuir la concentracion. Para ambos tratamientos de boro,

las plantas -MA tuvieron una concentracién de 54,8 mg kg™ ps y 78,6 mg kg™ ps,
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para tallo y raiz, respectivamente; mientras que las plantas +MA acumularon 48,43
mg kg™ ps de B en tallo y 66,73 mg kg™ ps de B en raiz (Tabla 5.6).

B tallo (mg kgL ps) B raiz (mg kg1 ps)
140 140
120 g o2 mg L B - 120
10| MxBM = iomnilgl_r1 MxEns L 100
80 1 r 80
60 A r 60
40 - r 40
20 A r 20
0 -0
- MA + MA - MA + MA
Tratamiento micorrizas Tratamiento micorrizas

Figura 5.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de B en tallo y
raiz en plantas de citrange Carrizo no micorrizada (-MA) y micorrizada (+MA) a los 84 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias
significativas para P< 0.05 y 0.001, respectivamente. La barra vertical indica el error estandar de la
media (n=8).

Tabla 5.6. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracion
de B en tallo y raiz en plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y
micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento.

Factor principal B tallo (mg kg™ ps) B radicular (mg kg™ ps)
Micorriza ~ MA 54,86 78,57
+MA 48,43 66,74
ANOVA * *
0.25mg L™ 15,22 b 15,65 b
Boro 5mgL* 71,97 a 97,79 a
10mgL* 67,73 a 1045 a
ANOVA * *

“indica diferencias significativas para P<0.05. Para cada columna, valores con la misma letra no
presentan diferencias significativas al 5% establecidas por el test de rangos multiples de Duncan.
Los valores son la media para n=24 y 16 repeticiones para los tratamientos de boro y micorrizas,
respectivamente.

Tanto en el tallo como la raiz, no presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos de boro (5 y 10 mg L™). En el tallo, la media de ambos
tratamientos fue de 5 veces el valor de su control; mientras que en el caso de la raiz,
fue de 6 veces mas que el valor de su control (Tabla 5.6). Comparando la

concentracion de boro por tejidos se observa el siguiente orden de mayor a menor
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concentracion: hojas > raiz > tallo, y este orden se mantiene tanto para plantas -MA
como para +MA.

5.3.5. Parametros de intercambio gaseoso v fluorescencia de clorofilas

A largo del experimento se hicieron medidas de los parametros de intercambio
gaseoso tasa de asimilacion neta de CO, (Acoy) Y transpiracion foliar (Ejear), Y cON
estos datos se calcularon el uso eficaz del agua (UEA= Acox/Eisr) Y la
concentracion de CO, subestomatico (C;). En la tabla 5.7 hemos puestos los valores
de Acoz Y Elear del tratamiento control. Aqui se puede ver como para el tratamiento
de 0,25 mg L™ de B no existi6 un efecto significativo con la micorrizacién para la
Aco2 Y Ejar, Obteniéndose un valor promedio de 10,65 pmol CO, m? st y
2,65 mmol m?2s?, respectivamente. En la figura 5.4 se representan la Acoz Y Ejeat
como porcentaje relativo a los valores del tratamiento control (0,25 mg L™ de B)
para cada uno de los dias que se hicieron las medidas y tratamiento de
micorrizacion. En la evolucion de la Acoz Y Ejear CON €l tiempo, se observé en las
plantas -MA que estos parametros se vieron afectados por el de boro a partir del dia
50. En esa medida, se observd como en las plantas regadas con el tratamiento de
boro de 10 mg L™ la Acoz Y Ejesr S€ Vio reducida un 75 y 65%, respectivamente,

relativo al tratamiento control.

Tabla 5.7. Efectos de la micorrizacién sobre la tasa de asimilacion neta de CO,
(Acoz) Y transpiracion foliar (Ejear) en plantas del tratamiento control (0,25 mg L™
de B) a lo largo del experimento.

Tratamiento de 0,25 mg L™ de B
Acoz (umol m2s™) Ejear (Mmol m?s™)
Micorrizas od 23d 50d 84d od 23d 50d 84d
-MA 10,1 11,2 10,0 12,3 1,7 2,9 2,7 3,6
+MA 9,6 94 125 10,2 1,8 2,2 2,6 3,7
ANOVA ns ns ns ns ns ns ns ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95% (n=6) entre plantas -MA (no micorrizadas) y +MA
(micorrizadas).
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Figura 5.4. Evolucidn de la tasa de asimilacién neta de CO, (Acoy) Y de la traspiracion foliar (Ejea)
en respuesta al exceso de B en la solucién nutritiva en plantas de citrange Carrizo no micorrizadas
(-MA) y micorrizadas (+MA) durante los 84 dias que durd el experimento. Los datos son expresados
como porcentaje relativo a los datos del tratamiento control. “ns” no diferencias significativas al
95%; ~y * indican diferencias significativas para P<0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada
tratamiento de micorrizas las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (a,b,c para
-MA; x,y,z para +MA). La barra vertical indica el error estandar de la media (n=6).

Tabla 5.8. Anélisis de la varianza de la asimilacion neta de CO; (Acoz) y de la
transpiracion foliar (Ejes) para los factores: micorriza, tratamientos de boro (B) y su
interaccion.

0 dias 23 dias 50 dias 84 dias
Factor Principal ANOVA - Asimilacion neta de CO; (Acoy)
Micorriza ns * faiahed ns
Boro ns ns el Fkx
Micorriza x Boro ns ns kel *
ANOVA - Transpiracion foliar (Eje)

Micorriza ns faleiel faleiel ns
Boro ns ns falaled falea
Micorriza x Boro ns ns falaiel ns

“ns” significa diferencias no significativas al 95%; "y~ indican diferencias significativas para P<
0.05y 0.001, respectivamente (n=6)
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En la medida del dia 84, continu6 descendiendo la Aco, del tratamiento de
10 mg L™ de By de 5 mg L™ de B, aunque en este Gltimo en menor medida que el
del tratamiento de mayor concentracion. En esa misma medida, la Ejqs del
tratamiento de 10 mg L™ de B se mantuvo baja pero estable en relacién a la del dia
50, pero si que disminuy6 para el tratamiento de 5 mg L™ de B. En la evolucién de
las plantas +MA se observa una tendencia parecida al de las plantas -MA, pero las
diferencias entre el tratamiento control y los tratamientos con exceso de boro son
menores. En la medida hecha a los 50 dias, las plantas +MA redujeron la Aco2
significativamente solamente con el tratamiento de B de 10 mg L™ y ninguno de
estos dos tratamientos afectd a la Ejsr. En la medida a los 84 dias, los dos
tratamientos de boro disminuyeron ambos parametros (Aco2 Y Ejeat)-

Centrandonos en los resultados obtenidos a los 84 dias podemos ver
claramente como la micorrizacion reduce los efectos negativos en los parametros de
intercambio gaseoso. Siendo, para la Aco; en el tratamiento de +MA/5 mg L™ de B
el porcentaje de reduccion del 44% con respecto a su control, mientras que el
tratamiento -MA/5 mg L™ de B fue de casi el doble, 78%:; lo mismo ocurre para el
tratamiento de 10 mg L™ de B, mientras que las +MA vieron reducida su Aco, en
un 64%, las -MA la vieron reducida en un 90% (Figura 5.5).

En el UEA, se observd como las plantas procedentes del tratamiento
+MA/0,25 mg L? de B reducian en un 20% su UEAfisiolsgico FeSpecto a las
-MA/0,25 mg L™ de B; sin embargo, cuando se afiadié un exceso de B a la solucién
nutritiva, se comprob6 que afectaba més a las -MA, viéndose reducido dicho
pardmetro en un 42% para el tratamiento de 5 mg L™ de B y un 78% para el de
10 mg L™ de B (Figura 5.5). En el caso de las plantas +MA, se observd que su
UEA¥isiolagico N0 disminuyo en el tratamiento de 5 mg Lt de B, mientras que en el de
10 mg L™ de B su reduccién fue del 36%.

Para el parametro Ci, los controles de ambas estrategias de micorrizacion
(-MA y +MA) presentaron valores muy similares, 234 pmol mol™ para -MA y
235 pmol mol™ para +MA (Figura 5.5). Por otro lado, mientras que en +MA no se
observaron diferencias significativas para los distintos tratamientos de B, en plantas
-MA el tratamiento de 5 mg L™ de B disminuy6 este parametro alcanzando un valor
de 197,85 umol mol™; sin embargo, no hubo diferencias entre el control y el

tratamiento de 10 mg L™ de B.
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Figura 5.5. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la asimilacion neta de CO, (Acoy),
conductancia estomatica (gs), uso eficiente del agua fisioldgico (UEAfisioisgico = Acoz/Eear) Y
concentracion de CO, subestomatico (C;) en plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y
micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias no significativas al 95%;

* KKk

, 7y 7" indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada
tratamiento de micorrizas, las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (a,b,c para
-MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas diferentes, para cada tratamiento de boro, indican
diferencias significativas entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estandar de la media
(n=6).

Para la conductancia estomatica (gs), ambas estrategias de micorrizacion se
comportan de la misma forma ante el aumento de la concentracion de B en la
solucion nutritiva, disminuyendo a medida que la concentracion de B es mayor.
Con el tratamiento de 5 mg L™ de B se produjo una reduccién del 55% y para el de
10 mg L™ de B fue del 85%, respecto al control.

Respecto a los parametros de fluorescencia, como se observa en la tabla 5.9,
en ninguno de los tres parametros estudiados (Fv’/Fm’, qP y ®ps)) el andlisis

estadistico no revelo diferencias significativas.
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Tabla 5.9. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la eficacia
fotoquimica del PSII (Dpsy)), la eficiencia de las antenas en el PSII (Fv’/Fm’) y el
coeficiente “Quenching Fotoquimico” (qP) en plantas de citrange Carrizo no
micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) durante los 84 dias que durd el
experimento.

Factor Pral. Fv’/Fm’ qP D)
Boro 0.25mg L™ 0,672 0,677 0,457
5mg L™ 0,699 0,581 0,407
10mgL* 0,690 0,629 0,440
Micorriza -MA 0,682 0,615 0,422
+MA 0,692 0,644 0,447
Micorrizas x Boro

-AM 0.25mg L™ 0,660 0,686 0,453
5mg L™ 0,715 0,564 0,404
10mg L™ 0,671 0,595 0,409
+AM 0.25mg L™ 0,684 0,669 0,461
5mg L™ 0,684 0,599 0,411
10mgL* 0,710 0,664 0,471

Micorrizas ns ns ns

Boro ns ns ns

Micorriza x Boro ns ns ns

“ns” indica que no hay diferencias significativas al 95% entre los tratamientos. En la interaccién los
valores son la media de 6 repeticiones.

5.3.6. Concentracion mineral foliar y radicular en la planta

En las hojas, de todos los minerales analizados aquellos que presentaron diferencias
significativas en alguno de los factores estudiados fueron: Ca, P, Na, Cu y Mn
(Tabla 5.10). Cu y Mn fueron los unicos que mostraron diferencias significativas
para la interaccion M x B. Respecto al Cu, las -MA y las +MA del tratamiento
control presentan valores muy similares, siendo de 3,58 y 3,10 mg kg™ps,
respectivamente (Tabla 5.10). Las plantas +MA en los tratamientos de
5y 10 mg L? de B incrementaron significativamente la concentracién de Cu
respecto a su control, pero no se observd diferencias significativas entre ellos
(4,44 y 423 mg kg™ ps, respectivamente). En las plantas -MA, el tratamiento de
5 mg L™ de B también aumenté ligeramente, pero el analisis estadistico no mostré
diferencias significativas respecto a su control (4,38 mg kg™ ps); sin embargo el
tratamiento de 10 mg L™ de B, incrementd la concentracién de Cu duplicandola con
respecto al control (Tabla 5.10).
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Tabla 5.10. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de Ca, P, Na, Cu y Mn foliar y radicular en plantas de citrange Carrizo no
micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento.

Hoja
L Ca P Na Cu Mn
Factor principal (mggtps) (mgg'ps) (mgg'ps) (mgkg'ps) (mgkgps)
Micorriza -MA 21,4 2,1 0,15 4,81 55,99
+MA 19,4 2,0 0,14 3,92 42,26
0.25mg L 19,1b 2,0b 0,13b 334¢c 57,39 a
Boro 5mgL? 234 a 1,8b 0,13b 4,41b 52,45 a
10mgL? 18,5b 23a 0,19a 5,36 a 37,55b
Micorriza x Boro
0.25mgL? 18,2 2,0 0,15 3,58 bA 69,78 aA
-MA 5mgL* 23,2 1,9 0,13 4,38 bA 60,06 aA
10mgL*? 16,7 2,1 0,20 6,19 aA 36,54 bA
0.25mg L™ 19,9 2,1 0,11 3,10 yA 45,00 xB
+MA 5mgL*? 237 1,8 0,13 4,44 XA 44,84 xB
10mg L 20,6 2,5 0,18 4,23 xB 36,96 XA
Micorriza ns ns ns * faleal
Boro ok - * sk -
Micorriza x Boro ns ns ns * **
Raiz(mg g™'ps)
Factor principal K Ca Mg P Na
Micorriza -MA 21,1 13,7 2,3 2,0 1,2
+MA 15,4 14,0 2,0 2.4 0,7
0.25mg L* 18,4 149a 23a 25a 08D
Boro 5mg L? 19,7 149a 2,4 a 2,3a 1,1a
10mgL*? 16,7 11,7b 18b 18b 0,8b
Micorriza x Boro
0.25mgL? 14,6 15,9 2,1 2,6 0,5
-MA 5mg L* 18,8 14,6 23 2,7 0,8
10mgL? 12,6 11,9 1,7 2,1 0,7
0.25mg L 22,2 14,3 2,5 2,5 1,0
+MA 5mgL*? 20,5 15,1 2.4 2,0 1,4
10mgL*? 20,3 115 1,9 15 1,0
Micorriza el ns *x *x falaied
Boro ns * falalad ** *k
Micorriza x Boro ns ns ns ns ns

*k

“ns” indica diferencias no significativas al 95%; *, ™y *" indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01
y 0.001, respectivamente. Para el factor Boro y para cada estrategia de micorrizacion en la interaccion, las
letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05
establecidas por el test de rangos maltiples de Duncan (siendo en la interaccion: a,b,c para -MA; x,y,z para
+MA). En la interaccion los valores son las medias de 8 repeticiones.
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Para el Mn, se observé diferencias entre los dos tratamientos de 0,25 mg L™
de B; mientras que -MA presenté un valor de casi 70 mg kg™ ps, las +MA vieron
reducido dicho valor en un 38%. Ademas, las plantas del tratamiento +MA no
presentaron diferencias significativas entre los tres tratamientos de B, pero las
plantas -MA mostraron diferencias significativas con la concentracién de 10 mg L™
de B con respecto a los otros dos tratamientos (Tabla 5.10). En este caso ocurri6 de
forma contraria a la observada en el Cu, el Mn aqui ve reducido su valor a casi la
mitad del valor de su control.

Ca, P, y Na presentaron diferencias significativas solo cuando el factor
principal fue el B (Tabla 5.10). En el caso de P y Na, no presentaron diferencias
significativas entre el control y el tratamiento de 5 mg L™ de B (Tabla 5.10),
mientras que en el de 10 mg L™ de B, tanto el P como el Na incrementaron su
concentracién alcanzando un valor de 2,3 y 0,19 mg g™ ps, respectivamente. El Ca,
por su parte, no mostrd diferencias significativas entre el control y el tratamiento de
10 mg L™; y fue el tratamiento de 5 mg L™ de B, el que acumulé mas Ca en las
hojas (23,4 mg g™ ps; Tabla 5.10).

En la raiz teniendo en cuenta como factor principal el B, se observé que Ca,
Mg y P respondieron igual tras los 84 dias de tratamiento, no presentando
diferencias significativas entre el tratamiento control y el de 5 mg L™ (Tabla 5.10),
pero si disminuyendo sus respectivas concentraciones en el tratamiento de
10 mg Lt (21, 22, y 26%, respectivamente) respecto a los otros dos
tratamientos. En el caso del Na, se observo que las plantas que lo acumularon méas
en raiz fueron las tratadas con 5 mg L™ de B (0,11 mg g™ ps).

Pasando a analizar los datos segun el factor de micorrizas, se observaron
diferencias significativas para K, Mg, P y Na, en donde las plantas -MA tienen una
mayor concentracion de K, Mg y Na, y menor concentracién de Ca y P que las
plantas +MA.

5.3.7. Concentracion de solutos organicos

En cuanto a la concentracion de carbohidratos en hojas se observo que los azlcares
solubles (AS) solo presentaron diferencias significativas cuando el factor principal
fue el B (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Efectos del exceso de B en la solucidn nutritiva sobre la concentracion de azlcares
reductores (AR) y azucares solubles (AS) en los diferentes tejidos de la plantas de citrange Carrizo
no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias
no significativas al 95%; , ~ y  indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las letras minlsculas diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de
rangos multiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas diferentes, para
cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas entre -MA y +MA. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=8).
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Los tratamientos con exceso de B (5 y 10 mg L) afectaron a la
concentracion foliar de AS disminuyéndola ligeramente respecto al control en un
18% y un 8%, respectivamente (Figura 5.6). En cuanto a los azucares reductores
(AR) en el tejido foliar, s6lo se observaron diferencias significativas a nivel de
micorriza, en donde las plantas +MA mostraron mayor concentracion
(21,99 mg g™ ps) que las -MA (18,53 mg g™ ps).

Por su parte en el tallo, se observd que mientras que en las plantas -MA se
producia una disminucién de AS en los tratamientos de boro (5 y 10 mg L™) del
13% y 28%, respectivamente, con respecto al control; en las plantas +MA no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos con B y control
(Figura 5.6). En cuanto a los AR en tallo, se vio que +MA/0,25 mg L™ de B doblé
su valor respecto tanto a los otros dos tratamientos de boro (12,02 mg g™ ps;
figura 5.6), mientras que en la plantas -MA no hubieron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos. En la raiz se observo que tanto los AS como los
AR presentaron diferencias significativas para la interaccion Micorriza x Boro
(Figura 5.6). Empezando por los AS, solo se observo diferencias significativas para
el tratamiento de 5 mg L™ de B de las plantas -MA, donde se vio como en los AS
presentaron el valor mas bajo (16,06 mg g™ ps) y como consecuencia también
presentaron el valor més bajo en AR (3,40 mg g™ ps; figura 5.6). En las plantas de
citrange Carrizo +MA, se observaron diferencias para la concentracion de AR agicular
entre los tratamientos de 5y 10 mg L™ de B, siendo mayor para el tratamientos de 5
mg L™ de B. Sin embargo en esas mismas raices, se observé una disminucion
gradual de l0s AR agiculares CONfOrme se aumentaba la dosis de B en el agua de riego,
siendo la reduccion de un 19% para el tratamiento de 5 mg L™ de B y un 38% para
lade 10 mg L™ de B (Figura 5.6).

Para la concentracién de almidén foliar, se observé que las -MA/0,25 mg L™
de B presentaron un 15% menos de este az(car de reserva que las +MA/0,25 mg L™
de B. En la figura 5.7, se observa como en las plantas +MA se produce una
disminucion de la concentracion foliar de almidon al aumentar la concentracion de
B en el agua de riego, independientemente de la dosis de B aplicada (disminucion
de aproximadamente el 23,5% del valor medio). En las plantas -MA no hay
diferencias significativas entre los tratamientos con exceso de B y su control
(Figura 5.7).
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Figura 5.7. Efectos del exceso de B sobre la concentracién de almidén en hojas y raiz de la plantas
de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento.
“ns” indica diferencias no significativas al 95%; "y = indican diferencias significativas para P<0.05
y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las letras minGsculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test
de rangos mdaltiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas diferentes,
para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas entre -MA y +MA. La barra vertical
indica el error estandar de la media (n=8).

Por otro lado, en la raiz se observd que el almidon presentd diferencias
significativas para la interaccion Micorriza x Boro (Figura5.7). La diferencia la
encontramos en el tratamiento de B de 5 mg L™ de las plantas -MA, donde se dio el
valor més alto de almidén (7,12 mg g™ ps), en comparacién con la control y con el
tratamiento de 10 mg L™ de B (en torno a 5,3 mg g™ ps). En las plantas +MA el
Unico tratamiento de B que afectd a la concentracion de almidon radicular
disminuyéndola respecto a la de los otros dos tratamientos fue la de 10 mg L™ de B.

En lo relativo a la concentracion foliar de prolina, se observo que en plantas
+MA no existieron diferencias significativas para los diferentes tratamientos de
boro; lo mismo ocurrid para la concentracion radicular (Tabla 5.11). Sin embargo,
en plantas -MA se observd6 como la concentracién foliar disminuy6
progresivamente: un 20% para el tratamiento de 5 mg L™ de B y un 33% para el de
10 mg L™ de B. Por su parte, la concentracién radicular de prolina en -MA,
disminuy6 hasta casi la mitad en las plantas regadas con aguas de 5 mg L™ de B
(1,69 mg g™ ps) y aumentd con el tratamiento de 10 mg L™ de B (3,97 mg g™ ps),

en ambos casos con respecto a su control (Tabla 5.11).
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Tabla 5.11.Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de prolina y compuestos amoniocuaternarios (CAQ) tanto foliar como radicular en
plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84
dias de experimento.

Prolina_hoja CAQ_hoja  Prolina_raiz CAQ raiz

Factor principal K - R =
princip (mgg’ps)  (mgg'ps) (mggips)  (mgg®ps)

Micorriza -MA 15,82 6,50 2,72 4,57
+MA 17,31 6,51 3,08 3,72
Boro 0.25mg L™* 18,56 a 6,28 b 2.86 ab 4,06
5mgL* 15,90 b 6,27 b 2441 4,42
10mg L™* 15,23 b 6,99 a 339a 3,97
Micorrizas x Boro
-MA 0.25mg L™ 19,17 aA 6,33 aA 2,50 bB 4,46 aA
5mg L™’ 15,35 bA 6,77 aA 1,69 cB 4,44 aA
10 mg L™ 12,94 cB 6,39 aB 3,97 aA 4,79 aA
+MA 0.25mg L™ 17,96 XA 6,22 yA 3,23 XA 3,60 yB
5mg L™ 16,45 xA 5,78 yB 3,19 XA 4,39 XA
10mgL™ 17,52 xA 7,51 XA 2,81 xB 3,15yB
Micorriza B ns * kel
Boro R P e ns

**k% ** **k* **

Micorriza x Boro

“ns” indica diferencias no significativas al 95%; ~, "y~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para el factor Boro y para cada estrategia de micorrizacién
en la interaccién, las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (siendo en
la interaccién: a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). En la interaccion los valores son las medias de 8
repeticiones.

Respecto a los CAQ en hoja, se comprobé que +MA/10 mg L™ de B
presenté la concentracion més alta (7,51 mg g™ ps) respecto tanto a sus otros dos
tratamientos como a los tres tratamientos de B con -MA (Tabla 5.11). En raiz, las
plantas -MA no mostraron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos de boro, estando sus valores dentro del rango 4,4-4,8 mg g™ ps; por el
contrario las plantas +MA si que mostraron diferencias en los tres tratamientos de
boro, donde las Unicas que sobrepasaron el valor de 4 mg g™ ps fueron las del
tratamiento de 5 mg L™ de B, mientras que las controles y las de 10 mg L™ de B
vieron reducida su concentracion en un 18 y 28%, respectivamente (Tabla 5.11),

relativo al tratamiento de 5 mg L™ de B.
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5.3.8. Concentracion de MDA y H,0,

En lo referente a la concentracion de MDA cuantificada, en la figura 5.8 se puede
comprobar que en el tratamiento sin exceso de B, en las plantas +MA la
concentracion foliar fue la mitad que en las plantas -MA control (10,67 y

20,80 nmol g™ pf), respectivamente.

MDA (nmol g* pf) H207 (umol g1 pf)
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Figura 5.8. Efectos del exceso de B en la soluciéon nutritiva sobre la concentracion de
malonildialdehido (MDA) y peréxido de hidrogeno (H,O,) en hojas de plantas de citrange Carrizo
no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias
no significativas al 95%; ~ indica diferencias significativas para P<0.001. Para cada tratamiento de
micorrizas, las letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
de boro para P< 0.05 establecidas por el test de rangos maltiples de Duncan (a,b,c para -MA; X,y,z
para +MA). Letras mayUsculas diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias
significativas entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=4).

Ahora bien, los efectos de los tratamientos de boro sobre la concentracion
de MDA dependieron de si las plantas estaban micorrizadas o no. Asi, en plantas
-MA, el tratamiento de boro de 5 mg L™ incrementé la concentracion hasta alcanzar
una concentracion de 30,85 nmol g™ pf; mientras que el tratamiento de 10 mg L™ de
B la disminuy6 un 28%, con respecto a su control (Figura 5.8). Analizando los
datos de las plantas +MA, observamos que el tratamiento de B de 10 mg L™ de B
incremento la concentracion con respecto a los otros dos tratamientos, pero no se

produjeron diferencias significativas entre ellos.

La concentracion foliar de H,O, aument6 a medida que la concentracion de
B en la solucién nutritiva fue mayor, independientemente de si citrange Carrizo

estaba micorrizado o no, alcanzando los valores promedio de 3,14 y 3,78 umol g™
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pf en los tratamientos de 5y 10 mg L™ de B, respectivamente, mientras que en las
plantas control tuvieron una concentracion de 2,7 pmol g™ pf.

5.3.9. Actividad de las enzimas antioxidantes.

En lo referente a las enzimas antioxidantes y comenzando por la CAT, se
observé que las +MA/0,25 mg L™ de B contenian un 26% menos de actividad que
la -MA/0,25 mg L™ de B, aunque estos valores fueron no significativos. En las
plantas +MA no existieron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos de B (Figura 5.9). Mientras que en las -MA, las plantas sometidas a
10 mg L™ de B se vieron reducida la actividad de CAT en un 58% con respecto

tanto al control como al tratamiento de 5 mg L™ de B (Figura 5.9).
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Figura 5.9.Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion de catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD) en
hojas de plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de
experimento. “ns” indica diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias
significativas para P<0.05 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras
mayusculas diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas entre -MA 'y
+MA. La barra vertical indica el error estandar de la media (n=4).
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En lo que respecta a la actividad de APX, se observé que las plantas
+MA/0,25 mg L™? de B tuvieron una actividad enzimatica de 1,5 U g* pf,
aproximadamente la mitad de la que tenian las -MA/0,25 mg L™ de B (3,1 U g™'pf).
Como en el caso anterior, observamos que en las plantas +MA no existieron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de B (Figura 5.9);
mientras que en las -MA, las plantas sometidas a 10 mg L™ de B vieron aumentada
en 5 veces, aproximadamente, dicha actividad con respecto al control y al
tratamiento de 5 mg L™*de B (Figura 5.9).

Para la enzima GR, se observé que las plantas +MA/0,25 mg L™ de B
mostraron un 35% mas de actividad de esta enzima que las -MA/0,25 mg L™ de B.
En las plantas +MA, se observd cémo disminuia la actividad de la GR en los
tratamientos con B respecto a su control, siendo una reduccién del 20% y del 40%
para5y 10 mg L™ de B, respectivamente (Figura 5.9). En las -MA, se observé que
los dos tratamientos con B respondian de forma diferente respecto a su control;
mientras que el de 5 mg L™ de B vio reducida la actividad de la enzima GR a
practicamente la mitad (0,51 U g™ pf), el de 10 mg L™ de B la vio incrementada
hasta el doble (2,49 U g™ pf; figura 5.9).

Por altimo, en el caso de la SOD, no se observaron diferencias significativas
entre las plantas +MA y -MA para el tratamiento control (910,2 y 902,9 U g™ pf,
respectivamente). En las plantas +MA no existieron diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos de B (Figura 5.9). Por el contrario, en las -MA, las
plantas sometidas a 10 mg L™ de B vieron aumentada la actividad de la SOD en un
25% con respecto al control y al tratamiento de 5 mg L ™de B (Figura 5.9).

5.4. Discusioén

5.4.1. Las altas concentraciones de boro en la solucién nutritiva no afectaron al

porcentaje de micorrizacién, pero si a la proliferacién del hongo en las raices

La influencia positiva de la fertilizacion con B en la formacién de micorrizas se
observo por primero vez en plantas de alfalfa y trébol rojo en el afio 1980 (Lambert
y col., 1980). En los citricos se demostré unos afios mas tarde con el trabajo llevado
a cabo por Dixon y col. (1989) en plantas de Citrus jambhiri. Pero poco se sabe del
efecto que podria tener el exceso de B en la simbiosis 0 en la relacion entre

hongo-planta. Por eso, hicimos, al final del ensayo, un estudio sobre el estado de la
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colonizacién de las micorrizas en las raices de citrange Carrizo regadas con exceso
de boro. En este estudio se observo que el porcentaje de colonizacion de la
micorriza no se vio significativamente alterado (ver tabla 5.3 y Fig. 5.5). Donde si
observamos que tuvo un efecto negativo el exceso B fue sobre la proliferacion
(extension) del micelio dentro de la raiz (intrarradial). Nuestros resultados
mostraron que en condiciones de exceso de este micronutriente, se redujo el
crecimiento del micelio dentro de la raiz micorrizada en un porcentaje mayor al
60%.

En condiciones normales el proceso de simbiosis entre el hongo v la raiz se
puede describir brevemente de la siguiente manera. Cuando el hongo encuentra una
raiz susceptible de ser micorrizada, experimenta una notable estimulacién que se
manifiesta en una abundante proliferacion y ramificacion del micelio. Esto le
permite a la hifa contactar con la raiz adhiriéndose a su superficie, y formando un
apresorio, estructura de precolonizacion a partir de la cual, dos o tres dias después,
se iniciara la penetracion en la raiz de la planta. Una vez establecida la asociacion
hongo-planta la célula vegetal hospedadora aporta sacarosa a la matriz interfacial
mediante transporte pasivo, éste se hidrolizaria en glucosa y fructosa (azlcares
reductores) y, finalmente, la glucosa se absorbe por el hongo mediante un proceso
de transporte activo en los arblsculos donde sera transformado a una forma
aprovechable para el mismo (polialcoholes, trehalosas y glucdgeno,
principalmente). Teniendo en cuanta lo anterior, nos planteamos tres hipotesis de
por qué el exceso de B en la solucion nutritiva podria haber afectado negativamente
a dicha proliferacion del micelio intrarradial:

I) El B podria ser toxico para el hongo, afectando a la formacion de las estructuras
arbusculares o al transporte activo que se da en ellas (Figura 5.10). Gianinnazi-
Pearson y col. (1991) observaron que las H'-ATP.s fungicas, implicadas
posiblemente en este transporte activo de carbohidratos desde el apoplasto, estan
localizadas fundamentalmente en el tronco de los arbusculos y en las hifas

intercelulares, apoyando la absorcion de carbohidratos por estas estructuras.
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Arbusculos

Vesiculas

NO excesode B | EXCESO de B

Figura 5.10. Reduccion de la proliferacion del micelio intrarradial. Hipotesis I:
el B en exceso podria afectar al desarrollo de las estructuras micorricicas
(vesiculas, arbusculos, etc.). llustracion recuperada y modificada de Plant
Physiology. Third Edition. Figure 5.11 ©2002. Sinauer Associates. Inc.

I1) La alta toxicidad que tiene el B sobre la Aco, de las plantas de citrange Carrizo
afectaria al aporte de azlcares que tiene que recibir el hongo para su crecimiento
Optimo (Figura 5.11). Como ya hemos comprobado en los dos experimentos
previos de esta memoria, el portainjerto citrange Carrizo es uno de los mas

sensibles al exceso de boro.

\ ElI B seincorporay sube
Movimiento de H,O a las hojas junto con el
movimiento de H,0

(Transpiracion)
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Figura 5.11. Reduccion de la proliferacion del micelio intrarradial. Hipdtesis 1l: el B en
exceso afecta al transporte de azlcares desde las hojas de la planta hacia la raiz
micorrizada.

213



Universidad Miguel Hernandez

[11) Formacion de complejos B-polioles en el micelio extrarradial que impedirian el
aprovechamiento de los azlcares que llega de la planta por parte de las micorrizas
(Figura 5.12). Estos organismos destinan la mayor parte de los azlcares
procedentes de la planta al micelio extraradial donde son transformados a polioles.
Estos hidratos de carbono fungicos tienen alta afinidad por la formacion de
complejos con B (forma inmdvil) y de este modo no podrian ser usados por el

hongo como fuente de energia para su crecimiento.

NO exceso de B

: 2R

EXCESO de B

Polioles—((B ) Polioles-- O
rFa ¢
¢ = polioles-- o 4 —> polioles &
¢ 7 ¢ [ &
’ Pololes Polioles: ¢ Pololes Q 4
reicier- B) Poboles p— ‘ Policles— . Pobioles- .

Figura 5.12. Reduccion de la proliferacion del micelio intrarradial. Hipotesis 111: el B en exceso,
debido a la alta afinidad que presenta por los hidratos de carbono fangicos (polialcoholes), forman
los complejos B-poliol, por lo que éstos ya no estan disponibles para que el hongo los utilice como
fuente de energia (reduccién de su crecimiento). llustracion recuperada y modificada de Plant
Physiology. Third Edition. Figure 5.11 © 2002. Sinauer Associates. Inc.

De estas tres hipdtesis, segun los resultados obtenidos y analizados en este
experimento, parece ser que la Gltima es la que cobra mas fuerza. El hecho de que
en las raices control, al igual que en las tratadas con B, la estructura que
predominara fuera el apresorio y algunas vesiculas fueran visualizadas, nos esta
indicando que la colonizacion micorricica se encontraba en las fases mas tempranas
de la colonizacion y descarta por tanto la primera hipétesis. Los resultados de los
azlcares solubles (AS) nos permiten descartar la segunda opcion, ya que el

suministro de carbohidratos a la raiz no se vio interrumpido (ver Fig. 5.6). Sin
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embargo, la reduccion de los azlcares reductores con los tratamientos de exceso de
B, podria indicar que estos han sido transformados a polioles y una vez
complejados con el B dejarian de ser funcionales para las micorrizas, dificultando

el crecimiento de la micorriza.

5.4.2. Las plantas micorrizadas fueron mas tolerantes al exceso de boro que las no-

micorrizadas, debido a que las +MA tuvieron una menor concentracion de boro en

las hojas
Basados en los datos de la biomasa seca foliar podemos afirmar que la

micorrizacion mejord la tolerancia de las plantas de citrange Carrizo al exceso de
boro en la solucién nutritiva. Los tratamientos de B de 5y 10 mg L™ redujeron este
parametro, con respecto al tratamiento sin B, en un 13 y 57%, respectivamente, en
las plantas +MA; mientras que para las plantas -MA fue reducido un 30 y 77%.
Ademas, este hecho fue también corroborado visualmente, donde los sintomas de
toxicidad (clorosis tanto en parte apical como en bordes, quemaduras y necrosis en
las hojas viejas y de la parte media) fueron mucho mas agresivos en las plantas
-MA. Aungue no se conoce especificamente a que se debe la toxicidad del B en las
plantas se creen que pueden ser debidos a desdrdenes metabolicos relacionados
con la formacién de enlaces de B a las ribosas causando dafios celulares (Gunes y
col., 2006; Cervillay col., 2007), entre otros factores.

Por otro lado, la relacion lineal entre la concentracion foliar de boro y la
reduccion del crecimiento de las hojas (% relativo a las plantas control) fue
altamente significativa (P<0,001; r=0,95; pendiente=0,18; datos no mostrados).
Lo que indica que los rangos de concentracién foliar de 781-1135 mg kg™ ps
(al final del experimento), son muy sensibles para citrange Carrizo, ya que por
cada 100 mg kg™ ps que se acumula en las hojas se produce una reduccién del peso
seco foliar del 18%. Ademas esta relacion lineal indica también, que la mayor
tolerancia de las plantas micorrizadas se debié a que estas acumularon menor
concentracion de boro en las hojas que las plantas no micorrizadas. Estos datos
concuerdan con los resultados reportados descritos por Sonmez y col. (2014) que
observaron como en plantas de trigo inoculadas con micorrizas disminuyé la
concentracion foliar de B en plantas de trigo con respecto a las plantas no

micorrizadas. Ademas comprobaron que las micorrizas  redujeron
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significativamente la absorcién de B por parte de la raiz en cada nivel de toxicidad
ensayado (3y 6 mg L™ de B).

La concentracion foliar de boro que se acumula en las plantas puede
depender de varios factores como son la transpiracion foliar, el uso eficaz del agua,
la relacion parte &rea:raiz, absorcion neta de B por las raices, etc. Las plantas de
citrange Carrizo son uno de los portainjertos de citricos méas sensibles al boro
porque acumula grandes concentraciones de este micronutriente en las hojas,
debido, entre otras causas, a que su tasa de transpiracion por unidad de area foliar
es muy alta, y su uso eficaz de agua (relacion entre la tasa de asimilacion neta de
CO, y transpiracion foliar) es muy bajo. Teniendo en cuenta todos las variables
analizadas en este ensayo, la reduccién de la concentracion de boro en las plantas
+MA con respecto a las -MA podria ser debido a que las micorrizas podrian
reducir la entrada del boro en las raices. Ahora bien, no queda claro si la
disminucion en la absorcion neta del boro por las micorrizas se puede deber a
algin mecanismo que restringe la entrada o a que se favorece el eflujo de B desde
el interior de la raiz hacia el medio externo, en donde una vez mas los azucares
tipicos de los hongos podrian tener un papel fundamental.

La disminucion del crecimiento radicular es una respuesta tipica de los
cultivos sensibles al exceso de B, y se cree que esto es debido a la alta sensibilidad
gue muestran las zonas meristematicas de la raiz (Lovatt y Bates, 1984; Nable,
1988; Reid y col., 2004; Choi y col., 2006; Sheng y col., 2010; Simén, 2012).
Nuestros resultados muestran que las raices de las plantas de citrange Carrizo son
muy sensibles al exceso de B en la solucién nutritiva. Pero ademas, también
muestran dos aspectos importantes como es que: i) la concentracién del boro en la
solucion nutritiva, mas que la concentracién acumulada en la raiz, podria estar
inhibiendo el crecimiento de la raiz y, por otro lado, que ii) en el tratamiento méas
alto de B (10 mg L™) la inoculacién de G. intraradices podria estar protegiendo a
la raiz de sufrir efectos mas severos. Esto queda respaldado por el hecho de que no
se observo una relacion directa entre la concentracion de boro acumulado en la raiz
y la reduccion del crecimiento. Por ejemplo, en las plantas -MA la concentracién
de B en la raiz fue similar (110 mg kg™ ps) para los dos tratamientos de exceso de
B, sin embargo, la reduccion de la biomasa radicular fue del 26 y 50% para los

tratamientos de 5 y 10 mg L™ de B. Con respecto al segundo punto comentado
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anteriormente, esta idea queda avalada por el hecho de que la reduccion de la raiz
de las plantas +MA fue similar para ambos tratamiento de exceso de boro
(5 mg L'y 10 mg L™) a pesar de la diferente concentracion en la solucién

nutritiva.

5.4.3. El boro en las plantas de citrange Carrizo es poco mévil entre sus diferentes

tejidos v su entrada parece gue es mediada por un proceso pasivo

De los datos de la concentracion de boro en los diferentes tejidos analizados para
cada tratamiento de boro (ver Fig. 5.3 y tablas 5.6 y 5.7) y la evolucién con el
tiempo de la concentracion de boro en las hojas (ver Fig. 5.2) se pueden sacar
algunas conclusiones importantes. La primera de ellas es que las plantas de citrange
Carrizo pertenecen al grupo de especies donde el B es poco mavil entre los
diferentes tejidos de la planta, y su concentracion depende de la transpiracion, ya
que la concentracién de boro entre los diferentes tejidos de la planta incrementa en
el orden tallo < raiz < hoja, y en las hojas esta concentracion se va incrementando
con el tiempo alcanzado concentraciones tan altas como 1135 mg kg™ ps, propias
incluso de un macronutriente como fdésforo o potasio. Estos resultados son
importantes a la hora de disefiar estrategias agronémicas destinadas a disminuir los
efectos negativos del B cuando se encuentra en altas concentraciones en el agua de
riego. Todas aquellas estrategias que disminuyan la tasa de transpiracion foliar
como estrategias de riego deficitario, mallas de sombreo, aplicacion de caolinita,
utilizacion de madera intermedia entre el portainjerto y la variedad, o incluso la
disminucion del déficit de presion de vapor en el caso de invernaderos podrian
reducir la concentracién de boro que se acumulan en las hojas (Syvertsen y Garcia-
Sanchez, 2014).

Por otro lado, independientemente de las micorrizas, el aumento progresivo
de la concentracion foliar de B al incrementar la concentracion de boro en la
solucion nutritiva muestra que su entrada a la planta es un proceso pasivo, donde
las raices no ejercen ningun tipo de control. Este tipo de cinéticas del tipo de
Michaelis-Menten donde a concentraciones tan altas como las que hemos aplicado
(5 y 10 mg L™ de B) no se muestra ningln tipo de saturacién en la acumulacién
indican claramente que el mecanismo que mas predomina de entrada de B a la

planta es pasivo, como también ocurre para el caso del CI". Moya y col. (Moya y
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col., 1999; Moya y col., 2003) también observaron en este mismo portainjerto que
la entrada de CI" en las plantas es de forma pasiva y estd modulado por la corriente
de transpiracion. Para llegar a estas conclusiones los autores regaron las plantas con
diferentes soluciones nutritivas que diferian en la concentracion de NaCl en un
rango entre 1,7 g L y 12 g L™, y observaron que la concentracién foliar de CI” se
incrementaba linealmente al incrementar la concentracion de NaCl en la solucion
nutritiva. Ademas, estos autores para verificar que el cloruro dependia del flujo de
transpiracion y el uso del agua, modificaron estos parametros defoliando
parcialmente las plantas por lo que la el flujo de transpiracion era diferente segun el
porcentaje de hojas defoliadas, y observaron una relacion directa entre la tasa de
transpiracion y el cloruro acumulado en las hojas.

Otra de las semejanzas que encontramos entre el CI" y el B en portainjertos
de citricos es que las raices tienen una capacidad limitada para acumular estos
minerales. En nuestro ensayo el valor umbral se podria situar en torno a
120 mg kg™ ps. Una vez que se alcanza este valor las raices ya no pueden acumular
mas boro como indica que después de 84 dias de la aplicacion de los dos
tratamientos con una alta concentracion de B la concentracion sea igual para los
dos tratamientos. Camara y col. (2004) observaron en un experimento de 90 dias
de duracion con plantas mandarino Cleopatra tratadas con 50 mM de NaCl, que a
los 30 dias de empezar el experimento la concentracion de CI de la raiz alcanz6 un

valor de 11 g kg™ ps, y este valor se mantuvo constante durante el resto del ensayo.

5.4.4. La madguinaria fotosintética de las plantas no-micorrizadas es més sensible a

la toxicidad por boro que la de las plantas micorrizadas

Como hemos comentado anteriormente en la introduccién de esta memoria, el boro
es un elemento muy toxico para las plantas. Los motivos por lo que esto se produce
no se conocen con detalle, pero se conjetura que la capacidad que tiene el boro para
formar complejos con compuestos que tienen dos grupos —OH como ribosas,
azucares del tipo poliol, etc., puede hacer que estos pierdan su funcionalidad por lo
que generan en la planta todo una serie de problemas bioquimicos (inhibicion
sintesis de proteinas, fallos replicacion del ADN y ARN, pérdida de integridad de
las membranas, etc.) que afectan de forma directa a los procesos fisioldgicos, y

entre ellos se encuentra la pérdida de la capacidad fotosintética de las hojas. En
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nuestro experimento, se observé en las medidas de intercambio gaseoso que
Ilevamos a cabo que los tratamientos de exceso de boro disminuyeron la tasa de
asimilacion neta de CO, (Acoz) Y la conductancia estomaética (gs), aunque se
observaron algunas diferencias entre plantas micorrizadas y no-micorrizadas. Tanto
en plantas +MA como en -MA se dio una relacion lineal y significativa entre la
concentracion de B en las hojas versus a la asimilacion neta de CO, (expresada
como porcentaje con respecto al tratamiento control). En esta correlacién se
observa (datos no mostrados) en plantas +MA que la Aco, disminuye un 14% por
cada 100 mg kg™ ps que se acumula en las hojas; mientras que en las plantas de
citrange Carrizo -MA desciende a razén del 22% por cada 100 mg de B kg™ ps. Por
lo tanto esto nos indica que la toxicidad del B es mucho mas severa en plantas -MA
que en +MA, y por lo tanto las micorrizas de alguna manera estan protegiendo a la
maquinaria fotosintética de las plantas de los efectos tdxicos del B. En otras
especies de plantas como trigo, se ha descrito que la micorrizacién incrementa la
tolerancia a la salinidad porque en estas plantas se activan una serie de mecanismos
que protegen a las plantas de la toxicidad del Na, entre estos mecanismos destaca el
ajuste osmotico, mejora de los sistemas antioxidantes, optimizacion del
metabolismo del carbono y nitrogeno, etc. (Talaat y Shawky, 2014). Volviendo a
nuestros resultados, hay que tener en cuenta que la acumulacion de B en las hojas
de las plantas -MA fue mucho mayor que en las plantas +MA por lo estas plantas
sufrieron un mayor descenso de la Aco2 1o que podria explicar las diferencias que
hemos observado en la biomasa foliar entre plantas -MA y +MA.

A pesar de que Acoz Y gs disminuyeron con los tratamientos de exceso de
boro, no quiere decir que la disminucion de la Aco, fuera debido a un cierre
estomatico, ya que en general los valores de la concentracion de CO, subestomatico
apenas se vieron afectados. Méas bien todo indica que los factores principales de la
disminucion de la Aco, se debieron a factores no estomaticos si consideramos el
modelo de Farquhar y Sharkey (1982). Esos factores no estomaticos implican
cambios en: i) la eficiencia de carboxilacion, ii) la eficiencia fotoquimica del
fotosistema 11, iii) la concentracion de clorofilas y/o iv) la actividad de las enzimas
fotosinteticas (Pezeshki, 1994; Nishiyama y col., 2006; Yordanova y Popova,
2007). Nuestros resultados descartan que la maquinaria fotoquimica de las hojas

(capacidad para captar la luz y convertirla en energia quimica) se encontrara
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dafada, dado que el pardmetro ®pg); NO se Vvio alterado por el exceso de B, ni en las
plantas micorrizadas ni en las no micorrizadas (ver tabla 5.10). Sin embargo,
aungue este pardmetro no se vio alterado por el boro, si que se produjo una
disminucion de la relacion Aco/®ps) al disminuir la Acoz, COMO ya comentamos
anteriormente, lo que significa que en el proceso fotosintético hubo un exceso de
electrones que no participan en la cadena de transporte de electrones, sino que
fueron dirigidos a un aceptor alternativo como es el O, (ya sea la reaccion de
Mehler o la fotorrespiracion). En consecuencia, se produjo la generacion de
especies reactivas de oxigeno que causan estrés oxidativo a nivel celular (Cakmak,
1994; Cakmak y Romheld, 1997). Nuestros resultados mostraron una reduccion de
la relacion Acoo/®ps) a consecuencia del exceso de B (datos no mostrados), tanto
en plantas micorrizadas como no micorrizadas; no obstante esa reduccién fue
menor en las plantas micorrizadas, lo que podria haber tenido una consecuencia
importante en la diferente respuesta de plantas micorrizadas y no micorrizadas al
exceso de boro.

El hecho de que en las hojas de las plantas de citrange Carrizo micorrizadas
las concentraciones de MDA (ver Fig. 5.8) no se vieran afectadas en el tratamiento
de 5 mg L™ de B y muy poco afectadas en el de 10 mg L™ de B, a pesar de la
disminucion en la relacion de Aco2/®psy, Sugiere que estas plantas inoculadas con
G. intraradices tienen que tener un sistema antioxidante bastante potente y eficiente
capaz de hacer frente a las ROS que se han formado a consecuencia del exceso de
B. No obstante, cuando vemos en nuestros resultados la respuesta de las enzimas
antioxidantes en hojas de plantas micorrizadas al exceso de B, no se observan
diferencias significativas con la respuesta de las controles micorrizadas
(ver Fig. 5.8 y 5.9). La actividad de las enzimas SOD, CAT y APX en plantas
inoculadas y con exceso de boro no mostraron diferencias significativas con
respecto a su control; solamente para la GR se ve una tendencia a disminuir su
actividad cuando se incrementa la concentracion de B en la solucion nutritiva
(ver Fig. 5.9). Por lo que no se debe descartar que otros sistemas antioxidantes no
enzimaticos estén activos para disminuir las ROS, de hecho, determinados
carbohidratos que acttan en su forma reductora ejercen una actividad antioxidante,

al menos desde un punto de vista quimico.
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Por su parte, los resultados obtenidos en plantas de citrange Carrizo sin
inocular regadas con 10 mg L™ de B muestran una mayor actividad enzimética en
las enzimas SOD, APX y GR que las regadas con 5 mg L™ de B e incluso mayor
que las controles. Pero esto no debe llevarnos a error, recordemos que las plantas
-MA/10 mg L™ han sufrido una mayor defoliacién y presentaron sintomas mas
severos que las -MA/5 mg L™ al final del experimento. Por tanto, estos resultados
lo que nos estan indicando es que cuanto mayor sea la dosis de B en la solucién
nutritiva y mas se mantenga esa condicion de estrés en el tiempo antes se saturaran
los sistemas antioxidantes y la planta sera incapaz de poder contrarrestar los efectos
nocivos del B en sus hojas, a pesar de que estos sistemas estén activados.

5.4.5. La relacion entre los azUcares solubles vy reductores parece ser que juega un

papel decisivo en la mayor tolerancia de las plantas micorrizadas al exceso de boro

Las células de la raiz dependen del suministro de azlcares procedentes de las
plantas para su crecimiento (sumidero de carbohidratos). Esos azlcares son
sintetizados en la fotosintesis, y se transportan a través del floema en forma de
sacarosa hacia la raiz. En condiciones de toxicidad por B este suministro de
azUcares cobra mayor importancia, sobre todo en su forma reductora
(glucosa y fructosa), porque se ha comprobado que en especies tolerantes juegan un
papel decisivo (Choi y col.,, 2007). Por su parte, cuando las plantas estan
micorrizadas esta demanda de azUcares por parte de la raiz aumenta todavia mas
(Douds y col., 1988; Tinker y col., 1994; Graham, 2000). Sin embargo, hay pocos
estudios que arrojen luz sobre qué ocurre con la distribucion de carbohidratos en
plantas micorrizadas que soportan condiciones de exceso de B. En nuestro
experimento se observa que los efectos de los tratamientos de exceso de boro sobre
la concentracion de azucares solubles y reductores, y su relacion entre si, dependid
de si las plantas estan micorrizadas o no.

Repasando lo que ya hemos comentado en la seccion de “resultados” de este
capitulo, lo que se observa en las plantas micorrizadas es lo siguiente: los azUcares
solubles totales no son afectados por los tratamientos con exceso de boro ni en hoja,
tallo o raiz. Sin embargo, la concentracion de azucares reductores disminuyo con
los tratamientos de exceso de boro de 5y 10 mg L™ en el tallo y la raiz. Como los

azUcares solubles totales no han cambiado, quiere decir que lo que ha variado ha
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sido la relacion entre los azUcares reductores y no reductores que hay en el total de
azucares solubles. Esto podria dar una idea que en las plantas micorrizadas los
azlcares reductores podrian haber sido transformado a azucares del tipo —diol
(Figura 5.13). Como ya hemos dicho anteriormente, el boro tiene una alta afinidad
por estos azucares formando complejos poliol-B. Esto supone por un lado que las
micorrizas no pueden utilizar parte de los azucares procedentes de la planta al estar
en forma poliol-B por lo que su proliferacion en el interior de la raiz se ve reducida,
como ya hemos visto anteriormente (véase el apartado 5.4.1 de este capitulo); y
por otra parte, al quedar el B complejado con los dioles o quedaria inmovilizado en
las estructuras de la micorriza o, y por qué no, seria expulsado hacia el exterior de
la planta, lo que haria que la absorcién de B por las raiz disminuyera y por tanto la
concentracion de boro que llegaria a las hojas seria menor como también hemos
comentado anteriormente (véase la seccion 5.4.2 de este capitulo). Dixon y col.
(1989) observé también en plantas de citricos (C. jambhiri) que la fertilizacion con
boro aumenté significativamente la exudacién de azlcares reductores vy
aminoacidos por parte de la raiz dos semanas después de la germinacién de las
plantas.

En el caso de las plantas no micorrizadas, lo que mas destaca es la
disminucion de los azlcares solubles con el exceso de boro en el tallo, y una
disminucién de los aztcares solubles totales con el tratamiento de 5 mg L™ de B en
hoja y raiz que fue acompafiado por una deplecion de los azlcares reductores en la
raiz para este tratamiento de boro. Esta respuesta un tanto ambigua que se de en el
tratamiento de 5 mg L™ de B con respecto a 10 mg L™ de B no podemos explicar
bien porque se produce, quizds es un intento de la planta para adaptarse a la
concentracion de boro de 5 mg L™, que no se da en el 10 mg L™ porque a esta
concentracion tan alta las plantas ya estan muy contaminadas por este nutriente y

los posibles mecanismos de adaptacion quedarian desactivados.
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Figura 5.13. Esquema simplificado del posible papel que juegan las micorrizas en una mayor
tolerancia al exceso de B en el portainjerto citrange Carrizo. 1: los azlcares son transportados desde
las hojas hasta la raiz micorrizada en forma de sacarosa. 2: la sacarosa se libera al espacio
intercelular mediante transporte pasivo y se hidroliza en glucosa y fructosa mediante la accién de
una invertasa apoplastica. 3: las hexosas son absorbidas por el hongo mediante un proceso de
transporte activo. 4: el destino metabdlico de las hexosas tomadas por las estructuras fungicas
intrarradiales es ser transformadas principalmente a trehalosa o glucégeno y transferidas al micelio
extrarradial. 5: en él, los compuestos se transformaran en azucares tipo —diol. 6: el B absorbido por
el hongo en la rizosfera, debido a su alta afinidad por este tipo de azlcares, formard complejos
poliol-B dentro de la hifa extrarradial (7), pudiendo quedar inmovilizados en el micelio extrarradial
(8) e incluso pudiendo llegar a ser expulsados hacia el exterior de la planta (9). Esto explicaria que
la absorcion de B por parte de la raiz micorrizada fuera menor y, por tanto, la concentracion de boro
que llega a la parte aérea también lo fuera, reduciendo de ese modo su toxicidad en la planta de
carrizo Citrange micorrizada.
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5.4.6. La disminucién de prolina por el exceso de boro en plantas no micorrizadas

podria dar una idea de la enorme sensibilidad de citrange Carrizo a este estrés

La sintesis de solutos organicos como prolina y CAQ (GB) es una de las respuestas
mas comunes al estrés en las plantas (Serraj y Sinclair, 2002; Rivero y col., 2004;
Ashraf y Foolad, 2007; Parvaiz y Satyawati, 2008). Protegen de muchas maneras,
principalmente: i) ajuste osmdtico celular, ii) desintoxicacion de las ROS,
iii) protegen la integridad de la membrana y iv) estabilizan la relacién
enzimas/proteinas (Yancey y col., 1982; Bohnert y Jensen, 1996).

De la prolina cabe destacar su papel en la detoxificacion de las ROS y el de
la proteccion de membranas frente a la peroxidacion de lipidos (Hong y col., 2000).
Bajo condiciones de exceso de B se ha observado una reduccion de los niveles de
prolina en hojas de citricos (Papadakis y col., 2004a) y se ha sugerido que estos
podrian estar relacionados con el aumento de los niveles de MDA
independientemente de la actuacion de otros mecanismos antioxidantes (Keles y
col., 2004; Gunes y col., 2006; Molassiotis y col., 2006). Estos resultados también
se han obtenido en experimentos presentados en esta memoria (véase capitulo 3y 4
de esta memoria). Los resultados obtenidos en citrange Carrizo no micorrizado de
este experimento coinciden con lo anterior, donde podemos comprobar que el
exceso de B en la solucién nutritiva contribuyd a reducir la concentracion de
prolina foliar (ver tabla 5.12). Por su parte, la concentracion foliar de prolina en las
plantas donde se inoculo G. intraradices no se vieron afectadas por el exceso de B,
presentando por tanto la misma concentracién que las plantas control. EI hecho de
que en las hojas con alta concentracién de boro de nuestras plantas de citrange
Carrizo no micorrizadas muestren una concentracion de prolina inferior, puede
estar relacionado con que se haya producido un aumento de la sintesis de proteinas
0 se haya visto interrumpida la ruta de sintesis de este osmolito; o bien, que en este
tipo de estrés, la prolina podria actuar como una fuente de nitrégeno extra con el
objetivo o bien de incrementar la sintesis de proteinas especificas que podrian
ayudar a tolerar la toxicidad por boro o para paliar la falta de nitr6geno en la
plantas, ya que algunos autores han sefialado que existe un antagonismo entre el
boro y el nitrégeno a nivel radicular (Pollard y col., 1977; Francois, 1984;

Sotiropoulos y col., 1999; Gunes y Alpaslan, 2000; Kaya y col., 2009). Esto no es
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asi en las plantas micorrizadas, porque como hemos mencionado anteriormente al

parecer la simbiosis entre hongo-planta alivia los efectos del exceso de B.

5.4.7. El estado nutricional de las plantas fue apenas afectado por los tratamientos

con exceso de B o la micorrizacién.

Uno de los efectos positivos de las micorrizas es que pueden mejorar el estado
nutricional de los cultivos. En nuestro experimento se observan algunos cambios en
el estado nutricional de las plantas con las micorrizas pero ninguno de ellos tan
importantes como para afectar a los pardmetros de crecimiento vegetativo. Asi las
plantas +MA en el tratamiento control sin B tuvieron mayor concentracion de Mn
en las hojas que las plantas -MA. En la raiz, las plantas -MA tuvieron mayor K, Mg
y Na, y menor P que las plantas +MA. En cualquier caso estas diferencias no son
suficientemente altas como para influir en el crecimiento de las plantas. Lo mismo
pasé con los tratamientos de B, se observan diferencias en algunos nutrientes en
hojas como raices pero no relevantes para influir sobre el crecimiento de las

plantas.
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Capitulo 6. Conclusiones

6.1 Conclusiones experimento 1: Estudio de la tolerancia de los portainjertos

citrange Carrizo, Citrus macrophylla y naranjo Amargo a la toxicidad por

boro.

1. De los tres portainjertos estudiados, segun los parametros de crecimiento
vegetativo, naranjo Amargo resulto ser el mas tolerante al exceso de boro. Por el
contrario, el menos tolerante fue citrange Carrizo ya que muestra una defoliacion

severa cuando se alcanza una concentracion alta de boro en las hojas.

2. La tolerancia de naranjo Amargo sobre los otros dos portainjertos podria ser
debida a que este portainjerto acumula en las hojas una menor concentracion de
boro que citrange Carrizo, y sus hojas son menos sensibles a la toxicidad por

boro que las de Citrus macrophylla.

3. La menor acumulacion de boro observada en las hojas de naranjo Amargo
podria estar relacionada, entre otros factores, a que sus raices muestran tanto una
baja tasa de absorcién como de transporte de boro hacia la parte aérea de las

plantas.

4. La diferente sensibilidad a la toxicidad por boro entre las hojas Citrus
macrophylla y naranjo Amargo podria ser debido a que este ultimo portainjerto
tiene un sistema antioxidante muy potente basado en una alta actividad de la

ascorbato peroxidasa y de la superoxido dismutasa que evita el dafio oxidativo.

5. Los efectos del exceso de boro sobre los solutos organicos en las hojas tienen
como tendencia general una disminucion de la concentracion de prolina y
azucares solubles. Sin embargo, en la concentracion de compuestos
amoniocuaternarios se observo una disminucion en citrange Carrizo y un
aumento en naranjo Amargo y Citrus macrophylla. Por lo que este compuesto
podria contribuir en cierta medida a evitar dafios celulares en la maquinaria

fotosintética de las hojas de estos dos portainjertos.
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6.2 Conclusiones experimento 2: Estudio de la tolerancia de los portainjertos

citrange Carrizo, mandarino Cleopatra y el hibrido Forner-Alcaide n° 5 a la

toxicidad por boro.

1. Mandarino Cleopatra, segln los datos de la biomasa seca total, resultd ser el
portainjerto mas tolerante al exceso de boro con respecto a citrange Carrizo y
Forner-Alcaide n° 5.

2. Forner-Alcaide n° 5 mejoré la tolerancia al exceso de boro con respecto a su
progenitor citrange Carrizo, pero no con respecto a mandarino Cleopatra. No
obstante este genotipo podria ser un buen portainjerto para citricos cultivado con
aguas con boro porque su raiz no muestra ninguna sensibilidad a la toxicidad del
boro.

3. La mayor tolerancia de las plantas de mandarino Cleopatra, con respecto a los
otros dos portainjertos estudiados, fue debido: i) a que el boro se acumula de
forma més lenta y en menor concentracion que en los otros dos portainjertos;
ii) su sistema fotosintético es menos sensible a la toxicidad por boro, como
demuestra que solamente a partir de una concentracion de 760 mg kg™ ps de
boro empieza a disminuir la tasa de asimilacion neta de COg; iii) tiene un
sistema antioxidante eficaz como resultado de una actividad enzimética alta de la
catalasa y de la glutatién reductasa; y iv) no es proclive a defoliaciones con altas
concentraciones de boro en las hojas.

4. La toxicidad del boro causa una disminucion de la asimilacién neta de CO,
debido a factores no estométicos, en donde los datos de fluorescencia de
clorofilas apuntan que no se producen dafios ni en proceso de captacion de la
luz, ni en la fase de conversion de la energia luminica en energia quimica.

5. Las plantas de citricos no utilizan solutos organicos como prolina 0 compuestos
amoniocuaternarios como compuestos para protegerse de los dafios celulares
causados por la toxicidad del boro en los tejidos, mas bien estos compuestos
podrian actuar como una fuente extra de nitrégeno.

6. EIl boro produce alteraciones nutricionales en las hojas de los citricos, pero en
ningun caso se llega a rangos de deficiencia o toxicidad de los nutrientes

analizados.
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6.3 Conclusiones experimento 3: Estudio de la tolerancia del portainjerto

citrange Carrizo micorrizado a la toxicidad por boro.

1. Las altas concentraciones de boro en la solucion nutritiva no afectan al
porcentaje de micorrizacion de Glomus intraradices, pero si a la proliferacion

del hongo en las raices de las plantas de citrange Carrizo.

2. Las plantas micorrizadas son mas tolerantes al exceso de boro que las no
micorrizadas, debido a que las plantas micorrizadas tuvieron una menor
concentracion de boro en las hojas y en consecuencia su maquinaria fotosintética
parece verse menos afectada y ser menos sensible a la alta concentracion de boro

foliar.

3. El boro en las plantas de citrange Carrizo es poco mavil entre sus diferentes
tejidos y su entrada parece que ser que es debida a un proceso pasivo regulado

por la corriente de transpiracion.

4. Larelacion entre los azUcares solubles y reductores, y sobre todo la quimica del
boro que tiene una alta afinidad por los azlcares tipo “diol”, parece ser que juega
un papel decisivo en la mayor tolerancia de las plantas micorrizadas al exceso de

boro.

5. El estado nutricional de las plantas fue apenas alterado por los tratamientos con
exceso de boro o la micorrizacion, no afectando, por tanto, al crecimiento de las

plantas en ninguno de los tratamientos ensayados.
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al 95%; "~y 7 indican diferencias significativas para P<0.05 y 0.001,
respectivamente, entre los tratamientos. En la interaccion Portainjerto x
Boro, para cada portainjerto se indican las diferencias significativas entre
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los tratamientos de B al 95% o mayor con este simbolo: “y”. Para los
tratamientos de B (control y 10 mg L™), las letras mindsculas y mayusculas
indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05
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macrophylla a los 84 y 119 dias de experimento. “ns” significa diferencias
no significativas al 95%; *, "y~ indican diferencias significativas para
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letras mindsculas y mayusculas indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan, respectivamente. En el factor Portainjerto, las letras
diferentes indican diferencias significativas para P<0.05 establecidas por
el test de rangos maltiples de Duncan. En la interaccion los valores son la
media de 4 repetiCiones ..........c..oevevieeceie e e e e e e e e 107
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indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
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indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. En
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significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de
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columna, valores con la misma letra no presentan diferencias significativas
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Tabla 5.6. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
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ANEXO I1. indice de Figuras

Figura 1.1. Ester mono borato cis-diol (a), complejo monoborato (b) y complejo
bis(diol) (c) Fuente: (tomado de Bolafios y col., 2004)...............cevennne 4

Figura 1.2. Dos moléculas de ramnogalacturonano-Il1 se unen a través de un
complejo borato bis(diol) formado entre los residuos de apiosa (a).
Representacion de dos residuos de apiosa unidos a través de un enlace
borato éster donde puede observarse como el atomo de B es quiral (b)
Fuente: (O’Neill y €Ol., 2004). ... ..o 13

Figura 1.3. Esquema propuesto para el transporte de boro en las células vegetales.
En ausencia de transporte activo, se trataria de equilibrar el B a través de la
membrana plasmatica por permeacion de acido borico directamente a través
de la bicapa lipidica (1) o a través de canales de tipo acuaporinas
(2). También puede ser equilibrado mediante un sistema activo de
transporte (antiporte) con H* (3). Debido a la entrada de H"y a la salida de
borato se despolariza la membrana plasmatica y se acidifica el citoplasma,
por lo que el eflujo de H* electrogénico a través de la H-ATP,, €s necesaria
para mantener los gradientes. Flujos pasivos de membrana se indican
mediante linea discontinua y las flechas continuas indican transporte activo.
Fuente: (Reid, 2014). ..o 18

Figura 1.4. Sensibilidad espacial (inhibicién del crecimiento) en raices de trigo en
respuesta a la aplicacién de 10 mM de B. El sombreado indica las regiones
donde se aplico el boro: (1) en ninguna, (2) en la zona apical, (3) en la
seccion madura y (4) tanto en la zona apical como en la seccién madura.
Fuente: Reid y €Ol (2004)... ... .. oe e et et et e e e e e e, 28

Figura 1.5. Variedades boro-tolerantes de cebada capaces de mantener
concentraciones de boro en raiz por debajo del de la solucién externa,
mientras que variedades sensibles, las concentraciones en raiz y en solucién
externa son los mismos. Las lineas discontinuas indican la concentracion
externa equivalente (A). Transferencia de boro desde la raiz a la parte aérea
en variedades boro-sensible y boro-tolerante (B). Fuente: Hayes y Reid
(2004). . e 30

Figura 1.6. Destinos alternativos para los electrones bajo condiciones de estrés:
fotorrespiracion (en peroxisomas; Per) y reaccion de Mehler (en
cloroplastos; Chl). En ambos casos, esto conduce a la produccién acelerada
de especies reactivas de oxigeno (ROS). llustracion tomada y modificada
de Velarde, AM. (2009).........cuiriiiiiireiee e 32

Figura 1.7. Esquema general del metabolismo antioxidante. Generacién de especies
reactivas de oxigeno, tales como el oxigeno solo (*O,), anién superéxido
(0,7, perdxido de hidrégeno (H,0,) y radicales hidroxilo ( OH) y sistemas
antioxidantes encargados de su detoxificacion.. et 33

Figura 1.8. Patrones de citricos mas utilizados en Espafia.................cccoeevinne. 38

Figura 1.9. Esquema de la colonizacion de raices por micorrizas arbusculares
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Figura 3.1. Diagrama simplificado de la transferencia del fotén durante la fase
luminosa de la fotosintesis desde que entra en contacto con la hoja hasta
Ilegar al centro de reaccién del PSII y pasar asi a la cadena de transporte de
electrones. llustracién recuperada y modificada de Mader, S. (2008) y
Pearson Benjamin Cummings (eds.) 2005 (http://es.paperblog.com).............

Figura 3.2. Evolucién de la tasa de crecimiento relativo (TCR) en respuesta al
exceso de B en la solucién nutritiva en citrange Carrizo (CC), naranjo
Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) durante los 119 dias que durd el
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; , "y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente, entre los tratamientos. La barra vertical indica el error

estandar de lamedia (N=4).......oooiiii

Figura 3.3. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca
total, foliar, tallo y radicular en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo
(NA) y Citrus macrophylla (CM) a los 84 y 119 dias de experimento. “ns”
significa diferencias no significativas al 95%; -, "y~ indican diferencias
significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para los
tratamientos de B, las letras mindsculas (control) y mayusculas (10 mg L™)
indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05
establecidas por el test de rangos mdltiples de Duncan. La barra vertical
indica el error estandar de lamedia (N=4).......c.cooviiiiiiiiiiiiiiiiiien

Figura 3.4. Evolucién de la concentracién de B foliar en respuesta al exceso de B
en la solucién nutritiva en citrange Carrizo, naranjo Amargo y Citrus
macrophylla durante los 119 dias que dur6 el experimento. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; ~ indica diferencias significativas
para P<0.001 entre los tratamientos. La barra vertical indica el error
estandar de lamedia (N=4)......oooviii i

Figura 3.5. Tasa de absorcion neta (TAN) y transporte de boro a la parte aérea en
respuesta al exceso de B en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y
Citrus macrophylla (CM) a los 0-45 y 45-84 dias de experimento. En el
ANOVA, “ns” significa diferencias no significativas al 95%; -, ~y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras minusculas (control)
y mayusculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media

Figura 3.6. Efectos del exceso de B en la solucidn nutritiva sobre la concentracion
de B en tallo y raiz en citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y
Citrus macrophylla (CM) a los 119 dias de experimento. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; , ~ y  indican diferencias
significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para los
tratamientos de B, las letras mindsculas (control) y maytsculas (10 mg L™)
indican diferencias significativas entre los portainjertos para P<0.05
establecidas por el test de rangos mdaltiples de Duncan. La barra vertical
indica el error estdndar de lamedia (N=4).........ccooviiiiiiiiiiiiiii

Figura 3.7. Evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO, (Aco2) Y €n la
transpiracion foliar (E.r) en respuesta al exceso de B en citrange Carrizo,
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naranjo Amargo y Citrus macrophylla durante los 119 dias que duré el
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; , y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente, entre los tratamientos. La barra vertical indica el error
estandar de lamedia (N=4).......oooiiiiii e 96

Figura 3.8. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la conductancia
estomatica (gs), uso eficiente del agua fisiologico (UEAsisioisgico = Acoz/Elear)
y concentracién de CO, subestomatico (C;) en citrange Carrizo (CC),
naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los119 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; , "y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras mindsculas (control)
y mayusculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media

(M) e 98

Figura 3.9. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la eficacia
fotoquimica del PSII (®PSII), la eficiencia de las antenas en el PSII
(Fv’/Fm’) y el coeficiente “Quenching Fotoquimico” (qP) en citrange
Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los119
dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, =
y  indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras mindsculas (control)
y mayulsculas (10 mg L™) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos

multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media
(n=4) 9 C.& W W . 99

Figura 3.10. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de Azucares Reductores y la relacion AR/AS foliar y radicular en citrange
Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a los119
dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, =
y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras minusculas (control)
y mayGsculas (10 mg L™) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media

(M) 104

Figura 3.11. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de peroxido de hidrégeno (H,0,) y malonildialdehido (MDA) en hojas de
citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla (CM) a
los 119 dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al
95%; “, "y ™" indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras minusculas (control)
y mayusculas (10 mg L) indican diferencias significativas entre los
portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la media

(M) e 110

Figura 3.12. Efectos del exceso de B sobre la actividad de las enzimas catalasa
(CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y superéxido dismutasa (SOD) en
hojas de citrange Carrizo (CC), naranjo Amargo (NA) y Citrus macrophylla
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(CM) a losl19 dias de experimento. “ns” significa diferencias no
significativas al 95%; ~, © y ~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para los tratamientos de B, las letras
mindsculas (control) y maylsculas (10 mg L™) indican diferencias
significativas entre los portainjertos para P<0.05 establecidas por el test de
rangos multiples de Duncan. La barra vertical indica el error estandar de la
MEAIA (NS4 . i 111

Figura 4.1. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca
total, foliar, tallo y radicular y relacion parte aérea raiz en citrange Carrizo
(CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) a los 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, "y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos mdltiples de Duncan, respectivamente.
Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; X,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de la media (N=8)................ccooviiiinnn. 140

Figura 4.2. Evolucion de la concentracion de B foliar en respuesta al exceso de B
en citrange Carrizo, mandarino Cleopatra y Forner-Alcaide n° 5 durante los
83 dias que durd el experimento. “ns” significa diferencias no significativas
al 95%; ~ y 7 indican diferencias significativas para P<0.01 y 0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente.
Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; X,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de lamedia (N=8)................cccoeoeiinni 142

Figura 4.3. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la concentracién
de boro en tallo y raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL)
y Forner-Alcaide n® 5 (F5) a los 83 dias de experimento. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias
significativas para P<0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto,
las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples
de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para
CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media
(11 ) 144

Figura 4.4. Evolucién de la tasa de asimilacion neta de CO2 (Acoz) Y en la
transpiracion en respuesta al exceso de B en citrange Carrizo, mandarino
Cleopatra y Forner-Alcaide n°® 5 durante los 83 dias que durd el
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; -, "y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente.

Las letras minUsculas a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5.
La barra vertical indica el error estandar de la media (n=6)..................... 147

Figura 4.5. Efectos del exceso de B en la solucién nutritiva sobre la conductancia
estomatica (gs), uso eficiente del agua fisioldgico (UEAsisioisgico = Acoz/Elear)
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y concentracién de CO, subestomatico (C;) en citrange Carrizo (CC),
mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n°5 (F5) tras 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; , ~y
indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 vy 0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos mdltiples de Duncan, respectivamente.
Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de la media (N=6)................ccoooevvnnnn 149

Figura 4.6. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la eficacia
fotoquimica del PSIl (®ps)), la eficiencia de las antenas en el PSII
(Fv’/Fm’) y el coeficiente “Quenching Fotoquimico” (qP) en citrange
Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83
dias de experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~, =
y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan, respectivamente.
Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de lamedia (N=6).....................oooenee 151

Figura 4.7. Efectos de la concentracion de boro en la solucién nutritiva sobre la
concentracién de azlcares reductores y azlcares solubles totales en hoja,
tallo y raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-
Alcaide n° 5 (F5) tras 83 dias de experimento. “ns” significa diferencias no
significativas al 95%; ~, ~ y  indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las letras
minasculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos maltiples
de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para
CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media

Figura 4.8. Efectos de la concentracion de boro en la solucién nutritiva sobre la
relacion AR/AS en hoja, tallo y raiz en citrange Carrizo (CC), mandarino
Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83 dias de experimento. “ns”
significa diferencias no significativas al 95%; = indica diferencias
significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada portainjerto, las
letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples
de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para
CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media
(N8 e 159

Figura 4.9. Efectos de la concentracion de boro en la solucién nutritiva sobre la
concentracién de AR y AS en hoja, tallo y raiz en citrange Carrizo (CC),
mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n°® 5 (F5) tras 83 dias de
experimento. “ns” significa diferencias no significativas al 95%; ~ indica
diferencias significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada
portainjerto, las letras minGsculas diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el
test de rangos multiples de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se
utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el
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error estandar de lamedia (N=8)..........oviiririiiii 161

Figura 4.10. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de peroxido de hidrogeno (H,O,) y malonildialdehido
(MDA) en hojas de citrange Carrizo (CC), mandarino Cleopatra (CL) y
Forner-Alcaide n°® 5 (F5) tras 83 dias de experimento. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; ~ y ~ indican diferencias
significativas para P<0.001 y0.001, respectivamente. Para cada portainjerto,
las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de B para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples
de Duncan, respectivamente. Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para
CL; x,y,z para F5. La barra vertical indica el error estandar de la media

Figura 4.11. Efectos de la concentracion de boro en la solucion nutritiva sobre la
concentracion de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation
reductasa (GR) y superdxido reductasa (SOD) en hojas de citrange Carrizo
(CC), mandarino Cleopatra (CL) y Forner-Alcaide n° 5 (F5) tras 83 dias de
experimento. ~ indica diferencias significativas para P<0.001,
respectivamente. Para cada portainjerto, las letras minudsculas diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos de B para P<0.05
establecidas por el test de rangos mdltiples de Duncan, respectivamente.

Las letras a,b,c se utilizan para CC; d,e,f para CL; x,y,z para F5. La barra
vertical indica el error estandar de la media (N=8).....................ccovenent. 164

Figura 4.12. Factores que determinan la tolerancia al exceso de B en plantas de
citricos: concentracién de B en el suelo (1), tiempo de exposicion al exceso
de B (2), y tipo de portainjerto, el cual determina la tasa de transpiracion
@) 169

Figura 5.1. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la biomasa seca
total, foliar, tallo y radicular en plantas citrange Carrizo no micorrizadas
(-MA) y micorrizadas (+MA). “ns” significa diferencias no significativas al
95%; ", "y " indican diferencias significativas para P<0.05, 0.01 y 0.001,
respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las letras mindsculas
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos de boro
para P<0.05 establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (a,b,c
para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayulsculas diferentes, para cada
tratamiento de boro, indican diferencias significativas entre -MA y +MA.
La barra vertical indica el error estandar de la media (n=8)..................... 192

Figura 5.2. Evolucion de la concentracion de B foliar en respuesta al exceso de B
en plantas de citrange Carrizo -MA y +MA durante los 84 dias que duro el
experimento. “ns” indica significa diferencias no significativas al 95%
indican diferencias significativas para P<0.001, respectivamente. Para cada
tratamiento de micorrizas, las letras minudsculas diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05
establecidas por el test de rangos multiples de Duncan (a,b,c para -MA,;
X,y,z para +MA). La barra vertical indica el error estdndar de la media
(< ) 195

Figura 5.3. Efectos del exceso de B en la solucidn nutritiva sobre la concentracion
de B en tallo y raiz en plantas de citrange Carrizo no micorrizada (-MA) y
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micorrizada (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” significa diferencias
no significativas al 95%; "y ~ indican diferencias significativas para
P<0.05 y 0.001, respectivamente. La barra vertical indica el error estandar
delamedia (N=8).....oiiriii i 197

Figura 5.4. Evolucion de la tasa de asimilacion neta de CO, (Acop) VY traspiracién
foliar (Ejesr) €n respuesta al exceso de B en la solucidn nutritiva en plantas
de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) durante
los 84 dias que durd el experimento. Los datos son expresados como
porcentaje relativo a los datos del tratamiento control. “ns” significa
diferencias no significativas al 95%; "y~ indican diferencias significativas
para P<0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas
las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). La barra vertical
indica el error estandar de lamedia (N=6)............c.ccoiiiiiiiiiiiii i 199

Figura 5.5. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la asimilacién
neta de CO, (Acoz), conductancia estomatica (gs), uso eficiente del agua
fisiologico (UEAfisioisgico = Acoz/Elear) y concentracion de CO,
subestomatico (C;) en plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y
micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias
no significativas al 95%; *, ©y ~ indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas,
las letras minGsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan (a,b,c para -MA; X,y,z para +MA). Letras mayusculas
diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas
entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estandar de la media

Figura 5.6. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de azlcares reductores (AR) y azlcares solubles (AS) en los diferentes
tejidos de la plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) vy
micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias
no significativas al 95%; ~, ~ y  indican diferencias significativas para
P<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas,
las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos
maltiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas
diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas
entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estdndar de la media
(N8 ettt 205

Figura 5.7. Efectos del exceso de B sobre la concentracion de almidén en hojas y
raiz de la plantas de citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y
micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica diferencias
no significativas al 95%; "y ~ indican diferencias significativas para P<
0.05 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas, las
letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos
multiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas
diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas
entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estdndar de la media
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Figura 5.8. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de malonildialdehido (MDA) y perdxido de hidrogeno (H,O,) en hojas de
citrange Carrizo no micorrizadas (-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias
de experimento. “ns” indica diferencias no significativas al 95%; ~ indica
diferencias significativas para P<0.001. Para cada tratamiento de
micorrizas, las letras mindsculas diferentes indican diferencias
significativas entre los tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el
test de rangos mdltiples de Duncan (a,b,c para -MA; X,y,z para +MA).
Letras mayulsculas diferentes, para cada tratamiento de boro, indican
diferencias significativas entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error
estandar de lamedia (N=4).....oooniii i

Figura 5.9. Efectos del exceso de B en la solucion nutritiva sobre la concentracion
de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y
superdxido dismutasa (SOD) en hojas de citrange Carrizo no micorrizadas
(-MA) y micorrizadas (+MA) a los 84 dias de experimento. “ns” indica
diferencias no significativas al 95%:; "y~ indican diferencias significativas
para P<0.05 y 0.001, respectivamente. Para cada tratamiento de micorrizas,
las letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos de boro para P<0.05 establecidas por el test de rangos
maltiples de Duncan (a,b,c para -MA; x,y,z para +MA). Letras mayusculas
diferentes, para cada tratamiento de boro, indican diferencias significativas
entre -MA y +MA. La barra vertical indica el error estdndar de la media

Figura 5.10. Reduccion de la proliferacion del micelio intrarradial. Hipotesis I: el B
en exceso podria afectar al desarrollo de las estructuras micorricicas
(vesiculas, arbusculos, etc.). llustracion recuperada y modificada de Plant
Physiology. Third Edition. Figure 5.11 © 2002. Sinauer Associates.

Figura 5.11. Reduccion de la proliferacion del micelio intrarradial. Hip6tesis II: el
B en exceso afecta al transporte de azlcares desde la hoja hacia la raiz
T [ol0] g = To I P

Figura 5.12. Reduccién de la proliferacion del micelio intrarradial. Hipdtesis I11: el
B en exceso debido a la alta afinidad que presenta por los hidratos de
carbono fungicos (polialcoholes) forman los complejos poliol-B, por lo que
éstos ya no estan disponibles para que el hongo los utilice como fuente de
energia (reduccién de su crecimiento). llustracién recuperada y modificada
de Plant Physiology. Third Edition. Figure 5.11 © 2002. Sinauer
ASSOCIALES. INC..veeeet e

Figura 5.13. Esquema simplificado del posible papel que juegan las micorrizas en
una mayor tolerancia al exceso de B en el portainjerto citrange Carrizo. 1:
los azlcares son transportados desde las hojas hasta la raiz micorrizada en
forma de sacarosa. 2: la célula hospedadora libera sacarosa a la matriz
interfacial mediante transporte pasivo y se hidroliza en glucosa y fructosa
mediante la accion de una invertasa apopléstica. 3: la glucosa es absorbida
por el hongo mediante un proceso de transporte activo. 4: el destino
metabdlico de las hexosas tomadas por las estructuras flngicas
intrarradiales es ser transformadas principalmente a trehalosa o glucdgeno y
transferidas al micelio extrarradial. 5: en él, los compuestos lipidicos se
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transformaran en azlcares tipo —diol. 6: el B absorbido por el hongo en la
rizosfera, debido a su alta afinidad por este tipo de azucares, formara
complejos poliol-B dentro de la hifa extrarradial (7), pudiendo quedar
inmovilizados en el micelio extrarradial (8) e incluso pudiendo llegar a ser
expulsados hacia el exterior de la planta (9). Esto explicaria que la
absorcion de B por parte de la raiz micorrizada fuera menor y, por tanto, la
concentracién de boro que llega a la parte aérea también lo fuera,
reduciendo de ese modo su toxicidad en la planta de carrizo Citrange
MICOMTIZATA. ...\t e e e e s

ANEXO I11. Indice de Imagenes

Imagen 1.1. Raices de Arabidopsis thaliana (L.) cultivadas en hidropénico durante
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de almidén fotosintético. Fuente: Papadakis y col. (2004b).....................
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Imagen 3.6. Sintomas externos de toxicidad por exceso de boro. 1 y 4: citrange
Carrizo (amarilleamiento del apice y bordes de la hoja; y defoliacion
severa). 2 y 5: Citrus macrophylla (amarilleamiento del apice y bordes de la
hoja; y quemaduras (flecha negra)). 3 y 6: naranjo Amargo (sintomas
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quemaduras (flecha negra). 3: necrosis y defoliacion prematura) y
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quemaduras (flecha negra). 6: necrosis y defoliacion prematura)...............

Imagen 5.4. Raices micorrizadas sin B (1) y con B (2). Hifas sobre células de la
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