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El comportamiento de las plantas frente a el estrés por sequia es diferente en funcion
tanto de la naturaleza del material (plantas vs. arboles) como de las condiciones
experimentales (controladas vs. campo). Por ello, desde la Unidad de Hortofruticultura
del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (CITA de Aragon)
se ha estudiado la respuesta fisiologica bajo condiciones de sequia y un posterior
periodo de recuperacion de riego de dos cultivares de melocotonero con diferentes
necesidades de frio, 'Ufo-3'y 'Fergold’, injertados sobre el hibrido 'Garnem' en una de
las regiones mas aridas de Espafna. También se analizé el papel de una de las
fitohormonas mas importantes en la respuesta a estrés, el acido abscisico (ABA), y
su relacion con la respuesta fisiologica bajo nuestras condiciones experimentales.

El melocotonero ha sido una de las especies con mayor importancia econémica dentro de
los frutales de hueso (Prunus L.). Espafia sigue siendo el segundo productor a nivel mundial
de melocotdn solo por detras de China (FAOSTAT, 2019). Las principales zonas espafiolas
productoras de melocoton son el Valle del Ebro y Murcia con un 78% de la produccion total
nacional en 2018 (MAPA, 2019). Estas regiones destacan a nivel edafoclimatoldgico por sus
largos periodos secos con alta radiacion y temperatura, y la semiaridez de sus suelos
caracteristicas favorables para el desarrollo de diferentes estreses abioticos y entre ellos el
mas importante la sequia. Aunque el cultivo del melocotonero se realiza en regadio, la
produccién de fruta se ve afectada bajo estas condiciones ambientales limitantes (Romero
y Botia, 2006).




Debido a que el sistema radicular de las plantas es el responsable de la absorcion de agua
y nutrientes, es imprescindible seleccionar patrones adaptados a las condiciones de cultivo
desfavorables, como el estrés hidrico provocado por la sequia y la influencia que ejerce
sobre la variedad injertada en cuanto a transpiracién y balance hidrico. Uno de los
principales retos en la mejora genética de patrones es la creacion de hibridos que combinen
caracteres de interés de diferentes especies de Prunus. Entre estas destacan los hibridos
interespecificos, del cruzamiento entre el almendro 'Garfi' [Prunus amygdalus Batsch, syn P.
dulcis (Mill.)] y el melocotonero 'Nemared' [P. persica (L.) Batsch], 'Garnem’, 'Felinem' y
'Monegro', seleccionadas en el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragon (CITA) cuyas caracteristicas principales son el vigor, la resistencia a nematodos y la
adaptacion a suelos calcareos (Felipe, 2009), asi como su tolerancia a la sequia
(Bielsa et al., 2016, y 2018).

En periodos de sequia, como consecuencia de la falta de agua en el suelo, las plantas
disminuyen su estado hidrico, provocando la puesta en marcha de diferentes mecanismos
de respuesta en funciéon de su estrategia: de escape, de evitacion o de tolerancia al estrés
(Blum, 2016). Estos mecanismos estan asociados a la regulacién de procesos fisiologicos y
bioquimicos tales como el cierre estomatico, el ajuste osmotico, la estabilidad de las
membranas celulares y modificaciones en el crecimiento (Verslues et al., 2006; Blum, 2016).
Esta informacion fisiolégica y bioquimica generalmente se ha obtenido en condiciones
experimentales especificas y controladas. Sin embargo, es conocido que los arboles se
comportan de forma diferente en condiciones de campo. Corroborando esta afirmacion,
Arndt et al. (2000) descubrieron un grado de tolerancia a la sequia en melocotoneros en
condiciones de campo. En cambio, evidenciaron una falta de ajuste osmético en plantas de
melocotonero bajo condiciones controladas de sequia en invernadero. Asi pues,
comprender la respuesta fisioldgica en campo es una cuestion crucial en los programas de
mejora genética de portainjertos.

En este contexto, el objetivo de nuestro estudio fue determinar la respuesta fisioldgica y
bioquimica en condiciones de campo al estrés hidrico provocado por la sequia, asi
como comprender su comportamiento en el proceso de recuperacion de sus funciones
homeostaticas una vez restaurado el aporte hidrico.

Material y métodos

La evaluacion de la respuesta a sequia se llevo a cabo en dos cultivares de melocotonero
[Prunus persica (L.) Batsch] con diferentes necesidades de frio y épocas de maduracion de
fruto 'Ufo-3' (500 c.u. - maduracion a finales de mayo) y 'Fergold' (750 c.u. - maduracion a
principios de julio), injertados en el verano de 2013 sobre el patrén hibrido 'Garnem’'. En
2014, se establecieron en campo con un marco de plantacion de 52,5 m en una parcela
experimental localizada en las instalaciones del IMIDA en El Jimenado (Torre Pacheco,
Murcia). El sistema de riego fue goteo automatizado, incluyendo dos lineas de irrigacién por
fila y cuatro goteros con un caudal de 2 | h-' por cada arbol. La cosecha se realiz6 en dos
fechas distintas para cada afio experimental (2015: 'Ufo-3' en los dias 25 y 30 de mayo;
'Fergold' en los dias 2 y 6 de julio; 2016: 'Ufo-3' en los dias 22 y 27 de mayo; 'Fergold' en los
dias 27 junio y 1 julio). Tras dicha cosecha, el nivel de riego se redujo al 50% de su capacidad
de campo (CC) ya que, una vez realizada la recoleccion, los requerimientos hidricos
disminuyen, pudiendo asi controlar el crecimiento vegetativo en poscosecha. El tiempo de
riego establecido en el momento del experimento fue en 2015 de 2 h / diay en 2016 de 1,5
h / dia desde las 9:00 (UTC +2) en ambos afios.

El experimento se llevd a cabo con un disefio experimental aleatorio de 12 bloques
completos (6 por cada experimento) con 10 repeticiones, y dos guardas por cada cultivar y
bloque de tratamiento, llegando a un numero total de 135 arboles, en dos afios consecutivos:
en 2015, del 10 al 20 de julio y en 2016, del 16 al 26 de septiembre, en poscosecha debido
a que esta fase es clave para mantener la absorcién de nutrientes, asi como la produccion
de fotoasimilados que se utilizaran en el periodo de formacion y desarrollo de yemas y en la
posterior floracion (Timm et al., 2007). Se determinaron dos tratamientos de irrigacion:
control y estresado. Los arboles control mantuvieron el nivel de riego deficitario al 50% de



su CC establecido tras la cosecha a lo largo del experimento, mientras que los arboles
pertenecientes al grupo estrés fueron sometidos a 5 dias sin riego. Tras estos 5 dias sin
suministro de agua, el riego fue reestablecido con el mismo régimen hidrico que los arboles
control.

Determinacion del contenido hidrico del suelo y el arbol

La humedad del suelo fue calculada mediante un sensor portatil de capacitancia. Para ello
se colocaron tubos de acceso de 1 m de profundidad a 30 cm del emisor y 20 cm de la linea
portagotero, en la zona de influencia del bulbo hiumedo y del sistema radicular para cada
uno de los bloques tratamiento.

El estado hidrico del arbol se estudié en cada bloque de tratamiento calculando el potencial
hidrico foliar (PHF) mediante una camara de presion de Scholander. El intercambio gaseoso
foliar a lo largo del experimento se evalud a partir de diferentes parametros fisioldgicos:
conductancia estomatica (g), fotosintesis neta o asimilacion de CO, (An), transpiracion (E)
y concentracion de CO, intracelular (Ci) que fueron medidos mediante el sistema portatil de
Li-6400XT. Asimismo, el indice de uso eficiente del agua intrinseco (UEAI) se calculé como
la relacion An/g..

Determinacion del contenido de acido abscisico foliar

Una vez realizada la extraccion del acido abscisico de las muestras de hojas tomadas a lo
largo del experimento para cada bloque del tratamiento control y estresado, se llevo a cabo
su determinacion mediante un sistema de cromatografia liquida de ultra eficacia de triple
cuadrupolo (UPLC-TQD). Finalmente, para la cuantificacion se utilizé el método de adicion
estandar.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con el paquete estadistico SPSS21 mediante dos
tipos de pruebas: (i) para los datos que presentaban una distribucién normal (datos
paramétricos) se realizdé un analisis de la variancia de una via (ANOVA), en el cual las
diferencias significativas fueron obtenidas mediante la prueba de Duncan (p < 0,05); (ii) para
los datos en los que la hipotesis de normalidad fuese descartada con un nivel de confianza
del 95% (datos no paramétricos), se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p <
0,05). Por otra parte, las diferencias significativas para las variables estudiadas entre los dos
cultivares y entre los dos tratamientos para cada dia del experimento fueron determinadas
mediante la prueba t de Student (p < 0,05).

Resultados y discusion

Efectos del estrés por sequia en el contenido de humedad del suelo y el estado hidrico
del arbol

La disminucién de la disponibilidad de agua en el periodo de sequia revelada por el menor
contenido hidrico del suelo (CHS) acumulado en los primeros 30 cm de profundidad, junto
con los valores de potencial hidrico foliar (PHF) significativamente inferiores llegando hasta
—2,3 MPa en los arboles estresados ponen de manifiesto el estrés hidrico al que fueron
sometidos (Figuras 1, 2A 'y 2B). El descenso del CHS en los arboles estresados fue diferente
en funcion del cultivar. En 'Fergold' (cultivar con época de maduracién de fruto mas tardia)
el descenso fue ligeramente superior llegando a un CHS de 30% y un 28% para el primer y
segundo afo, respectivamente (Figura 1). Las diferencias en la demanda hidrica de cada
cultivar, basado en sus distintas fechas de maduracién de fruto, y el grado de adaptacion al
ambiente estresante de la zona del experimento, podrian explicar las diferencias
encontradas en el CHS. 'Ufo-3' madura un mes antes que 'Fergold', por tanto, el consumo
de agua por parte de 'Ufo-3' seria menor que en 'Fergold' en el momento del experimento.
Como consecuencia, el descenso en CHS seria menos pronunciado en 'Fergold'.
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Figura 1. Evolucién del contenido hidrico del suelo (CHS) acumulado en los primeros 30 cm de profundidad
(A) en 2015 y (B) en 2016 a lo largo del experimento de sequia. Las barras de error representan el error
estandar de la media (d = dia; R = recuperacion).

0d sd sdR 0d sd SdR
20 20
o A 2015|B — f 5 2016 o
= B * A T =
£ 24 N ———F 5 v
= 26 Y N P 26 5
- - e " =
28 e 2.8
LE &’ —&— "Ufo-3 Control ‘E
By =0 — ‘Ufo-3' Estresado [-30 [
32 » 'Fergold' Control P32
34 Fergold’ Estresado 3.4
~ 20{C s 2015 D S.* 2016, o
o 400 b % 400 o
E S : \ E
= % N o S
g v e ——— \\'b % . E
‘E’ 200 ‘. L Vg2 200 %
= =S i
100 100
~ 2K S* 2015 F o 2016[
T n g 2 7
w %* & G = "
L 20 Y . - 7 0 =
< = ‘ - g
E o ¥ s E
E 16 | 16 E
2 T
‘2 12 12 é
10 10
*
~ 9{G x 2015 H ., 201600
. 5 & 5 % -8 2 s @
E g 2 ) =3 7 E
s . e N . 3
£ : . £
= =
4 4
~0 ] 2 2015 J & 20161 300 P
o . AN o
£ 250 B =
Wi L %
= N s .. — ]
£ = = g
2,200 N oo & 00 =,
S - S
&) o
150 150

0d 5d SdR od 5d 5dr

Figura 2. Evolucion del (A y B) potencial hidrico foliar al mediodia (PHF), (C y D) conductancia estomatica
(9s), (E y F) fotosintesis neta (An), (G y H) transpiracion (E) e (I y J) concentracion de CO: intracelular (Ci)
durante el experimento de sequia en los afios 2015 y 2016. Las barras de error representan el error estandar
de la media. *: diferencias significativas (p = 0,05) entre tratamientos para cada punto temporal del
experimento segun la prueba t de Student; $: diferencias significativas (p = 0,05) entre cultivares para cada
punto temporal del experimento segun la prueba t de Student. d = dia; R = recuperacion.



La restauracion del riego en los arboles estresados aumentoé el CHS en ambos afios (Figura
1). Asimismo, el PHF de los arboles estresados alcanzo valores semejantes a los registrados
por su control en ambos afos (Figura 2A y B). Una tendencia similar de disminucion en los
valores de PHF también ha sido descrita en estudios anteriores llevados a cabo tanto en
almendro, como en otros hibridos de Prunus (Isaakidis et al., 2004; Yadollahi et al., 2011), y
también en melocotonero sobre 'GF-677' (Mellisho et al., 2011).

Efectos del estrés por sequia en el intercambio gaseoso

La ausencia de riego provoco diferencias en el intercambio gaseoso de los arboles. Se
observé un descenso significativo en los valores de conductancia estomatica (g.),
fotosintesis neta (An), transpiracion (E) y concentracion de CO; intercelular (Ci) a los 5 dias
de estrés hidrico (Figura 2). La caida del PHF por la escasez de agua provoca un fallo
hidraulico como consecuencia de un probable embolismo inducido en vasos de xilema
(Brodribb et al., 2016). Para evitar este fallo, la planta es capaz de regular el cierre
estomatico, provocando cambios en el intercambio gaseoso, controlando asi las pérdidas
de agua y llevando a la planta a un ajuste osmotico (Jones y Sutherland, 1991). Por tanto,
la planta es capaz de adaptarse a las nuevas condiciones desfavorables de estrés. Los
arboles estresados, para mantener sus reservas hidricas, cerraron sus estomas, provocando
la caida de g, (Figura 2C y D). De la misma manera, el flujo de CO2 se vio restringido,
causando una reduccion en E (Figura 2G y H) y limitando también los procesos
fotosintéticos, reflejados en el descenso de An (Figura 2E y F) (Verslues et al., 2006).
Resultados similares han sido encontrados en estudios anteriores en los que diferentes
especies de Prunus como almendro (lsaakidis et al.,, 2004; Romero et al., 2004;
Espadafor et al., 2017), melocotonero (Mellisho et al., 2011; Rickes et al., 2017) y patrones
hibridos de Prunus (Martinazzo et al., 2011; Jiménez et al., 2013) sometidos a estrés hidrico
a largo plazo han mostrado un descenso significativo en los parametros estudiados
relacionados con el intercambio gaseoso.

Pasados los 5 dias tras el restablecimiento del sistema de riego en el grupo estresado, tanto
el estado hidrico como las tasas de intercambio gaseoso alcanzaron valores similares que
los arboles del grupo control, a excepcién de los valores de g., An y E en 'Fergold' (Figura
2C, E, G y H). Las diferencias encontradas en los valores de g,, An y E en el dia 5 de
recuperacion entre los arboles control y estresados de ‘Fergold’ podria indicar un dafo
irreversible en el aparato fotosintético durante el periodo de estrés, el cual no le permitiria
recuperar la absorcion de CO, de la misma manera que a 'Ufo-3' (Romero et al., 2004). La
mejor recuperacion del estado hidrico, asi como de sus funciones fotosintéticas en el cultivar
'Ufo-3' injertado sobre ‘Garnem’ con respecto a 'Fergold', representaria una estrategia de
tolerancia al estrés seguida por este cultivar como respuesta a sequia. La falta de
recuperacion inmediata en las tasas de intercambio gaseoso también fue observada en
almendro sometido a sequia en condiciones de campo, donde a los 15 dias de recuperacion
los valores de g, E y An seguian por debajo de los valores control (Romero et al., 2004).

Las diferencias significativas observadas en los arboles control en ambos afos, pero mas
evidentes en el primer ano (Figura 2), sugieren que existen otros factores que afectan al
estado hidrico de la planta. Entre ellos destacan condiciones ambientales como temperatura,
luz, humedad y CO,, ademas del papel de diferentes fitohormonas en la regulacion de
procesos como el cierre estomatico, generando cambios en los mecanismos de
transpiracion y fotosintesis (Assmann y Shimazaki, 1999), y de aspectos morfolégicos como
la dimension de la copa del arbol y la carga de frutos de cada cultivar. Sin embargo, aunque
las tasas de intercambio gaseoso de estos arboles control no se mantuvieron estables
durante el experimento, si permanecieron por encima de los valores alcanzados por los
arboles estresados (Figura 2). Por otra parte, cabe destacar que al evaluar el posible efecto
del afo (posible efecto debido a la distinta fecha de realizacion del experimento en cada
afo) en las diferentes variables analizadas, se comprob6 que este no fue significativo y, por
tanto, no explicaria las diferencias encontradas en el intercambio gaseoso de los arboles
control.



Al analizar la relacion An/g. entendida como uso eficiente del agua intrinseco (UEAI), se
observd que el UEAI en 2015 fue significativamente mayor en los arboles estresados
(97,13%) que en los control (74,13%) a los 5 dias de estrés (Figura 3A). Sin embargo, en
2016 no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos después de 5 dias sin
riego, momento en que el ratio de UEAI alcanzé valores de 76,19% en los arboles control y
de 80,69% en los arboles estresados (Figura 3B). Los arboles con disponibilidad de agua no
necesitan regular sus recursos. En condiciones ambientales adversas, en lugar de cerrar
sus estomas para conservar sus reservas hidricas, los mantienen abiertos continuando con
su actividad fotosintética, a expensas del gasto hidrico en la transpiracion, lo que se traduce
en un efecto negativo en su UEA. En cambio, los arboles sin recursos hidricos en este
estudio, a pesar de disminuir su PHF, trataron de hacer mas eficiente su reserva hidrica
mediante el cierre de estomas y evitar las pérdidas por transpiracion, a costa de reducir su
capacidad fotosintética (Figuras 1y 2) y, por tanto, aumentado su UEAI (Figura 3). Este tipo
de comportamiento es propio de plantas con una estrategia de tolerancia a la sequia (Blum,
2009). Estos resultados coinciden con estudios previos en vid (Medrano et al., 2015) y en
diferentes patrones de Prunus (Jiménez et al., 2013).
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Figura 3. Evolucién del uso eficiente del agua intrinseco (UEAI) en (A) 2015 y (B) 2016 durante el
experimento de sequia. *: diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos para cada punto temporal
del experimento segln la prueba t de Student; $: diferencias significativas (p < 0,05) entre cultivares para
cada punto temporal del experimento segun la prueba t de Student. d = dia; R = recuperacion.

Acumulacion de acido abscisico (ABA) foliar durante el estrés

En nuestro estudio, observamos niveles de ABA altos en los arboles control a lo largo de
todo el experimento (Figura 4), los cuales podrian deberse a los bajos valores de PHF
presentes en estos arboles control (Figura 2A y B). Sin embargo, este contenido en ABA
foliar no estaria implicado en la regulacién del cierre estomatico ya que este no se dio. Hecho
confirmado con los valores encontrados en las tasas de intercambio gaseoso (Figura 2C-J).
Las diferencias entre las concentraciones de ABA entre los arboles control y los estresados
no fueron significativas (Figura 4), sugiriendo que el nivel de estrés experimentado durante
los 5 dias sin riego no fue percibido como severo por los arboles estresados. Son numerosos
los estudios realizados hasta el momento en cuanto a la relacion entre el contenido en ABA
y la respuesta a estrés por sequia en diferentes especies (Forner-Giner et al., 2011; Seiler et
al., 2014; Zandalinas et al., 2016). Sin embargo, la mayoria de ellos se han llevado a cabo
con plantas en maceta y condiciones controladas en invernadero, no en campo. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio en relacion al contenido de ABA sugieren una clara
diferencia en el comportamiento en funcién de las condiciones de cultivo y ambientales,
maceta en invernadero frente a arboles en campo. Un entorno seco y arido como la region
de Murcia, donde los arboles con suministro de agua alcanzaron valores de PHF ya cercanos
a—2 MPa (Figura 2A y B), crea una respuesta fisiologica rapida en arboles sin disponibilidad
de agua, pero un periodo de 5 dias sin riego no es suficiente para desencadenar una
respuesta bioquimica en la que esté implicado el ABA.
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Figura 4. Contenido en acido abscisico (ABA) foliar al inicio del experimento (0 d), a los 5 dias de sequia (5
d) y al final de la fase de recuperacion del estrés hidrico (5 dR) en 2015. Las barras de error representan el
error estandar de la media. MS = materia seca.

Conclusiones

Los dos cultivares de melocotonero, 'Ufo-3' y 'Fergold' injertados sobre el hibrido 'Garnem’,
bajo condiciones de campo y sin riego durante 5 dias, pusieron en marcha diversos
mecanismos de respuesta fisiolégica que permitieron realizar una estrategia de evitacion a
la sequia. Esta respuesta se ve reflejada en los bajos valores de potencial hidrico foliar (PHF)
y las bajas tasas de intercambio gaseoso encontradas. Todo ello tiene como consecuencia
que estos arboles estresados sean capaces de realizar un ajuste osmaético, que permitiod
preservar la homeostasis de las células. Asi, los arboles estresados fueron capaces de dar
un uso mas eficiente a la escasa reserva hidrica que poseia el suelo. Con todo ello, se puede
afirmar que los dos cultivares mostraron adaptabilidad a la sequia resultante de su estrategia
de evitacion. Cabe senalar que debido a la menor capacidad fotosintética observada en
'Fergold' una vez restaurado el riego, se puede considerar que esta adaptabilidad es mayor
en el cultivar 'Ufo-3'. La falta de variabilidad encontrada en el contenido de acido abscisico
(ABA) foliar de los arboles estresados frente al contenido de ABA en los arboles control,
ponen de manifiesto que el ABA no estuvo implicado en la regulacién estomatica llevada a
cabo por los arboles estresados.
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