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RESUMEN SUMMARY

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
tolerancia al estrés salino en el portainjerto
Citrumelo cultivar 75 AB (Citrus paradisi x Pon-
cirus trifoliata), en comparacién con Mandarino
Cleopatra (Citrus retuculata), conocido por su
elevada tolerancia. Se incubaron plantulas
entre toallas de papel, humedecidas con agua
destilada o soluciones de NaCl 30 mM.

El disefio experimental fue completa-
mente aleatorizado con 3 repeticiones, y los
datos se analizaron mediante ANOVA y Test
de Tukey. Luego de 41 dias de ensayo se
determiné el peso fresco, contenido relativo
de agua (CRA), concentraciéon de prolina y
composicion mineral. El crecimiento de Cleo-
patra fue mas sensible a la salinidad que el de
Citrumelo cultivar 75 AB. EI CRA se mantuvo
constante en ambos portainjertos. El ajuste os-
motico se realizé mediante la acumulacion de
prolina en hojas; su concentracién fue mayor
en Citrumelo 75 AB. Este ultimo excluy6 los
iones Na* y CI- de la parte aérea, restringién-
dolos al sistema radicular, mientras que en
Cleopatra se observé lo opuesto.

Se concluye que Citrumelo cultivar
75 AB es mas tolerante a la salinidad que
Cleopatra, y excluye los iones Na*y Cl- de la
parte aérea.

The aim of this paper was to evaluate the
salt-stress tolerance of the 75 AB Citrumelo
cultivar (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) in
comparison with the Cleopatra Mandarin (Citrus
retuculata) which is known worldwide due to its
high stress resistance. Seedlings of both species
were incubated in between paper towels damped
with distilled water or 30 mM NaCl solutions.

The experimental design was completely
randomized with 3 replica and the data were
analyzed using ANOVA and the Tukey test.
After 41 days, fresh weight, relative water
content (RWC), proline concentration, and
mineral composition were determined. Growth
in Cleopatra was more sensitive to salinity than
that of the 75 AB Citrumelo cultivar, whereas
relative water content kept constant in both
rootstocks. The osmotic adjustment occurred
by accumulating proline in leaves being its
concentration higher in the 75 AB Citrumelo.
The latter excluded Na* and CI- ions from the
aerial part of the plant and limited them to the
root system while the contrary was observed
for Cleopatra.

The 75 AB Citrumelo cultivar is more to-
lerant to salinity than Cleopatra and excludes
both Na* and CI- ions from its aerial part.
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INTRODUCCION

La acumulacion de sales solubles en el suelo limita la produccion agricola en las
regiones aridas y semiaridas. El problema afecta aproximadamente el 25% de los 230
millones de hectareas irrigadas del planeta (1).

Los citrus se cultivan preferentemente en regiones semiaridas, donde se requiere
de irrigacion para lograr una maxima produccion. En dichas areas, las altas concen-
traciones salinas en suelos y aguas de riego pueden inhibir su crecimiento y disminuir
la produccion (16). Aunque las especies de citrus son clasificadas como sensibles
a la salinidad, se mencionan diferencias significativas en el nivel de tolerancia de
los distintos genotipos (2). Por este motivo resulta de gran interés el mejoramiento
genético tendiente a la obtencion de cultivares con elevada tolerancia a la salinidad
y el estudio de las bases fisioldgicas de dicho comportamiento.

La disminucion en el crecimiento en plantas sometidas al estrés salino puede
deberse a numerosos factores, entre los que se destacan el estrés hidrico generado
por el bajo potencial osmético de la solucion del suelo, el desbalance nutricional y la
toxicidad de los iones Na* y CI- (14).

Algunas especies desarrollan mecanismos que les permiten tolerar estas condi-
ciones. Asi, la sintesis de solutos osmocompatibles, como azucares solubles y prolina,
y la acumulacion de iones en vacuola contribuyen a disminuir el potencial osmotico de
los tejidos, manteniendo un gradiente de potencial hidrico entre el suelo y la planta.
Este mecanismo, denominado ajuste osmético, garantiza la absorciéon de agua y la
manutencion de la turgencia celular (17).

Otras especies excluyen los iones Na* y CI- de la parte aérea, restringiéndolos al
sistema radicular, lo que evita el efecto téxico de estos iones (6).

Objetivo

»  Evaluar la tolerancia al estrés salino en el portainjerto Citrumelo Cultivar 75
AB (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata), registrado por la Estaciéon Experi-
mental Agroindustrial Obispo Colombres, Argentina (4) en comparacion con
Mandarino Cleopatra (Citrus retuculata), conocido mundialmente por su
elevada tolerancia al estrés.
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MATERIALES Y METODOS

Las semillas de ambos portainjertos fueron cosechadas de plantas seleccionadas
en la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres, San Miguel de Tucuman,
Argentina. Se colocaron a germinar entre toallas de papel, humedecidas con agua
destilada, durante 30 dias. Posteriormente se colocaron lotes de 25 plantulas, entre
toallas de papel humedecidas con agua destilada o soluciones de NaCl 30 mM. Las
toallas se enrollaron, se cubrieron con bolsas de polietileno para disminuir las pérdidas
de agua por evaporacion y se dispusieron verticalmente en camara de crecimiento
a 25°C y con un fotoperiodo de 12 horas. Luego de 41 dias de ensayo, las plantulas
fueron extraidas, separadas en raiz y parte aérea y pesadas.

En cada tratamiento se extrajeron muestras de hojas para la determinacién del
contenido relativo de agua (CRA), mediante la siguiente ecuacion (9):

CRA (%) = [(PF — PS) / (PSAT - PS)] * 100
donde:
PF: peso fresco
PS: peso seco
PSAT: peso del material vegetal saturado en agua

Se determind la concentracion de prolina en raices y hojas mediante el método de
Bates et al. (3). Para ello, el material se homogeneiz6 en 10 ml de solucion de 4cido
sulfosalicilico 3% (v/v) y se filtrd a través de papel Whatman N° 1. De dicho filtrado se
tomaron alicuotas de 2 ml, a las que se le adicionaron 2 ml de solucién de ninhidrina
acida y 2 ml de acido acético glacial. Se incub6 en bafio Maria a 100°C durante una
hora, terminandose la reaccién al colocar los tubos en bafio de hielo. Por ultimo se
adicionaron 4 ml de tolueno, aspirandose el croméforo de la fase acuosa. Se leyd
absorbancia a 520 nm con espectrofotdmetro Shimadzu y se calculd la concentracion
de prolina, con auxilio de una curva patron.

Para la determinacion de la composicion mineral, el material se secé en estufa
a 60°C y se digiri6 en una mezcla de acido nitrico y perclérico (2:1 v/v). Las concen-
traciones de Na* y K* se determinaron mediante espectrofotometria de llama, Ca*?y
Mg*? mediante espectrofotometria de absorcion atomica. El CI- fue extraido en agua
y determinado mediante titulacion con AgNO, (13).

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con 3 repeticiones, y los
datos fueron analizados mediante ANOVA y Test de Tukey al 5% de probabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

El crecimiento de ambos genotipos fue afectado por la salinidad, siendo Cleopatra
mas sensible que Citrumelo (grafico 1, pag. 100). En Cleopatra, el NaCl redujo en
78% el peso fresco de la parte aérea y 89% el peso fresco de la raiz, con respecto al
testigo. En Citrumelo 75 AB el efecto fue menos acentuado, con una disminucion del
17 y 6% en el peso de la parte aérea y el sistema radicular, respectivamente.
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Letras diferentes indican diferencias significativas al 5% por el Test de Tukey.

Grafico 1. Efecto del NaCl sobre el peso fresco de raices y parte aérea de Citrumelo
75 AB y Mandarino Cleopatra.
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ambos genotipos lograron ajustarse osmo- p— ?
ticamente, ya que el CRA se mantuvo cons-
tante en todos los tratamientos (grafico 2).
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En concordancia con estos resultados, tanto Cleopatra como Citrumelo incre-
mentaron la concentracion foliar de prolina en 142 y 218% respectivamente, en rela-
cion con el testigo, en tanto que en ambos genotipos la concentracion de prolina en
raices se mantuvo constante en todos los tratamientos (grafico 3).
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Letras diferentes indican diferencias significativas al 5% por el Test de Tukey.

Grafico 3. Efecto del NaCl sobre las concentraciones de prolina en hojas y raices
de Citrumelo 75 AB y Mandarino Cleopatra.
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La prolina es considerada un soluto osmocompatible, ya que contribuye al ajus-
te osmatico celular, manteniendo un gradiente de potencial hidrico, lo que permite
absorber agua y mantener la turgencia celular. También se sugieren otras funciones,
como la proteccion de la estructura de las proteinas contra la desnaturalizacion, la
estabilizaciéon de membranas celulares, interactuando con fosfolipidos y seria una
fuente de energia y nitrogeno (7).

La bibliografia menciona las especies de citrus como acumuladoras de prolina,
incluso en condiciones 6ptimas de crecimiento (15). Peso a ello, las concentraciones
de este soluto en hojas de plantas de Citrumelo 75 AB incubadas en 30 mM de NaCl
superan los valores observados en otras especies. Las concentraciones del orden de
258 umol g' PS son similares a las encontradas en plantas transgénicas del portainjerto
Carrizo (Citrus sinensis Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf) transformadas con el gen
mutante p5cs, que les permite incrementar la sintesis de prolina (8). Esta caracteristica
podria conferirle tolerancia a mayores niveles de salinidad, y a condiciones de estrés
hidrico. En plantulas de Citrumelo incubadas en 30 mM de NaCl, las concentracio-
nes de CI en hojas y raices fueron aproximadamente 8 y 5 veces mayores que las
observadas en el testigo, tal como se advierte en la siguiente tabla.

Efecto del NaCl (0, 30 mM) sobre la concentracion de iones (umol g' PS) en hojas y
raices de Citrumelo y Mandarino Cleopatra.

. NaCl . + + +2 +2
Portainjerto (mM) Cl Na K Ca Mg
Hojas
_ 0 23a | 14a | 1201a| 285a | 23a
Citrumelo 75AB =50 193 | 192b | 1542b| 277a | 20b
Cloosatra 0 25a | 30a | 1975a| 460a | 17a
P 30 | 487b | 761b | 1281b| 300b | 13b
Raices
. 0 44 a 23 a 1778a| 154 a 76 a
Citrumelo 7S AB =0 >31b | 472b | 752b| 200b | 78a
Cleopatra 0 14 a 19a 1939a| 235a 63 a
P 30 | 306b | 137b | 1285b| 192b | 65a

Letras diferentes en cada columna, para cada portainjerto, indican diferencias
significativas por el Test de Tukey al 5% de probabilidad.

Este efecto fue mas acentuado en Cleopatra en la cual hojas y raices de plantu-
las sometidas a 30 mM de NaCl presentaron concentraciones foliares de CI- 19y 21
veces superiores a las del testigo. Estos resultados indican que Citrumelo excluye
el CI- de la parte aérea, restringiéndolo al sistema radicular. Dicho i6n puede ser
compartimentalizado en vacuolas de las células de la raiz, contribuyendo al ajuste
osmatico, tal como se ha observado en otras especies (6).

Pese a que en todos los casos el NaCl increment6 las concentraciones de Na*,
ambos genotipos mostraron un patrén de distribucion diferencial de este cation. Mien-
tras Citrumelo acumulé el Na* principalmente en las raices, Cleopatra lo hizo en las
hojas, alcanzando valores proximos a los 800 pymol g' PS. Un mecanismo similar fue
reportado previamente en los portainjertos Carrizo y “Sour Orange” (5).
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Estos resultados demuestran que Citrumelo posee un mecanismo que le permite
excluir el Na* de la parte aérea. La retraslocacion de Na* posibilita regular su con-
centracién en la parte aérea y ha sido demostrado en algunas especies (18). Esto
le confiere a Citrumelo una ventaja adaptativa con respecto a Cleopatra, ya que el
Na* esta involucrado en la inhibiciéon no estomatica de la fotosintesis, que genera
disminucién en el crecimiento de especies sensibles al estrés (18).

ElINaCl incremento6 en 28% la concentracion de K* en las hojas de Citrumelo, pero
la redujo en raices en 58%. En Cleopatra la concentracion de este cation disminuyo
35y 34% en hojas y raices, respectivamente.

Ciertos efectos adversos de la salinidad han sido atribuidos a deficiencias de K*,
aunque en el caso de citrus no siempre se observa una reduccién en la concentracion
de este cation en las plantas sometidas a estrés (2).

La concentracion de Ca*? se mantuvo constante en hojas de Citrumelo y se in-
crementd en las raices. En Cleopatra se registré un descenso en las concentraciones
en raices y hojas. El Ca*? contribuye a dar estructura a las membranas celulares, y
su desplazamiento por Na*, en plantas sometidas a estrés salino, puede alterar la
permeabilidad selectiva.

En estos casos, la inhibicion en el crecimiento celular suele estar asociada a la
pérdida de K* a través de las membranas (12). Asi, la disminucién de la concentracion
K*y la manutencioén de los niveles de Ca* en raices de Citrumelo, indicarian que dicha
reduccion no se debio a la pérdida de este id6n a través de las membranas.

Estos resultados sugieren la traslocacion del K* desde las raices hacia las hojas,
contribuyendo al ajuste osmético, o para compensar el incremento de la concentra-
cion de iones CI en estos tejidos. La traslocacion de K* ha sido demostrada en otros
géneros como Brassica 'y Hordeum (10, 11, 19). Wolf y Jeschke (19) también obser-
varon la traslocacion de K* desde hojas adultas hacia hojas jovenes via floema y la
retraslocacion de Na* hacia hojas jovenes y adultas a través del xilema, en plantas
de cebada sometidas a estrés salino.

El NaCl redujo las concentraciones de Mg*? en hojas de Citrumelo y Cleopatra,
aunque no afectd sus niveles en las raices. El Mg*? forma parte de la molécula de
clorofila, y afecta el tamano, estructura y funcionamiento de los cloroplastos (18).

De esta manera, una deficiencia en Mg*? puede inhibir la fotosintesis, contribuyen-
do a la inhibicion del crecimiento. La elevada tolerancia a la salinidad de este nuevo
cultivar amerita la realizacién de estudios de producciéon a campo, para considerar
su utilizacién como portainjerto en zonas aridas y semiaridas.
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CONCLUSIONES

El cultivar Citrumelo 75 AB es mas tolerante a la salinidad que Cleopatra.

Tanto Citrumelo 75 AB como Cleopatra se ajustan osmoéticamente mediante la
acumulacion de prolina en hojas.

Citrumelo 75 AB excluye los iones Cl'y Na* de la parte aérea, compartimentalizando-
los en el sistema radicular, mientras que Cleopatra los acumula en la parte aérea.
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