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Introduccién
1. Importancia del olivo

El olivo tiene su origen en Oriente Medio, en uegidn geografica que va desde
el sur del Caucaso hasta Irdn, Palestina y la pmstera de Siria. Desde aqui se
extendié hasta poblar todos los paises riberefloMe@iterraneo. En la actualidad el
cultivo del olivo se ha extendido por regiones éliitas de tipo Mediterraneo de todo el
mundo, caracterizadas por un verano seco y calur8soencuentra en América,
principalmente en Argentina y en Estados Unidoslif@aia, Arizona), Sudéafrica,

China, Japon y Australia.

Segin datos de la FAO (FAOSTAT, base de datos istta]
http://faostat3.fao.org/home/S), la superficie mahdle olivar en el afo 2013 era
superior a los 10,3 millones de ha, de los cualgsrflllones de ha corresponden a la
superficie de olivar de Espafa (Tabla 1). En nogsdis, la produccion de aceituna en
el aflo 2013 fue de 7.875.800 t, lo que supone &t @9 |la producciéon mundial. Segun
estos datos de la FAO, Espafa es el pais con rsaperficie cosechada, seguido por
Tanez, Italia y Grecia; nuestro pais también cueatala mayor producciéon de aceituna

del mundo, seguido por ltalia, Grecia y Turquia.

Tabla 1. Superficie de olivar dedicado a almazara y aceitdea mesa en Espafia (datos
correspondientes al afio 2013).

Cultivo Superficie en plantacién regular (ha)
Secano Regadio Total
Olivar de aceituna de mesa 111.793 53.946 163.795
Olivar de aceituna de almazara 1.789.039 547.692 3432184
Olivar total 1.900.832 601.638 2.506.979

Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacion yellio Ambiente (2014).

En Espafa, del total de superficie de olivar, 8% destina la produccién de
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aceite, mientras que, el 7% restante se destmalaténcion de aceituna de mesa (Tabla
1); de hecho, Espafia es el principal pais expar@elaceite de oliva virgen seguido de
Italia y Grecia (FAOSTAT, base de datos estadistitp://faostat3.fao.org/home/S).
La exportacion de aceite representa el 60% del mmméotal del aceite de oliva en
Espafia, con mas de 100 paises de destino, y comentia en las camparas 2007/08-
2012/13 de 745.700 t. El volumen de las exportasoma subido un 48% desde la
campafia 2006/07 hasta la 2011/12. Sin embargo, aerampafia 2012/13 las
exportaciones fueron excepcionalmente bajas, aacdesuna cosecha anormalmente
baja. En nuestro pais, la produccion de aceite i@ @sta condicionada por la
aportacion de Andalucia, y esta a su vez por l&slgrovincias de Jaén y Cérdoba

(Civantos, 2004).

Tabla 2. Produccién de aceite de oliva y superficie de oldedicado a almazara y aceituna de mesa
en las distintas comunidades autdnomas espafiaits (cbrrespondientes al afio 2013).

Comunidades Superficie olivar aceituna Superficie olivar Produccion de aceite de
Autébnomas de almazara (ha) aceituna de mesa (ha) oliva (t)
Galicia 256 - 56
Pais Vasco 322 - 80
Navarra 6.005 - 4.093
La Rioja 5.658 - 2.159
Aragon 47.982 - 13.793
Catalufia 116.354 575 26.231
Baleares 8.022 79 551
Castillay Ledn 7.160 868 1.840
Madrid 26.288 111 6.088
Castilla-La 366.540 280 79.132
Comunidad 91.645 442 15.312
Murcia 21.044 1.054 9.979
Extremadura 203.171 61.800 60.109
Andalucia 1.442.598 98.511 1.474.064
Canarias 139 75 20
Espafia 2.343.184 163.795 1.760.957

Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacién yelllio Ambiente (2014).
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% Superficie Olivar/Superficie geografica

[]0.01% - 2.00%
[]2.01% - 5.00%
[ 5.01% - 12.00%
I 12.01% - 25.00%
B 25.01% - 44.00%

Figura 1. Superficie de olivar respecto a la superficie géfica de las provincias espafiolas en el afio
2012. (Fuente: Encuesta sobre Superficies y Repdiog de Cultivos. Analisis de las Plantaciones de
Olivar en Espafia, 2012).

Tabla 3. Produccidn de aceite de oliva y superficie de oldedicado a almazara y aceituna de mesa
en las distintas provincias andaluzas (datos qoorefientes al afio 2013).

Provincias  Superficie olivar aceituna de Superficie olivar aceituna Produccién de aceite de

almazara (ha) de mesa (ha) oliva (t)
Almeria 19.826 82 9.992
Cadiz 23.148 - 9.473
Cordoba 342.499 4.090 362.081
Granada 184.955 15 149.262
Huelva 28.695 4.050 4,992
Jaén 585.319 198 751.610
Malaga 119.731 6.185 80.088
Sevilla 138.425 83.891 106.566
Andalucia 1.442.598 98.511 1.474.064

Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacién yelllio Ambiente (2014).

De las comunidades autbnomas, Andalucia es larred@cola por excelencia,
representa el 61% de la superficie de olivar dexasra, el 60% de olivar de aceituna de

mesa y el 84% de la produccién de aceite del peabld 2). Ademas, Jaén es la



Introduccién

provincia espafiola con mayor superficie de olican mas del 43% de su superficie
geogréfica cultivada, seguida por Cérdoba con u 2bigura 1). Jaén representa el
38% de la superficie de olivar y el 51% de la pomitn de aceite de Andalucia (Tabla

3).

2. Fisiologia del olivo

2.2. Caracteristicas morfologicas

El olivo, cuyo nombre cientifico eéSlea europed.., es la Unica especie de la
familia Oleaceaecon fruto comestible. En la espe€éea europaeae incluyen tanto
los olivos cultivados (subespecsativg, como los acebuches u olivos silvestres

(subespecisylvestri3 (Rapoport, 2008).

El olivo es un arbol esclerofilo y perennifolio cana lenta tasa de crecimiento
que puede vivir y ser productivo durante cientosides (Uceda and Hermoso, 2008).
El olivo cultivado es un arbol de unos 4 a 8 m ldiera Su tronco es grueso de color
gris a verde grisaceo y su copa es redondeada masas lobulada. Las caracteristicas
morfologicas del olivo pueden variar en funcion deitivar, de las condiciones

ambientales y agronomicas y del tipo de poda (Raqbop008).

Las hojas perduran en el arbol de 2 a 3 afios, isgries, de forma eliptica y
lanceolada con bordes enteros. El limbo tiene ongitud de entre 3 y 9 cm y una
anchura de entre 1 y 1,8 cm. El nervio central eg marcado y su peciolo no supera
los 0,5 cm. El haz es de color verde oscuro biélatebido a la gruesa cuticula que la
protege de la pérdida de agua, y el envés est@&rtmtpor abundantes pelos que le

confieren un color blanco plateado.
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La forma de la raiz depende del origen del arbaé yas condiciones del suelo.
Un olivo procedente de semilla tendra una raizcgoad sin raices laterales importantes,
mientras que si el olivo se ha producido por prapam vegetativa mediante
enraizamiento de estaquillas semilefiosas, que eséwdo habitual para el olivo
comercial, tendra multiples raices adventicias. d®ar lado, la profundidad, expansion
lateral y grado de ramificacion dependeran de dagoteristicas del suelo (Fernandez et

al., 1991).

Las inflorescencias son paniculadas, tienen un cejetral del cual salen
ramificaciones y se forman a partir de las yemalaras de las hojas formadas el afo
previo a la floracion. Cada una de las inflores@npuede tener entre 10 y 40 flores
dependiendo del cultivar y de las condiciones lfigizas y ambientales. Las flores del
olivo son de pequefio tamafio y actinomorfas contsiaegular. Poseen cuatro pétalos
de color blanco o blanco amarillento (Rapoport,80Bn Andalucia, la floracion suele
ocurrir entre abril y mayo. Las flores del olivonsbermafroditas y la mayoria de las
variedades pueden ser autopolinizadas, sin embargoiajado del fruto generalmente

tiene lugar por el polen de otra variedad (RapoRa@8).

El fruto del olivo, la aceituna, es una drupa coa gola semilla, de tamafo
variable, que oscila entre 1 y 4 cm de longituahtye20,6 y 2 cm de diametro, segun el

cultivar. Cuando esta madura su color es negrapnaglaceo o rojizo.

2.3. Ciclo bienal del olivo

El crecimiento de los brotes y el desarrollo deftatos son fendmenos ciclicos
en el olivo (Figura 2). El crecimiento de los beos® completa dentro del mismo afio,

mientras que la fructificacion se completa en dsgiacones consecutivas, en el primer
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afo se produce la formacion de las yemas y la oidndloral y en el segundo tiene
lugar el desarrollo de las flores, la floracionlydesarrollo del fruto, es decir, el olivo

fructifica en ramos del afo anterior.

El crecimiento de los brotegiene lugar a partir de las yemas vegetativas que
brotan al comienzo de la primavera. Existen dopastade crecimiento, la mas
importante tiene lugar en primavera y dura hastadrde julio, mientras que la segunda

tiene lugar en otofio.

La induccidn floral es un proceso que tiene lugar entre mediados rde yu
finales de octubre, por el cual las yemas formagiaslos brotes en crecimiento

experimentan cambios fisioldégicos que conducenfarfaacion de yemas de flor.

La iniciacion floral tiene lugar a mediados de otofio en las yemas itakic
previamente. Una vez determinada su naturalezal flas yemas entran en un periodo
de reposo o latencia caracterizado por la auselcierecimiento. Existen dos causas
fundamentales de latencia, una es enddgena y tmmsisla incapacidad de la yema
para crecer aunque las condiciones ambientales fagarables (endolatencia), este
periodo comprende desde mediados de noviembre iadosdle enero. La segunda se
debe a condiciones ambientales desfavorables quidemel crecimiento (ecolatencia),

comprende desde que finaliza la endolatencia Ipasteipios de marzo.

El desarrollo floral es el proceso de diferenciacion floral que comaetan la
salida de la dormancia de las yemas y se produtsgenente entre finales de marzo y

mediados de abril (Aguilera and Ruiz, 2009).

Durante lafloracion el transporte del polen lo realiza principalmegiteiento.
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El olivo es una especie preferentemente alogamdayaeece la fecundacion cruzada

mediante un mecanismo de autoincompatibildad ppistile.

El desarrollo del fruto hasta su maduracion se produce a traves de ueadser
etapas que pueden durar entre 4 y 5 meses. Larpriatapa se caracteriza por la
division y expansion celular y concluye con el eedimiento del endocarpo, que
sucede unas 7 y 9 semanas después de la florécidontinuacion el crecimiento del
fruto se hace mas lento y comienza la biosinteslisaceite y su acumulaciéon en las
células parenquimaticas de la pulpa (Beltran et 2008). Durante los meses de
septiembre y octubre se produce el enverado o cad®icolor de los frutos, en este
momento comienza la maduracion que termina engrenleses de noviembre y enero
(Barranco et al., 1998), aunque el periodo de naaitum es variable dependiendo de las

condiciones climaticas y la variedad (Beltran etz008).

-
-

- - FLORACION
CRECIMIENTO POLINIZACION
BROTES FECUNDACION
INICIACION l CRECIMIENTO
FLORAL FRUTO
,W:Tam_‘/l
FLORAL REPOSO [maduRACION |

ENDURECIMIENTO
= Rleso

SEMILLA
- EMBRION
CRECIMIENTO
BROTES

INDUCCION INICIACION
FLORAL _'L FLORAL
| < & REPOSO <&

PAM | VER | O0T0 | INv JPam | ver | oto | INv |

¢ 4] 0 n+1 .

Figura 2. Ciclo bienal de olivo (Fuente: Rallo and Cuev&)8).
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La simultaneidad entre procesos vegetativos y demtores del mismo afio y
entre procesos de dos ciclos reproductores comgesubrigina fendmenos de
competencia y de inhibicion (Rallo, 1994; Barraretoal., 2008). En afios de gran
cosecha los asimilados procedentes de la fotosinsesdirigen hacia los frutos en
desarrollo, limitando el crecimiento vegetativo ddbol, esto conlleva la reduccion de
las zonas potenciales de floracidon del afio sigeidot que podria afectar a la
produccion. Ademas, el desarrollo de la semilla esliacionado con la inhibicién de la
induccion floral (Stutte and Martin, 1983). Est@ndmenos explican la veceria del
olivo, ya que un afio de producciéon elevada disn@nelycrecimiento vegetativo que
daréa lugar a la siguiente cosecha (Fernandez-Esebbh, 1992; Barranco et al., 2008).
No obstante, la veceria del olivo es algo que p@itarse con unas buenas practicas

agricolas.
3. La salinizacion de los suelos

La salinidad se define como la concentracion dessahinerales disueltas,
presentes en el agua o en el suelo, referidas ainidad de volumen o de peso. Los
principales solutos son los cationes'Na&*, Mg?* y K*, y los aniones Gl SQ?,

HCO;,COs* y NO; (Tanji, 1990).

En el suelo, la salinidad se expresa como la adivildad eléctrica del extracto
acuoso saturado del suelo. Un suelo es clasificadm salino a partir de una CE de 4
dS m' (USDA-ARS, 2008), lo que equivale aproximadamerd® anM NaCl y genera

una presion osmaotica de aproximadamente 0,2 MPariMand Tester, 2008).

Los suelos se dividen, generalmente, en tres adéesgsuelos salinos, sodicos y

10
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salino-sodicos (Qadir et al., 2000).

- Suelo salino: se caracterizan por una€HES m' y una relacién de adsorcién

de Nd (SAR)<13.

- Suelo sédico: se caracterizan por una CE<4 dS/mna relacién de adsorcion

de N& (SAR)}>13.

- Suelo salino-sédico: se caracterizan por ung4CBS m* y una relacién de

adsorcion de Na(SAR)>13.

La salinidad en el agua y en el suelo puede temerigen natural o ser inducida
por el hombre. La causa natural mas importante eéselteorizacion fisico-quimica de
las rocas y minerales de la corteza terrestre. dilas aridas o semiaridas, donde el
material geoldgico original es rico en sales, lengacion del suelo es un proceso que
ocurre de forma natural, ademas, se trata de spetas permeables con mal drenaje y
donde la evapotranspiracion potencial supera duldal En zonas costeras, la corta

distancia al mar favorece la acumulacién de sales.

La principal causa de salinizacion originada porhembre es el manejo
inadecuado del agua en zonas de regadio. La dplicegcesiva de agua de riego en
suelos con un drenaje limitado, conduce a la forbmade capas freaticas superficiales
gue impiden el lavado de las sales del suelo ecemel ascenso por capilaridad de
agua y sales, y la consecuente evapoconcentrditmcausa fundamental es el uso de
aguas de baja calidad (salinas) para el riegosledtiivos, ya que su alto contenido de
sales, junto con un mal manejo del riego, pueddutdgr a su acumulacion en el suelo

en concentraciones perjudiciales para los culti@tso factor a tener en cuenta es la
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cantidad y el tipo de fertilizantes aplicados atlsu Algunos fertilizantes contienen
altos niveles de sales y su aplicacion excesivaaddcuada conduce a la acumulacion

de estas sales en el suelo.
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Figura 3. Mapa mundial de los suelos afectados por la salkhigFuente: Wicke et al., 2011).

Existen diferentes estimaciones de la extensidivel mundial de los suelos
afectados por la salinidad. Segun Wicke et al. 1201128 millones de ha de suelo se
encuentran afectadas por la salinidad, de las £@l60% son suelos salinos, el 26%
son suelos sodicos y el 14%, suelos salino-sodielo80% de los suelos afectados por
la salinidad estan ligeramente afectados, el 20%demaolamente, el 10%
extremadamente y el 5% altamente afectados (FRjuraas cifras dadas por Wicke et
al. (2011) son superiores a otras estimacionesigsepor ejemplo, segun Szabolcs
(1989), 955 millones de ha de suelo se encuentemtiadas por la salinidad, mientras
que la FAO (2008) situa esta cifra en 831 millodesa, de las cuales, 397 millones de

ha son suelos salinos (48%) y 434 millones de hagelos sodicos (52%).

Por otra parte, de los 230 millones de ha de Setearegadio, 45 millones de ha
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(19%) son suelos afectados por la sal y, de los1é& millones de ha de tierras de

secano, lo son 32 millones de ha (2%).

4. Efectos de la salinidad en las plantas

Munns and Tester (2008) definen el estrés comocunanstancia adversa que

altera, o puede alterar, las funciones fisiolograsnales de un individuo.

Las plantas estan expuestas a un gran numero ddéiciomes o factores
estresantes que pueden agruparse en bidticos tycabiCEl estrés bidtico es causado
por seres vivos como animales, plantas y agentéger@os (bacterias, hongos, virus y
viroides), mientras que el estrés abiotico es achuger agentes fisicos, quimicos o

fisico-quimicos como sequia, salinidad, temperataxiremas, encharcamiento, etc.

La salinidad en el suelo o en el agua es uno de los princigseses y puede
limitar la produccion del cultivo. Sus efectos negss sobre el crecimiento de la planta
se asocian con el bajo potencial osmdético de lacgm del suelo (estrés osmotico) que
dificulta la absorcion de agua por la raiz, un desdro nutricional, el efecto
especifico de los iones (estrés idnico) o una coadidn de todos estos factores
(Ashraf, 1994; Marschner, 1995). La respuesta dadata tiene lugar a través de dos

fases, la fase osmatica y la fase idnica (MunnsTaster, 2008; Roy et al. 2014).

La fase osmoticacomienza inmediatamente después del aumento de la
concentracion de sal en la zona de la raiz, pamendel nivel de tolerancia (40 mM
NaCl para la mayoria de las plantas). Segun Rowl.et(2014), en condiciones
experimentales, la fase osmotica tiene lugar emtos minutos y unos pocos dias tras la

aplicacion de la sal, por tanto, es independieat&acacumulacion de la sal en la parte
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aérea de la planta. El aumento de las sales eadibrdesciende el potencial hidrico del
suelo; en la planta, el potencial hidrico tiendealilibrio con el de la solucion exterior,
por lo que a medida que la concentracion de sal snelo aumenta, el agua esta menos
disponible para la planta provocando un desceréstido del crecimiento, reduccion de

la expansion celular, area foliar y conductividatbmatica (Munns and Tester, 2008).

La fase i0nicase desarrolla a lo largo del tiempo (después dms/alias o
semanas) y se debe a la acumulacion de iones grarta aérea de la planta,
especialmente en las hojas viejas, y a su incapaqidra tolerar dicha acumulacion
provocando la muerte de las hojas. Si la caidaagénbjas es mayor que su tasa de
formacion, la capacidad fotosintética de la plambapodra proveer de los azucares
requeridos por las hojas jovenes, dando lugar atasa de crecimiento reducida

(Munns and Tester, 2008).

Los principales efectos secundarios del estréacsaticluyen un desequilibrio
nutricional, disfuncién de la membrana, deteriomola fotosintesis y otros procesos
bioquimicos, generacion de especies reactivasxégermo (ROS) y muerte celular

programada (Serrano et al., 1999; Hasegawa &04IQ0).

El K™ es un elemento esencial para el crecimiento deldasas y su produccion
(Zorb et al., 2014), interviene en la osmorregdade la célula y el mantenimiento de
la turgencia, en el cierre y apertura estomatindaeactivacion de un gran nimero de
enzimas y en el equilibrio de cargas en las menalsr@arschner, 1995). Las similares
estructuras fisicoquimicas del Ng el K™ hacen que el Nacompita con el K por la
entrada en la célula, lo que conlleva una deficgiede K (Bandeh-hagh et al., 2008) v,

en consecuencia, un descenso de la relaciéiiak EI N& también puede afectar al
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cd"* desplazandolo de la superficie de la membranangtésa, donde desempefia una
funcién importante en la regulacion de la seled#di de la absorcion idnica, lo que es
esencial para el mantenimiento de una concentrampsopiada de Ken la célula

(Cramer et al., 1987).

La salinidad también afecta a la fotosintesis ya adnductividad estomatica
(Munns and Tester, 2008; Chaves et al., 20094 iofluye de forma importante en el
crecimiento. El cierre estomatico es una respuedstala planta que tiene lugar
inmediatamente después de su exposicion a la ealigducida por la fase osmdtica
(Munns and Tester, 2008). Por otra parte, tambiénetlugar un descenso de la
fotosintesis que puede estar asociado al descemda donductividad estomatica o
mesofilica (Bongi and Loreto, 1989; Paranychianalisl Chartzoulakis, 2005), y a
limitaciones bioquimicas (Flexas and Medrano, 200&eto et al., 2003). Ademas
también influyen la reduccion del area foliar, ehtenido de clorofila y la disminucion

de la eficiencia del fotosistema Il (Chinnusamglet2005).

Otro efecto secundario de la salinidad es el esixédativo inducido por la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROB) el peréxido de hidrégeno
(H,0,), radical superéxido (), radical hidroxilo (OH), oxigeno singlete'Q,), 0zono
(O3), alcoxilo (RO), peroxilo (Rg e hidroperoxilo (HQ. Las ROS se generan
continuamente en procesos metabdlicos que tiengar len la mitocondria, en los
peroxisomas y en el citoplasma; sin embargo, uasexen su produccion puede alterar
el metabolismo a través del dafio oxidativo produed los lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (McCord, 2000). En condiciones de sadidjctl incremento en la produccion

de las ROS se asocia al descenso de la fotosi(ithsiss and Tester, 2008).
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4.1. Efectos de la salinidad en el olivo

La salinidad produce en el olivo unos sintomasodiidad visuales, como son
un reducido crecimiento, necrosis, clorosis y danolento de las hojas, marchitez de
las flores, necrosis de la raiz y defoliacion. Lecmsis en las hojas comienza a
desarrollarse en el apice principalmente de hagjas/(Benlloch et al., 1991; Tattini et
al., 1992). La defoliacién tiene lugar con altamcantraciones de sal, sin embargo,
estas hojas no muestran necesariamente sintomsaegisde toxicidad (Gucci and

Tattini, 1997).

Los principales efectos de la salinidad en el olsan un descenso del
crecimiento (Chartzoulakis, 2005; Vigo et al., 208®rica et al., 2008; Kchaou et al.
2010, 2013; Bader et al., 2015) y una reducciotad®tosintesis y la conductividad
estomatica (Gucci and Tattini, 1997; Chartzouladisl., 2002). Concretamente se ha
descrito una reduccion en la elongacion de tatles foliar total y area final de la hoja,
peso seco, longitud de la raiz y nimero de hoj&algs (Therios and Misopolinos,
1988; Bartolini et al., 1988; Tattini et al., 199895; Marin et al., 1997; Chartzoulakis
et al., 2002). Ademas, se han descrito cambiosaendrfologia de la hoja como un

aumento del grosor de la pared celular (Bongi ameto, 1989).

Por otra parte, la salinidad también afecta a $&iducion de la materia seca,
afectando mas a la parte aérea que a la raiz @htakis et al., 2002; Melgar et al.,
2007). Algunos autores asocian el descenso ereeingento y el dafio en la hoja con
niveles superiores al 0,4% deNen la hoja de olivo (Klein et al., 1994; Tattiniag.,
1992; Kchaou et al., 2010); sin embargo, esta @daadel crecimiento depende del

cultivar y del tiempo de exposicion a la sal (Chautakis, 2005). Segun Tattini et al.
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(1995), esta reduccidon en los parametros de crepimipuede atenuarse mediante un

periodo de recuperacion sin sal.

En general, la productividad del olivo desciende & salinidad (Gucci and
Tattini, 1997; Chartzoulakis et al., 2002; Charta&is, 2005), sin embargo, algunos
autores describen efectos contradictorios depeddi€el nivel de sal, la densidad de
plantacion y el cultivar (Bouaziz, 1990; Weismarakt 2004; Melgar et al., 2009). En
cuanto a la calidad del aceite, se ha descritmummento en el contenido de fenoles con
la salinidad (Weisman et al., 2004; Ben Ahmed gt28l09; Stefanoudaki et al., 2009),
asi como, una alteracion en la composicion de aaigasos, descendiendo la relacion
acidos grasos insaturados/saturados (Zarrouk et1886; Weisman et al., 2004;

Chartzoulakis, 2005; Stefanoudaki et al., 2009).

5. Mecanismos de tolerancia al estrés salino

Las plantas han desarrollado tres estrategiasipaintente para contrarrestar el
estrés salino: detoxificacion, restablecimiento ldehomeostasis y regulacion del
crecimiento (Zhu, 2001). Para ello, han desarrollatiferentes mecanismos de
tolerancia; el uso de un mecanismo u otro depeeti¢éigb de planta. Las plantas se
clasifican en haldfitas o glicéfitas en funciongietolerancia a la salinidad; las haléfitas
(estrictas o facultativas) son aquellas que crecesuelos con una alta concentracion de
sales; mientras que, las glicofitas son aquellas spudesarrollan en suelos libres de
sales (glicofitas obligadas), o con un nivel debsgb (glicofitas tolerantes). La mayoria
de las plantas cultivadas se encuentran entre liedfitgs (Greenway and Munns,
1980). Distintos autores diferencian tres tiposraeanismos de tolerancia al estrés; la

tolerancia al estrés osmotico, la exclusion dedgnka tolerancia de los tejidos (Munns
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and Tester, 2008; Roy et al., 2014).

El estrés osmotico reduce de forma inmediata lamsipn celular en la hoja y la
raiz, y provoca el cierre de los estomas. Una meegpuesta al estrés osmotico no
reduciria el crecimiento ni la conductividad estbo@ sin embargo, esto solo
beneficiaria a las plantas con suficiente disptiddd de agua. Un aumento en la
tolerancia al estrésosmotico se caracteriza principalmente por un incrementdaen
capacidad de la planta para continuar formandoshujg@vas y esta regulado por una

cadena de sefiales desde la raiz hacia la parte(dwans and Tester, 2008).

El mecanismo de exclusion de iongda’) de la raiz es muy importante en la
minimizacion del dafio en algunas plantas que crecemedio salino, y se basa en la
existencia de barreras que interrumpen la absog¢mel transporte de sales (Larcher,
1995). El N4 ejerce su toxicidad principalmente en la hoja,déose acumula tras ser
depositado por la corriente de transpiracion, lganparte del Naque llega desde la
raiz, permanece en la parte aérea ya que la rigién del N& en el floema de nuevo
hacia la raiz es mucho menor. Por tanto, evitareljdg llegue a la parte aérea es de
mayor importancia que evitar que entre en la rdManfis and Tester, 2008). Este

mecanismo de exclusion de iones es utilizado @ortas glicofitas (Ashraf, 2004).

La tolerancia de los tejidosse debe a tres mecanismos, acumulacion deehla
la vacuola, ajuste osmotico mediante la sintessotleos compatibles y detoxificacion

de las ROS (Roy et al., 2014).

Para que la planta pueda absorber agua del sumémiener la turgencia celular
necesaria para el crecimiento, debe acumular soletola célula para alcanzar un

potencial hidrico inferior al potencial hidrico dalelo (Ashraf, 2004). En los suelos
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salinos, los solutos mas abundantes son los ioaéy IEI, en el caso de las plantas
haldfitas, el ajuste osmotico tiene lugar por lainaglacion de iones inorganicos
(principalmente Nay CI); sin embargo, las plantas glicofitas no puedeizar el
ajuste osmotico mediante la absorcion de ionesd8xilel medio, por tanto, tienen que
sintetizar otros solutos compatibles con las remas metabdlicas que tienen lugar en
el citosol (Greenway and Munns, 1980; Wyn Jonesg11%shraf, 1994), lo cual
requiere un gasto de energia que deja de ser esagaocesos como el crecimiento

(Larcher, 1995).

Los principales osmolitos compatibles que se ertcaiegn plantas superiores
son, azucares (manitol, sacarosa, glucosa o faictaminoacidos, proteinas y
compuestos cuaternarios del amonio como la glicetaina (Ashraf, 2004). Dentro de
los aminoacidos, la prolina tiene una especialvegleia, ya que su acumulacion en
condiciones de salinidad es mayor que la de otrosaacidos (Ashraf, 1994; Ali et al.,
1999; Abraham et al., 2003). En el caso de lastgéamaldfitas, cuando el Naumenta
en el citoplasma de las células, es acumulado £ndauolas. Este incremento de la
concentracion de Neen la vacuola requiere un aumento de la presiémotsa en el
citosol para mantener su volumen; para ello seym®dn aumento en la concentracion

de K" y de solutos compatibles (Munns and Tester, 2008).

Para evitar el dafio oxidativo producido por el astmede las ROS en
condiciones de estrés salino, las plantas desamroflecanismos para su eliminacion.
Algunos de los solutos compatibles producidos enplantas como la prolina o el
manitol muestran una actividad antioxidante (Shemale 1997; Ashraf and Foolad,

2007; Seki et al.,, 2007). Sin embargo, el principacanismo antioxidante es el
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incremento de las enzimas del estrés oxidativo,oceon, la superoxido dismutasa,
ascorbato peroxidasa, catalasa, guaiacol peroxiodaaglutation reductasa (Demiral
and Turkan, 2005). Mediante la actividad coordindel@stas enzimas en los diferentes
compartimentos celulares se alcanza el equilibmibeela formacion de las ROS y su

eliminacién (Munns and Tester, 2008).

5.1. Mecanismos de tolerancia en el olivo

El olivo es una planta glicéfita moderadamenter&oiee a la salinidad (Rugini
and Fedeli, 1990), aunque su tolerancia dependecugVar (Tattini et al., 1992,
Benlloch et al., 1994; Tattini, 1994; Marin et a995; Chartzoulakis et al., 2002;

Chartzoulakis, 2005; Tabla 4).

La tolerancia a la salinidad en el olivo estd amteia un mecanismo de
exclusion de iones y de retencién de*NaCl a nivel de la raiz, que limita la
acumulacion de estos iones potencialmente toxicds parte aérea (Tattini et al., 1994;
Chartzoulakis, 2005; Kchaou et al., 2010). Sin agdya la mayoria de las
investigaciones se centran en el"Nga que el olivo es menos sensible al, Cl
especialmente con altas concentraciones de sajiiésaet al., 2005), y su absorcion y
transporte a la parte aérea es menor que la de{Tdétini et al., 1992). La efectividad
de este mecanismo de exclusion depende del nivehldesegun Chartzoulakis et al.
(2002) el mecanismo de exclusion es efectivo a@taM NaCl (salinidad moderada)
independientemente de la tolerancia del cultivagnimas que, un mayor nivel de sal
provoca el transporte del Nay/ su acumulacion en la parte aérea, dando lugar a
sintomas de toxicidad en los cultivares sensit$@s.embargo, otros autores afirman

que la exclusiéon de Naon 50 mM NacCl es efectiva en cultivares tolersfkechaou et
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al., 2010).

Tabla 4. Clasificacién de cultivares de olivo por su toteia a la salinidad en funcion de su
crecimiento.

Tolerancia Cultivar Fuente

Tolerantes Megaritiki, Lianolia, Kerkiras TheriosdaMisopolinos 1988
Kalamata, Kothreiki Chartzoulakis et al., 2002
Frantoio Tattini et al.,1992, 1994
Arbequina, Picual, Jabaluna, Nevadillo, Benlloch et al., 1994; Marin et
Lechin de Sevilla, Cafiivano, Escarabajuelo. al.,1995
Hamed El-Sayed Emtithal et al.,1996
Chemlali Bouaziz, 1990
Barnea Weisman et al., 2004

Moderadamente  Chorruo, Changlot Real, Verdial deVélez,  Marin et al., 1995

tolerantes Gordal Sevillana, Oblonga, Blanqueta,

Alamefio, Redondil, Hojiblanca, Cafiivano
Negro, Lechin de Granada, Galego,
Manzanilla de Sevilla

Amphissis, Koroneiki Therios and Misopolinos, 1988
Mastoidis, Valanolia, Adramitini Chartzoulakis ét 2002
Maurino, Coratina, Carolca Maraiolo Briccoli Batiad., 1994;
Tattini et al., 1994; Bartolini et
al., 1991
Aggezi, Mostazal, Toffahi, Wardan El-Sayed Emtitbghl., 1996
Nabali Muhassan Al-Absi et al., 2003
Sensibles Pajarero, Chetoui, Calego, CobrancosskiMeBenlloch et al., 1994; Marin et
al., 1995
Chalkidikis, Throubolia, Chondrolia Therios and bf®linos, 1988
Aguromanaki Chartzoulakis et al., 2002
Leccino Tattini et al., 1994
Bouteillan, Nabal El-Sayed Emtithal et al., 1996

Por otra parte, el Ky el C&* también estan implicados en la tolerancia al gstré
salino. Tattini et al. (2008) describen que, enalia tolerancia a la salinidad no solo
esta relacionada con la exclusion dé Na la raiz, sino también con el mantenimiento
de una relacion KNa’' apropiada; ya que, segln Chartzoulakis et al. 2206l
intercambio K-Na" en la membrana plasmatica en las células dedaessh implicado

en la regulacién del transporte de’Nmn la parte aérea. Otros autores indican que el
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Cd" esta relacionado con el mecanismo de exclusitetgnecion de Nade la raiz
(Melgar et al., 2006; Tattini and Traversi, 2008).

Segun Gucci and Tattini (1997), un crecimiento ¥go se relaciona de forma
negativa con la supervivencia. Los cultivares coayen crecimiento absorben y
transportan hacia la parte aérea mayor cantidadafiehaciéndolos mas susceptibles a
los dafios producidos por el estrés salino. Adenudscultivares menos vigorosos
dirigen la energia necesaria para el crecimienttaHa sintesis de osmolitos y hacia el
mantenimiento del mecanismo de exclusion y retend@®N4 de la raiz (Tattini et al.,
2008).

Otro mecanismo del olivo para hacer frente a lanislald y mantener la
turgencia celular es el ajuste osmotico. En ols®,ha descrito la acumulacién de
glucosa y manitol principalmente (Tattini et al996; RejSkova et al., 2007), que
constituyen entre un 20 y un 25% del ajuste osmdtBucci et al., 1997). También se
ha descrito la acumulacion de prolina como unauesta del olivo al estrés salino (Ben
Ahmed et al.,, 2010, 2011; Demiral et al., 2011 sembargo, segun Petridis and
Therios (2012), su aumento depende del nivel de Maél cultivar.

Algunos autores describen el descenso de la cawilact estomética y de la
transpiracién en olivo como un mecanismo de adaptad estrés salino, mas que a una
consecuencia negativa (Tattini et al.,, 2002), y& @i descender la corriente de

transpiracion desciende la absorcion y transpattéd (Gucci and Tattini, 1997)

6. Los reguladores del crecimiento y la salinidad

Las fitohormonas, denominadas reguladores del roresto cuando son

sintetizadas quimicamente (Kaya et al., 2009), sompuestos derivados de rutas
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biosintéticas de las plantas, que pueden actuamhente (en el lugar de la sintesis) o
ser transportadas a otro lugar de la planta pataipar en el crecimiento y desarrollo
de respuestas, tanto a condiciones ambientales aasitoaciones de estrés (Peleg and

Blumwald, 2011).

Las fitohormonas tienen un importante papel eesauesta de la planta al estrés
abidtico, en el cual la planta dedica sus recusok supervivencia en dichas
condiciones estresantes, dando lugar a una redudel&recimiento (Skirycz and Inzé,
2010). Ademas, el estrés abidtico altera los nsvale fitohormonas en la planta
(Morgan, 1990). En cuanto al estrés salino, se déraodtrado la influencia de la
fitohormonas en la tolerancia a la salinidad aésade la regulacion de diversos
procesos fisioldgicos y mecanismos bioquimicosadddnta dirigidos a su adaptacion a
estas condiciones adversas (Fatma et al., 2018)taRto, la aplicacion exdgena de
fitohormonas ha sido propuesta como una alterngi@ra hacer frente al estrés salino
(Igbal et al.,, 2012). Sin embargo, el mecanismacawieBado para hacer frente a la

salinidad depende de cada fitohormona.

El 4cido abscisico(ABA) es llamado la “hormona del estrés”, ya que regula
diferentes procesos del desarrollo de la planth,casio la respuesta adaptativa a
diferentes tipos de estrés (Zhu, 2002; Sharma,e2@05; Hadiarto and Tran, 2011). La
exposicién de las plantas a un estrés abidticag das que se encuentran el estrés
hidrico y salino, induce un rapido incremento ennoveles de ABA endégenos (Zhu,
2002; Kang et al., 2005; Mahajan and Tuteja, 2008 expresion de los genes que
regulan su sintesis (Zhu, 2002). EI ABA contribiayéa adaptacion de las plantas al

estrés a través de la regulacion del equilibrisitdgd mediante el cierre de los estomas
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(Wilkinson and Davies, 2010), y al equilibrio osmét mediante la acumulacion de
proteinas y otros osmoprotectores (Chavez and GmzZ009; Ryu and Cho, 2015).
Sin embargo, un aumento en los niveles de ABA ga honlleva un descenso del
crecimiento. El incremento del ABA como consecuangel estrés salino en arroz
(Moons et al., 1997), plantas del génBrassica(He and Cramer, 1996), judia (Cabot
et al., 2009) y maiz (Cramer and Quarrie, 2002);etzciona con una inhibicion del
crecimiento. En cambio, el incremento del ABA emd& no afecta a su crecimiento, lo
que implica una sensibilidad diferente de los tgi@ esta hormona, ya sea su origen

endogeno o exogeno (Creelman et al., 1990; Jia 2082).

El acido indolacético (AIA) fue la primera fitohormona de tipo auxina
descubierta, y se sintetiza principalmente en #b tde la planta. Existe poca
informacion respecto a la relacién entre el estadi®io y los niveles de AIA en plantas
y su papel en la tolerancia al estrés. Segun RiwaditPilet (1991), en condiciones de
estrés, la variacion en el contenido de AIA es Isimal de ABA y su aumento se
relaciona con una reduccion en el crecimiento.e®ibargo, otros autores describen un
descenso del AIA en condiciones de salinidad eozaffrakash and Prathapasenan,
1990; Nilsen and Orcutt, 1996) y tomate (Dunlap aBuhzel, 1996) Segun
Sakhabutdinova et al. (2003), la salinidad provooa disminucién progresiva en el

nivel de AIA en el sistema radicular de las plantas

El acido giberélico (GA) afecta, regula o modula mudltiples y variadas
respuestas del crecimiento. La rapida acumulac#®®/; es caracteristica en plantas
expuestas a estrés abiotico (Xu et al., 1994; Lannea al., 1995; Fahad et al., 2015), y

su importancia en la mejora de la tolerancia akestalino ha sido descrita por varios

24



Introduccién

autores (Hisamatsu et al., 2000; Hoque and Hadd@2;2Aqgbal et al., 2011). La GA
mejora el efecto adverso de la salinidad y restabé crecimiento y desarrollo normal
de Glycine maxen condiciones de estrés salino mediante la reignlae los niveles de
otras fitohormonas (Hamayun et al., 2010). En trigageduccion del crecimiento por el
estrés salino puede evitarse de forma bastantévefenediante el tratamiento de las
semillas con GA(Kumar and Singh, 1996). Por otra parte, se haril@sma mejora
del estado hidrico de la planta y en la eficiereriael uso del agua en condiciones de
estrés salino (Yamaguchi, 2008). En tomate, lacapidon de GAreduce la resistencia
estomatica y mejora la eficiencia en el uso dehagbajos niveles de sal (Maggio et al.,
2010). El tratamiento con GApuede aumentar el crecimiento de un cultivo y su
productividad en condiciones de estrés salino;taoto, para restablecer la actividad
metabolica normal de la planta, la aplicacion erdgde esta fitohormona puede ser

beneficiosa en condiciones ambientales estreséqted et al., 2011).

El 4cido salicilico (AS)tiene un papel fundamental en la respuesta diatdagp
frente al estrés bidtico, sin embargo, en la aictadlse ha descrito su implicacion en la
respuesta de la planta frente a diferentes estedBétcos, incluyendo el estrés salino
(Khodary, 2004; Javid et al., 2011; Fahad and BaA&2; Bastam et al., 2013; Igbal et
al., 2014; Fahad et al.,, 2014). La aplicacion de iA&ementa el contenido de
pigmentos y la tasa fotosintética en sorgo y snjaandiciones de estrés salino (Maiti,
1995; Zhao et al., 1995). También se ha descritaumento en el crecimiento de la
raiz. La tolerancia a la salinidad por la aplicacide AS ha sido asociada a la
acumulacion de solutos compatibles como prolinicing betaina (Palma et al., 2009),
y a una activacion de sistema antioxidante (Nakzat.e2011). Ademas, se ha descrito

un descenso en la acumulacion de iones toxicosaénymmostaza (Gunes et al., 2007).
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Sin embargo, en ocasiones, el efecto de la aphicagkdgena de AS resulta
contradictorio ya que un déficit de AS o un nivielvado aumenta la susceptibilidad de
la planta al estrés, sin embargo, la aplicaciodel&S en concentraciones de 0,1 a 0,5
mM mejora la tolerancia dependiendo del tipo dentplay su estado de crecimiento

(germinacién, plantula, etc.) (Borsani et al., 200dan and Lin, 2008).

Las poliaminas, entre las que se encuentran la tetraamina espeei(8PM), la
triamina espermidina (SPD) y su precursor, la danputrescina (PUT), son aminas
alifaticas polibasicas que se distribuyen por tddasélulas de las plantas (Boucherau
et al., 1999). En los ultimos afios se ha dedicadognan atencion a la implicacion de
las poliaminas como mensajeros secundarios ensfauesta a los diferentes estreses
ambientales (Alcazar et al., 2006; Liu et al., 20Ghtre los que se encuentran la
salinidad y la deficiencia en potasio (Chattopadlyast al., 2002; Simon-Sarkadi et al.,
2002). El efecto protector de las poliaminas seedetincipalmente a su naturaleza
cationica y a su pH celular, que les permite imer@ electrostaticamente con
macromoléculas policationicas como el ADN, ARN, tpfoas y fosfolipidos
(Boucherau et al.,, 1999). Se ha descrito su imglica en la estabilizacion de
membranas biolégicas y estructuras celulares midiam uniéon a fosfolipidos de
membrana, eliminacién de radicales libres, ajussenatico, mantenimiento del
equilibrio catiébn-anion, regulacién de los canafescos e incremento de la actividad

de enzimas antioxidantes (Verma and Mishra, 20@5gTand Newton, 2005).

La aplicacion exégena de poliaminas se considesaalternativa efectiva en la
mejora de la tolerancia a la salinidad de los wodtiy a su productividad bajo

condiciones de alta salinidad (Chattopadhayay.ef@02). La aplicacion exdégena de
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SPD juega un papel fundamental previniendo la gdéarde electrolitos y amino acidos o
en la recuperacion de los dafios de la membranm@l&s en respuesta a la salinidad
en arroz, en la tolerancia a las heladas y endgegrion frente al estrés hidrico en
pepino (Roy et al., 2005; Kuhi 2008). También se ha descrito su actividad

antirradicales libres (Kubis, 2001).

La quinetina (QUIN) es una citoquinina artificial que no es sintetzadr las
plantas. Diferentes autores han descrito una mejor&l crecimiento de plantas en
condiciones de estrés salino (Barciszewski et 2000; Fahad et al., 2014). Las
citoquininas se producen en el apice de la raianytsansportadas a traves del xilema
hacia la parte aérea, donde regulan los proceso®dieniento de la planta (Zahir et al.,
2001; Kakimoto, 2003). El descenso de citoquinioagl estrés salino la convierte en
un factor limitante en dichas condiciones. Pordala aplicacion exdgena de quinetina
provoca una menor inhibicion del crecimiento denpléas de garbanzo (Boucaud and
Ungar, 1976), trigo (Naqvi et al., 1982) y patafbdullah and Ahmad, 1990) en
condiciones de salinidad. Por otra parte, el efpoitivo del tratamiento con quinetina
se debe a su actividad antirradical y a su impiicaen los mecanismos antioxidantes
relacionados con la proteccion de la purina (CHaataand Mukherji, 2003; Javid et

al., 2011).

7. Justificacion del trabajo

La salinizacion de los suelos se ha convertido ea de los principales
problemas para la agricultura, ya que, segun dids FAO (2008), la extension de
suelos salinos se situa alrededor de los 831 reslai®e ha, de los cuales 80 millones son

tierras cultivables (Ghassemi et al., 1995). Irsblémente, la superficie de los suelos
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afectados por la salinidad ird en aumento por gpaxeaturales como la meteorizacion
de las rocas y minerales de la superficie terreattemas, este proceso se incrementa
por las malas practicas agricolas, como un manegecuado del riego 0 un exceso en

el uso de los fertilizantes.

Este problema es de mayor gravedad en zonas §rgkmiaridas, como la zona
del Mediterraneo, principal area de cultivo delvo)i donde la salinidad se hace
frecuente debido a la elevada evapotranspiraciociada a la escasez e irregularidad de
las lluvias. Ademas, el cambio climatico daréa lugarn aumento de la temperatura y
cambios en las precipitaciones lo que disminuira mas la disponibilidad de agua en

estas regiones (IPCC, 1996).

Segun datos de la ONU, la poblacion mundial pagard&.800 millones de
personas en 2009 a 9.100 millones en 2050, lo gpene un incremento del 34% de la

poblacion http://www.fao.org/news/story/es/item/35675/icdeh tercio mas de bocas

que alimentar. Casi todo el incremento demografeadra lugar en los paises en
desarrollo y, se estima que, en 2050 un 70% deb&pidn vivira en zonas urbanas, lo
que incrementara la industrializacion. Esto, jurta la mejora del nivel de vida vy el

aumento de la agricultura de regadio incremengad@&imanda de agua.

Por tanto, a la vez que aumenta la agriculturadadio, una gran proporcion de
agua dulce tendra que utilizarse en zonas urbamatustrias, lo que ira en detrimento
de la agricultura (Hamdi et al., 1995; Correia, 29 omo consecuencia, para superar
dicha escasez de agua y satisfacer la crecientardlEnpara una agricultura que debera
alimentar a una poblacién en aumento, el uso dasade baja calidad (Tabla 5) seria

una alternativa en muchos paises (Oron et al.,)2@2 embargo, el uso de este tipo de
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agua trae consigo un descenso de la productividaoisdcultivos, asi como, un aumento
de la salinizacion de los suelos. Por ello, audgumja calidad del agua no se opone a
su potencial uso en agricultura, el estudio dedfestos de la salinidad sobre los
cultivos y el uso de cultivares tolerantes es remuable para mantener la

productividad en niveles aceptables y para gamanigzsostenibilidad del suelo.

Tabla 5. Conductividad eléctrica (CE) de los
distintos tipos de agua.

Clasificacion del agua CE (dSn
Agua dulce <0,6
Ligeramente salobre 0,6-1,5
Salobre 1,5-3,0
Moderadamente salina 3,0-8,0
Salina 8,0-15,0
Altamente salina 15,0-45,0

Fuente: Paranychianakis and Chartzoulakis (2005).

Por otra parte, el olivo es considerado una plamdderadamente tolerante a la
salinidad (Rugini and Fedeli, 1990; Marin et al998; Chartzoulakis, 2005),
pudiéndose regar con agua de CE (1,8-2,5 d$ superior a la tolerada por otros
cultivos (Paranychianakis and Chartzoulakis, 2088emas, segun Bernstein (1965) el
crecimiento del olivo se reduce sélo un 10% cudaddE del suelo es de 4-6 dS'm
Sin embargo, la tolerancia a la salinidad es aitdependiente, de ahi la importancia

del estudio de los distintos cultivares del oli@hértzoulakis, 2005).

En estudios recientes realizados con cultivarasmgertancia en otros paises, se
ha observado que la tolerancia a la salinidad & cle asocia a un mecanismo de
exclusion de iones de la parte aérea (Tattini.eifB5; Chartzoulakis, 2005; Kchaou et

al., 2010; Bader et al., 2015), por tanto, es reaeprofundizar en los mecanismos

29



Introduccién

implicados en la tolerancia de cultivares espafjpéea poder seleccionar aquellos mas

tolerantes.

Sin embargo, la existencia en Espafia de ampliasaszoalivareras
monovarietales, hace necesario el desarrollo deduogtque mejoren la tolerancia de
estos cultivares, con la finalidad de optimizarpsaduccion y minimizar los efectos
adversos de la salinidad. Por tanto, el preseatajw se centra, principalmente, en el
cv. Picual, que es el mas importante de nuestsypactualmente ocupa 850.000 ha en
Andalucia. En la provincia de Jaén, donde el ceudiocupa el 99% de la superficie
olivarera, la gran tradicién de este cultivo seententa cada afio, manifestando asi su

gran valor socioeconémico.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es prizar en los mecanismos de
tolerancia que utiliza el olivo en respuesta adinglad. La hipotesis de partida se
centra en estudiar las alteraciones en la fisialalg la planta y abordar los posibles
sistemas de adaptacion al estrés salino, tales aodraulo de iones salinos en raiz y/o
parte aérea, formacion de osmolitos y cambios esise#ma de defensa antioxidante.

Este objetivo general se desglosa en los siguiefijesivos especificos:

1. Analizar la tolerancia a la salinidad de distintmdtivares de olivo de

importancia socioecondmica en la region Meditermane

2. Determinar la influencia del nivel de NaCl, en ¢éspuesta del cv. Picual al

estrés salino, en funcién del tiempo.

3. Estudiar la implicacion de distintos reguladored deecimiento en la

tolerancia del cv. Picual a la salinidad.

3.1.Influencia del pretratamiento con &cido giberéliéajdo indolacético,
acido salicilico y quinetina en la adaptacion dacsllas enraizadas del

cv. Picual al estrés salino.

3.2.Influencia del pretratamiento con acido giberéliégsjdo indolacético,
acido salicilico, espermidina y quinetina en lapgdeion de plantas de 1

afo del cv. Picual al estrés salino.

3.3.Efecto de la aplicacién exdgena del acido abscisicglantas del cv.

Picual en condiciones de salinidad.
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1. Material vegetal

Material y métodos

La especie objeto de estudio en el presente trdimjsidoOlea europaed..,

glicdofita de gran interés agricola en la region Nedanea.

Tabla 6. Denominacion y caracteristicas de los cultivare®léa europaeaitilizados en el presente trabajo.

Cultivar Denominacion Aptitud  Difusion e importancia Consideraciones agraémicas y
y sinonimias comerciales

Casta Cabra Hojiblanca, Doble Tercer cultivar espafiol enProductividad elevada y alternante.
Casta de aptitud cuanto a  superficie. Contenido en aceite bajo pero muy
Lucena, Ocupa mas de 265.000 haapreciado por su calidad, aunque
Lucentino. en las provincias de presenta baja estabilidad. Resistente a

Cérdoba (43%), Malaga suelos calizos, sequia y tolerante al
(30%), Sevilla (17%) y frio. Susceptible a repilo, tuberculosis
Granada (10%). y verticilosis.

Cornicabra Cabrilla, Doble Segundo cultivar espafiolFacil propagacién por estaquillado
Cornal, aptitud en cuanto a superficie semilefioso. Entrada en produccién
Cornatillo, cultivada. Actualmente setardia, productividad elevada. Alto
Corneja, cultiva en las provincias rendimiento graso y aceite de calidad,
Cornetilla, de Ciudad Real, Toledo,elevada estabilidad. Adaptacion a
Cornezuelo, Madrid, Badajoz y suelos pobres y zonas secas y frias.
Corniche, Céaceres. Especialmente sensible a tuberculosis,
Longuera, verticilosis, repilo y mosca.

Frantoio Bresa Fina, Almazara Principal cultivar italiano. Productividad elevada y capacidad de
Comune, Se cultiva en las regiones adaptacién a diferentes condiciones
Corregiolo, centrales de ltalia. medio-ambientales. Sensible al frio.
Crognolo, Presente en todo el Capacidad de enraizamiento elevada.
Infrantoio, mundo. Contenido graso medio-elevado.
Laurino, Tolerante a verticilosis. Sensible a
Nostrato, tuberculosis y mosca. Excelentes
Lunga, caracteristicas organolépticas.

Ocal Aceituna de Doble Cultivar difundido en Productividad es media-elevada. Se
Cartama, aptitud  Estepa y Campifia y endestinan para la obtencién de aceite
Gordal, toda la provincia de por su elevado contenido graso y
Gordal Cérdoba conde ocupatambién para verdeo, por el gran
Ecijano, cerca de 5200 ha.tamafio de su fruto. Tolerante a la
Llorén También se localiza ensequiay al frio y susceptible a repilo,

Badajoz y Cadiz. mosca y tuberculosis.

Picual Andaluza, Almazara Cultivar mas importanteFacil propagacién vegetativa por
Blanco, de Espafia. Ocupa enestaca y por estaquillado semilefioso.
Corriente, de Andalucia mas de Entrada en produccién precoz.
Aceite, Jabata, 850.000 ha, en lasProductividad elevada y constante,
Loperefio, provincias de Jaén (97%),rendimiento graso elevado y aceite de
Martefio, Cérdoba (38%) y Granadacalidad media y estable. Tolerante a
Nevadillo, (40%). Es la base de lastuberculosis y lepra. Susceptible a
Nevado, Picla, nuevas plantaciones enrepilo, verticilosis y mosca.

Salgar, todo el pais.

Picudo Basta, Doble Uno de los principales Elevada capacidad de enraizamiento.
Carrasquefio  aptitud  cultivares espafioles, Produccion precoz y productividad
de Cérdoba, aunque no es dominanteelevada. Excelentes caracteristicas
Carrasquefio en ninguna comarca.organolépticas. Buen rendimiento
de Lucena, Cultivado en Cordoba, graso. Tolerancia a suelos calizos y al
Castulo, Paseto, Granada, Malaga y Jaén. exceso de humedad. Muy sensible a
y Picudo lepra y tuberculosis y sensible a repilo
Blando. y verticilosis.

Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacién yellio Ambiente y Barranco et al. (2008).
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El material de partida fueron estaquillas enraigg@éguras 4 y 5), plantas de 6
meses y plantas de 1 afio de edad, suministraddsaperplant C.B. y Viveros Jarico
S.L. Se han utilizado 5 cultivares espafoles (‘€asabra’, ‘Cornicabra’, ‘Ocal’,
‘Picual’ y ‘Picudo’) y el cultivar italiano ‘Franio’, cuyas caracteristicas se destacan en

la tabla 6.

2. Cultivo de las plantas

En el vivero se seleccionaron plantas sanas yrdafta uniforme, las cuales, ya
en el laboratorio, se trasplantaron en macetas kddelcapacidad que contenian una
mezcla de arena y perlita (1:3, v/v), sustratotengue permite el correcto desarrollo de
la raiz y el mantenimiento de la humedad necesari@ncharcar las raices. Antes del
trasplante, las raices se lavaron con abundante@aya eliminar los restos del sustrato
(Figuras 4 y 5). Ademas, las plantas de 6 y 12 sesepodaron para dejar un Unico

tallo por planta.

En cada maceta se sembraron 2 plantas dispuestasurt® separacion
equidistante entre ellas y los bordes del recipi¢Rigura 6). Las plantas crecieron en
condiciones controladas en camara de cultivo co:m deguientes condiciones

ambientales:

Intensidad luminosa: 500 pmoi? s proporcionada por tubos fluorescentes
Sylvania Daylight F48T12/D/VHO, 115W y bombillas r@s Dulux Pro
8W/4000 K, Lumilux Cool White 440 Im, 220-240 V E&A0/60 Hz.

- Fotoperiodo: 16 h luz / 8 h oscuridad.

- Temperatura: 25°C +1°C dia / 20 £1°C noche.

- Humedad relativa: 55% dia / 75% noche.
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Las macetas se distribuyeron sobre la mesa dev@udli azar, cambiandose

periédicamente de lugar (Figura 6).

Figura 5. Estaquillas enraizadas con sustrato.

Figura 6. Macetas en la camara de cultivo.
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Las plantas se regaron 3 veces a la semana candohutritiva Hoagland 50%
(Hoagland and Arnon, 1950), cuya composicion salldeen la tabla 7. El volumen
empleado en el riego fue el suficiente para permitiavado por la parte inferior de las

macetas.

Tabla 7. Composicion de la solucién nutritiva Hoagland 50%.

Macronutrientes Micronutrientes

KNO; 0,300¢g KCI 0,03700 g

Ca(NGy),4.4H,0 0,470¢g HBO; 0,00155¢g

NH H,PO, 0,115¢g MnSQH,O 0,00034 g

MgSQO,. 7H,0O 0,123 g ZnSQ7H,O 0,00057 g
CuSQ.5H,0 0,00012 g
H,Mo00O, 0,00008 g

Secuestrene 0,00469 g

Agua 1000 ml

Se ajusta el pH a 6,5+0,1.

3. Experimentos realizados

En todos los experimentos las plantas se mantuvidunoante 4 semanas en la
camara de cultivo como periodo de aclimatacionamdgse con solucion nutritiva
Hoagland 50%. Cuando se aplicaron los tratamiesdbsos, el NaCl fue afiadido a la
solucion nutritiva de forma progresiva, para evdhchoque osmatico, a razon de 25
mM NaCl did" hasta llegar a la concentracién final. Las solesonutritivas con 50,
100 y 200 mM NacCl fueron clasificadas como modersslgte salinas, salinas o
altamente salinas, respectivamente (Paranychiarekis Chartzoulakis, 2005); sus

respectivas conductividades eléctricas fueron @, 60,56 y 18,12 dS

3.1. Evaluacion de la tolerancia a la salinidad en digtitos cultivares deO.

europaea

Como material de partida se utilizaron plantas dméses de edad, de los
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cultivares espafolesCastacabra’, ‘Cornicabra’, ‘Ocal’, ‘Picual’ y ‘Riclo’ vy, el

cultivar italiano ‘Frantoio’.

Tras el periodo de aclimatacion, se inicio el traéato salino con NaCl. Las
plantas de cada una de los cultivares utilizadesofudivididas aleatoriamente en dos
grupos, un grupo control al que no se le aplic6INa@@M NacCl) y un grupo al que se
le aplic6 200 mM NacCl. El tratamiento salino dugskemanas, tras las cuales se realiz6

la recogida de plantas.

El disefio experimental fue un factorial con 6 eualtes (‘Castacabra’,
‘Cornicabra’, ‘Frantoio’, ‘Ocal’, ‘Picual’ y ‘Picud’) y 2 tratamientos salinos (0 y 200

mM NacCl), con 6 plantas por tratamiento, o queusgpun total de 72 plantas.

Las determinaciones realizadas en este experimiggron las siguientes:

a) Crecimiento
- Peso seco y fresco de hoja, tallo y raiz
- Elongacion del tallo y &rea foliar total

- Expansion de la hoja

b) Intercambio gaseoso y estado hidrico de la planta
- Tasa de asimilacion neta
- Conductividad estomatica
- Transpiracion

- Concentracion de COnterna

c) Determinaciones analiticas

- Contenido de nutrientes en hoja y raiz: carbonggeno, sodio, potasio,
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calcio
- Contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofilzlarofila b, carotenoides
- Contenido de azucares solubles totales
- Contenido de proteina soluble
- Contenido de prolina soluble
- Contenido de fenoles totales

- Concentraciéon de grupos tiol

3.2. Efecto del estrés salino en estaquillas enraizadae O. europaea cv.

Picual

En este experimento se utilizaron estaquillas eadas del cv. Picual que
crecieron en macetas de 1 | de capacidad. Trasrgldo de aclimatacion se iniciaron
los tratamientos salinos con NaCl. Las plantasiadieron aleatoriamente en 4 grupos
a cada uno de los cuales se les aplicé distintwertracion de NaCl: 0 (plantas
control), 50, 100 y 200 mM NacCl. Se realizaron doggdas, a las 4, 7, 10 y 13 semanas

después del inicio de los tratamientos salinos.

El disefio experimental fue un factorial con 4 traentos salinos (0, 50, 100 y
200 mM NaCl) y 4 recogidas (a las 4, 7, 10 y 13awams), con 6 plantas por recogida,

lo que representd un total de 96 plantas.

Las determinaciones realizadas en este experimiggron las siguientes:

a) Crecimiento
- Peso seco y fresco de hoja, tallo y raiz, y pegetie de hoja
- Elongacion del tallo y area foliar

- NUmero de hojas
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- Expansién de la hoja

b) Intercambio gaseoso y estado hidrico de la planta
- Tasa de asimilacion neta
- Conductividad estomatica
- Concentracion interna de GO

- Transpiracion

c) Determinaciones analiticas
- Contenido de nutrientes en hoja y raiz: carbonmdgeno, sodio, potasio,
calcio
- Contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofilzlarofila b, carotenoides
- Contenido de azucares solubles totales
- Contenido de aminoacidos libres
- Contenido de proteina soluble
- Contenido de prolina soluble
- Contenido de nitrato
- Capacidad antioxidante: DPPH’
- Contenido de fenoles totales

- Contenido de flavonoides

3.3. Importancia de los reguladores del crecimiento enal respuesta de

estaquillas enraizadas d®©. europaea cv. Picual frente al estrés salino

Tras la aclimatacion en la camara de cultivo y jorevla aplicacion del estrés

salino, las estaquillas enraizadas se dividierob grupos, a 4 de ellos se les aplicé un
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regulador del crecimiento, acido giberélico ((pAacido indolacético (AlA), acido

salicilico (AS) y quinetina (QUIN), mientras quecglinto se dejo sin pretratar (NP).

Los reguladores del crecimiento se aplicaron 2 g semana durante 3
semanas. Los reguladores, §5AIA y QUIN, se prepararon a 1 uM en agua destilad
con Tween 20 1% (Chakrabarti and Mukherji, 2003eyaplicaron por pulverizacién a
razon de 25 ml/planta. EI AS se aplico a travdgidgo a una concentracion final de
0,5 mM/maceta (Palma et al., 2013). Después dendrsas se realizd una recogida por
pretratamiento (6 plantas/pretratamiento) y, laangals restantes se dividieron en 3
subgrupos a cada uno de los cuales se les aplaecéantentracion de NacCl distinta (O,
100 6 200 mM) durante 6 semanas, realizandoseaaugida a las 3 y 6 semanas de

exposicion a la sal.

El disefio experimental fue un factorial con 5 @temientos (NP, GA AlA,
AS y QUIN), 3 niveles de NaCl (0, 100 y 200 mM) yreétogidas, con 6 plantas por
cada recogida, lo que supuso 180 plantas. AdengaseaizO una recogida de 6
plantas/pretratamiento antes de aplicar el esatsos lo que sumé un total de 210

plantas.

Las determinaciones realizadas en este experimiggron las siguientes:

a) Crecimiento
- Peso seco y fresco de hoja, tallo y raiz, y pesgehie de hoja
- Elongacién del tallo y &rea foliar
- NUmero de hojas

- Expansién de la hoja
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d) Determinaciones analiticas
- Contenido de nutrientes en hoja y raiz: sodicagot
- Contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofilzlarofila b, carotenoides
- Contenido de manitol, sacarosa, inositol, gluctrsatosa
- Contenido de almidon
- Contenido de prolina soluble
- Contenido de poliaminas: espermina y espermidina

- Produccion de etileno

3.4. Importancia de los reguladores del crecimiento enal respuesta de

plantas de 1 afio d®. europaea cv. Picual frente al estrés salino

Tras la aclimatacion en la camara de cultivo y jorevla aplicacion del estrés
salino, las plantas de 1 afio se dividieron en ®agua 5 de ellos se les aplicé un
regulador del crecimiento, acido giberélico (§hAacido indolacético (AlA), acido
salicilico (AS), espermidina (SPD) y quinetina (QYI mientras que el sexto se dejé

sin pretratar (NP).

Los reguladores del crecimiento se aplicaron 2 syquw semana durante 3
semanas. Los reguladores, £5AIA y QUIN, se prepararon a 1 uM en agua desdilad
con Tween 20 1% (Chakrabarti and Mukherji, 2003¢eaplicaron por pulverizacion a
razon de 25 ml/planta. EI AS y la SPD se aplicaeoriravés del riego a una
concentracion final de 0,5 mM/maceta (Palma et28l1,3; He et al., 2002). Pasadas 2
semanas, cada uno de los grupos de plantas pdesase dividio en 3 subgrupos, a
cada uno de los cuales se les aplicé una concemtrde NacCl distinta (0, 100 y 200

mM). Tras 4 semanas de exposicion a la sal sedaata Unica recogida.
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El disefio experimental fue un factorial con 6 @@mientos (NP, GA AlA,
AS, SPD y QUIN) y 3 niveles de NaCl (0, 100 y 200)n con 5 plantas por

pretratamiento y nivel de NaCl, lo que represemtéotal de 90 plantas.

Las determinaciones realizadas en este experimiggron las siguientes:

a) Crecimiento
- Peso seco y fresco de hoja y tallo, y peso turgiamteoja

- Elongacién del tallo y &rea foliar

b) Intercambio gaseoso y estado hidrico de la planta
- Tasa de asimilacion neta
- Conductividad estomatica
- Concentracion interna de GO

- Transpiracion

c) Determinaciones analiticas
- Contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofilzlarofila b, carotenoides
- Actividades enziméaticas del metabolismo oxidati@ecorbato peroxidasa,
glutation reductasa, guaiacol peroxidasa
- Contenido de fenoles
- Contenido de flavonoides
- Contenido de prolina soluble
- Produccion de etileno
- Capacidad antioxidante: capacidad de neutralizag@nadicales DPPH" y

ABTS™
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3.5. Interaccién entre el acido abscisico y la salinidaden estaquillas

enraizadas deO. europaea cv. Picual

Tras el periodo de aclimatacion, las plantas seidion en 3 grupos a cada uno
de los cuales se les aplico acido abscisico (ABAha concentracion diferente (0, 1y
10 pM) a través del riego (Mullholland et al., 2R08 su vez, en cada nivel de ABA se
hicieron 3 subgrupos a los que se les aplicod distinponcentraciones de NaCl (0, 100 y
200 mM). Después de 8 semanas, se dejo de apliNaGt durante 3 semanas, periodo

al final del cual se realiz6 la recogida de plantas

El disefio experimental fue un factorial con 3 coi@eiones de ABA (0, 1y 10
UM ABA) y 3 niveles de NaCl (0, 100 y 200 mM), ctb@ plantas por tratamiento, lo

gue supuso un total de 90 plantas.

Las determinaciones realizadas en este experimigeron las siguientes:

a) Crecimiento
- Peso seco y fresco de hoja, tallo y raiz, y pegehie de hoja
- Elongacion del tallo y area foliar

- Expansion de la hoja

d) Intercambio gaseoso y estado hidrico de la planta
- Tasa de asimilacion neta
- Conductividad estomatica
- Concentracion interna de GO

- Transpiracion

e) Determinaciones analiticas

47



Material y métodos

- Contenido de nutrientes en hoja y raiz: carbortygeno, sodio, potasio

- Actividades enzimaticas del metabolismo oxidati@ecorbato peroxidasa,
glutation reductasa, guaiacol peroxidasa

- Contenido de prolina soluble

- Contenido de glicina betaina

4. Metodologia empleada

4.1. Recoleccion de plantas

En cada recogida, las plantas se seleccionaron zak, ase sacaron
cuidadosamente de las macetas y las raices serasa@m abundante agua para eliminar
los restos de sustrato. Posteriormente, se lavaoragua destilada, secando el exceso
con papel de filtro, y se mantuvieron a 4°C duraod® el proceso de manipulacién. Se
contd el nimero de hojas, se midié la longitudateviastagos y se separ6 raiz, tallo y
hoja, registrandose inmediatamente el peso freBE). ODe cada planta se tomd una
muestra de hoja (varias hojas totalmente formadaante el periodo de tratamiento),
mezclandolas por tratamiento homogéneamente traseadngelandolas en nitrégeno
liguido y manteniéndolas a -80°C hasta su postetilizacion. Por ultimo, se procedi6
al secado del material vegetal en estufa de coerfenzada de aire a 65°C durante 72 h.
Pasado este tiempo, se determiné el peso secaé¢RAda 6rgano. Para incluir el PS de
las muestras de material fresco se utilizé un faB8/PF con varias muestras por

tratamiento, pesadas antes y despueés del secado.

4.2. Parametros de crecimiento

El crecimiento de la planta se determiné por acagiah de materia seca y por
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elongacion del tejido. Ademas para comparar eltefde los tratamientos sobre los

distintos 6rganos de la planta se calcularon refes entre ellos.

Para algunos parametros de crecimiento, se caidypdrcentaje de inhibicion

utilizando la siguiente formula:

Inhibicion (%) = [(1-(salinizadas/control)] 100

a) Expansion foliar: es la evolucion del area de la hoja desde el inigo
desarrollo de la hoja hasta que alcanza el areh fara su calculo se utilizaron hojas
que iniciaban su desarrollo en el momento de aplas tratamientos, realizandose

determinaciones cada 2 0 3 dias (Vigo et al., 2005)

El area de la hoja se calcul6 utilizando las sigfigie ecuaciones lineales:

Para Casta Cabri:= 0,695 + 0,139 (* = 0,980) (1)
Para Cornicabra = 0,73 — 0,061 (* = 0,984) (2)
Para FrantoioY = 0,641 + 0,383 (* = 0,986) (3)
Para OcalY = 0,66X + 0,257 (* = 0,978) (4)
Para PicualY = 0,63X + 0,304 (% = 0,987) (5)
Para PicudoY = 0,688 + 0,014 ¢ = 0,986) (6)

Donde,Y es el area foliar X es el resultado de multiplicar el largo por elfanc
de la hoja. Para la obtencion de estas ecuacianegilz6 el método descrito por
Tattini et al. (1995). Se midi6 el largo y ancho &0 hojas de cada uno de los
cultivares estudiados. Para calcular estas ecussgiidas hojas fueron digitalizadas
mediante un escaner y procesadas con ImageJ INHiorfal Institute of Health,

USA) para calcular el area de la hoja. Las ecuasidoeron verificadas para cada
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cultivar, obteniéndose una alta correlacion emtseareas calculadas con las ecuaciones
y las areas obtenidas mediante el programa desendk imagen. Las correlaciones
obtenidas para ambos métodos fueron las siguiente<,996, 0,997, 0,998, 0,996,
0,997 y 0,998, par&asta Cabra’, ‘Cornicabra’, ‘Frantoio’, ‘Ocal’, ®ial’ y ‘Picudo’,

respectivamentd?<0,001).

A partir de los datos de expansion foliar, se déltautasa de expansion foliar
qgue es el cociente entre el area final de la hoja ydias necesarios para alcanzarla

(Guidi et al., 2008). Se expresa en frifa’.

b) Area foliar de la planta (AF): para agilizar la experimentacion con el cv.

Picual, el AF total de la planta se calculd utilida la siguiente ecuacion lineal:
Y = -0,602+35,4% (r* = 0,995) 7)

Donde,Y es el area foliar total por planta (AFXyes peso fresco de la hoja por
planta. Esta ecuacion se obtuvo pesando 100 hejasvdPicual y calculando el AF
utilizando la ecuacion (5). La ecuacién fue veafla, obteniéndose una correlacién de
0,997 P< 0,001) entre las areas obtenidas en funcién dg kaancho de la hoja (5) y,

las areas obtenidas en funcién del peso fresca keja (7).
c) Elongacion del talla suma de la longitud de los brotes desarrollados.

d) Relacion R/PA: es el peso seco (PS) de raiz respecto al pesadsegarte
aérea.

R/PA = PS raiz/(PS tallo + PS hoja)

e) LMR (siglas del inglés “leaf mass ratio”): es el PShaga respecto al PS

total.
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LMR = PS hoja/PS total

f) SMR (siglas del inglés “stem mass ratio”): es el PSaile respecto al PS
total.

SMR = PS tallo/PS total

g) RMR (siglas del inglés “root mass ratio”): es el PSrdiz respecto al PS
total.

RMR = PS raiz/PS total

h) AGR (siglas de inglés “absolute growth rate”): esalsatde crecimiento
absoluto. Se calcul6 segn Solari et al. (2008 gxpresa en mg dia
AGR = (P2-P1)/(t2t1)
Donde, B es el PS final de la planta, & PS inicial de la planta y; ¥ t; son los

tiempos final e inicial en que se evaltan las plsint

i) RGR (siglas del inglés “relative growth rate”): es tisa de crecimiento
relativo. Se calculé segin Solari et al. (20062 g®presa en mg'glia’.
RGR = (In P, —In Py)/(t—t1)

Donde, B es el PS al final yRel PS al inicio del intervalo de tiempe ¥tt;).

J) LAR (siglas del inglés “leaf-area ratio”): es el arelaf de la planta (AF)
respecto al PS total. Se calculé segun Solari é2@06) y se expresa erf kg™

LAR = AF/PS total

k) NAR (siglas del inglés “net assimilation rate”): esdaa de asimilacion neta.
Se calculé segun Solari et al. (2006) y se expragam? dia™.

NAR = RGR/LAR
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[) LMA (siglas del inglés “leaf mass per unit area”)eeBS de hoja respecto al
AF. Se calcul6 segiin Groom and Lamont (1999) wgeesa en g din

LMA = PS de hoja/AF

m) SLA (siglas del inglés “specific leaf area”): es eda@foliar especifica de la
planta. Se calculé segun Dijkstra (1989) y se esapemn Mkg™.

SLA = AF/PS de hoja

n) D: es la densidad de la hoja. Se calculé segun Gesamhiamont (1999) y se
expresa en g ki

D = (PS de hoja/PF de hoja) 1000
4.3. Intercambio gaseoso y estado hidrico de la planta

a) La tasa de asimilacién neta de CO(P,, pmol CQ m? s), conductividad
estomatica(gs, mmol m?s?), concentracién interna de CQ (Ci, umol CQ mol™) y
transpiracion (E, mmol HO m? s%), se determinaron con un medidor fotosintético
portatil (Li-Cor 6400; LI-COR Inc., Lincoln, NE, U§ Figura 7). Las medidas se
realizaron en la camara de cultivo entre 1 y 4 $pdés del inicio del fotoperiodo

(PAR>800 pumol rif s?).

Figura 7. Medidor fotosintético portatil.
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b) PNUE: es la eficiencia fotosintética en el uso del niérdg parametro que
relaciona laP, y la concentracion de nitrogeno (N) de la hoja.cakuld segun
Cardona-Olarte et al. (2013) y se expresa en pi@elndi* N s,

PNUE =Py/N

c¢) Fotoinhibicidn 6 inhibicion fotosintética: se calculé segun Lopez-Climent
et al. (2008) utilizando el logaritmo neperianogla normalizacion de los datos.

_In(P./Ci)

d) Para determinar edstado hidrico de la plantase utilizaron los indices
descritos por Bacelar et al. (2006). Para ellosaleccionaron 3 hojas maduras por
tratamiento y se pesaron, obteniéndose el PF. Aint@tion, para calcular el peso
turgente (PT), las hojas se introdujeron en tub®sedsayo de 25 x 150 mm que
contenian agua destilada en sus 2/3 partes (15dmgnte 24 h a 25°C en oscuridad.
Pasado este tiempo, las hojas se secaron en uifea @staire forzado a 65°C durante 72

h para determinar el PS.

d.1) RWC (siglasdel inglés “relative water content”): es el contenhidrico
relativo expresado en %.

RWC = (PF-PS)/(PT-PS) 100

d.2) WCS (siglas del inglés “water content at saturatiorés el contenido
hidrico para la saturacién expresado en@ g* PS.

WCS = (PT-PF)/PS

d.3) WSD (siglas del inglés “water saturation déficit”): et déficit de

saturacién hidrico expresado en %.
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WSD = (PT-PF)/(PT-PS) 100

d.4) S:es la suculencia expresada en me ldm>.

S = (PF-PS)/AF
4.4. Determinaciones analiticas

4.4.1. Contenido de carbono y nitrégeno

El contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) se uheited en tejido vegetal seco
y molido (2-5 mg) por analisis elemental (Thermaritgan CHN elemental analyzer,
Model Flash EA 1112, Milan, ltaly). Se realizarorrepeticiones y el contenido de

nutriente se expresoé en %.

4.4.2. Contenido de N&, K"y Ca®**

El contenido de sodio (N potasio (K) y calcio (C&") se determind, segln los
Métodos Oficiales de Analisis del MAPA (Orden Mieisal 17/9/81, BOE n° 246;
Soria, 2002), en tejido vegetal seco y molido (2pg) espectrofotometria de emision-
absorcion atémica (PerkinElmer AAnalyst 800). Ekenial vegetal se incineré a 450°C
durante 24h en un horno-mufla. Tras la incineraclanceniza se dejé enfriar y se
sometié a un proceso de hidrolisis acida con 3arta destilada y 2 ml de HCI 37%.
La reaccion se favorecié calentando los crisolesirem placa calefactora a 250°C. El
contenido de cada crisol se filtro a través deoBItALBET® (para analisis gravimeétrico
exento de cenizas), y se enrasé con HCl 2% ha$tanlOElI N& y el K' se midieron
por emisién no precisando para ello ningln tipdatepara, mientras que el €ase
midio por absorcion utilizando una lampara espeifiara este elemento. Se realizaron

4 repeticiones y el contenido de nutriente se espen %.
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4.4.3. Pigmentos fotosintéticos y fenoles totales

a) Preparacion de extractos libres de células

La extraccion se realizé segun Arnon (1949). Sedgamizaron muestras de
hoja en mortero con acetona 80% (v/v) en proporti@n(p/v). El homogenado se filtré
a través de 4 capas de gasa y se centrifugd ag200fante 10 min a 4°C (Orto Alresa
Digicen 20-R). El precipitado, se resuspendié @tt80%) y centrifugd 2 veces mas.
Todo el proceso de extraccion se llevé a cabo 8o ta hielo picado a una temperatura
entre 0 y 4°C. Los 3 sobrenadantes obtenidos pestrause mezclaron y se utilizaron
como extracto crudo para la determinacion de pigosgiotosintéticos y fenoles totales.

Se realizaron 4 repeticiones por muestra.
b) Pigmentos fotosintéticos

El calculo del contenido de clorofila a, b y carmtieles se determiné utilizando

las ecuaciones descritas por Wellburn (1994):

Clorofila a (C,) = 12,21 Ab 663,2 — 2,79 Ab 646,8
Clorofilab (Cp) = 21,5 Ab 646,8 — 5,1 Ab 663,2

Carotenoides (Car) = (1000 Ab 470 — 3,27,G104 G,)/198

La absorbancia del extracto a 470, 646,8 y 663,2 samrealizd en un

espectrémetro Perkin-Elmer Lambda 19. Los resultagaexpresan en mg §S.

c) Fenoles totales

La determinacién de fenoles totales de la hojaleg la cabo mediante el

método de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi,5)96 alicuotas de 0,250 ml de
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extracto se le adicionaron 7 ml de agua destiladg2$ ml del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se agité y, pasados 3 min se afadienmh @& NaCO; 20%, se agitd y se
incubd a 25°C. Después de 1 h se midié la absoidan¢20 nmen unespectrometro

Perkin-Elmer Lambda 19.

Para el calculo del contenido de fenoles totakeqrepard una curva patrén con
pirogalol en cantidades comprendidas entre 0,032¢ éhg mf'. Los resultados se

expresan en mg'gPS.
4.4.4. Aminoacidos libres, azucares solubles y almidén

a) Preparacion de extractos libres de células

La extraccion de aminoacidos libres y azucaresbsduse realizé sobre hielo
picado a una temperatura entre 0 y 4°C, siguiehd@tdo descrito por Irigoyen et al.
(1992). El material vegetal se homogeneizé conoét@h% (v/v) en una proporcion
1:10 (p/v). EI homogenizado se filtro a través dmgas de gasa y se centrifugd a 3500
rpm durante 10 min a 4°C (Orto Alresa Digicen 20-R)precipitado se resuspendio
(etanol 70%) y centrifugd dos veces mas. Los 3 eswutantes se mezclaron y se
utilizaron como extracto crudo para la determinaaé aminoacidos libres y azucares
solubles. El precipitado se guardo a -20°C parnaosterior uso en la determinacion de

almiddn. Se realizaron 4 repeticiones por extracto.

b) Aminoéacidos libres

La determinacion de aminoacidos libres se reakgiis el método descrito por
Rosen (1957). Se utilizaron alicuotas de 0,5 néxdeacto a las que se les adicion6 0,5

ml de etanol 70%, 0,5 ml de tampodn acetato-cianidd,5 ml de ninhidrina 3%
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(preparada en etilenglicolmonoetileter). Esta nmeede reaccion se agito vigorosamente
e incubd a 100°C en oscuridad. Pasados 15 mimicgeraaron 5 ml de isopropanol (2-
propanol:agua, 1:1) y, tras agitar se dejo en&itgmperatura ambiente antes de medir

la absorbancia a 570 nm en un espectrometro PEfkier Lambda 19.

Para el calculo de la concentracion de aminodcsdgoprepard, siguiendo el
mismo procedimiento, una curva patron con L-gli@necantidades comprendidas entre

1,5y 30 ug mt. Los resultados se expresan en i ¢§.

c) Azucares solubles

Se utilizaron alicuotas de 0,05 ml de extractosagiae se les adicion6 3 ml de
antrona alcohdlica (150 mg de antrona en una soiude 60 ml de etanol y 100 ml de
H.SO, concentrado), y tras incubar a 50°C en bafio teatiwado durante 30 min, se
midio la absorbancia a 620 nm (Wise et al., 195blue espectrometro Perkin-Elmer

Lambda 19.

El calculo de la concentraciéon de azUcares solubkates se realiz6 mediante
una curva patrén con glucosa en cantidades comipanentre 0,2 y 1 pg fhl Los

resultados se expresan en ngR$.
d) Almidén

Para la determinacion de almidon se realizé unesti@n enzimatica segun el
método descrito por Chow and Landhéusser (2004) plantas lefiosas. A 20 mg del
precipitado obtenido se le adicionaron 2 ml de NalDHN y se incub6 a 50°C durante
30 min, agitandose cada 5 min. A continuacion feel@ron 2,5 ml de 4cido acético 0,1

N (para neutralizar el pH) y 0,5 ml mezcla enzicg{{1000 U der-amilasa 'y 5 U de
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amiloglucosidasa preparada en tampén acetato s6di&M, pH 5,1). Se centrifugd a
2500 rpm durante 10 min a 4°C (Orto Alresa DigizérR) y, el sobrenadante se utilizé
para la determinacion de almidén. A alicuotas d& M) del sobrenadante se le
adicionaron 2 ml del reactivo Peroxidasa-Glucos&&»a/O-dianisidina y se dejaron
45 min en oscuridad a temperatura ambiente. Rastente, se adicionaron 0,4 ml de
H.SO, 75% y se midid la absorbancia a 525 nm en un @gpeetro Perkin-Elmer

Lambda 19. Se realizaron 4 repeticiones por muestra

El calculo de la concentracion de almiddn se réatiediante una curva patrén
con glucosa en cantidades comprendidas entre 180yug mt*. Los resultados se

expresan en mg'gPS.
4.4.5. Proteina soluble, prolina soluble y grupos tiol

a) Preparacién de extractos libres de células

La extraccion se realizd segun el método descotoBates (1973), utilizando
acido sulfosalicilico 3% (p/v) en una proporciori@.:(p/v). EI material vegetal se
homogeneiz6 en mortero sobre bafio con hielo picd@e4°C). Tras la
homogeneizacion, se centrifugé a 25p0Aurante 10 min a 4°C (Orto Alresa Digicen
20-R) y el sobrenadante obtenido se utilizé paetarminacion de proteina, prolina y

grupos tiol. Se realizaron 4 repeticiones por nraest

b) Proteina soluble

Para la determinacion de proteina soluble se @itz método descrito por
Bradford (Bradford, 1976), basado en la union del arillante de Coomassie G-250 a

las proteinas. A alicuotas de 0,1 ml de extractesafadidé 1 ml del reactivo Bradford
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[Comassie Brillant Blue G-250 0,01% (p/v), etan% y acido fosforico 85% (p/v)].
A continuacion se agité y, pasados 2 min, se midi@dbsorbancia a 595 nm en un

espectrémetro Perkin-Elmer Lambda 19.

Para el célculo de la concentracidén de proteingseggaro una curva patrén con
seroalbtimina bovina en cantidades comprendidas &ty 100 pg rifl. Los resultados

se expresan en mgl@s.
c) Prolina soluble

Para la determinacion de prolina soluble se siguidétodo descrito por Bates
(1973). A 1 ml de extracto se le adiciond 1 ml d&l@ acético glacial y 1 ml de
ninhidrina 2,5% (p/v) (preparada en acido acétiemigl y acido ortofosforico 85% en
proporcion 60/40 (v/v)). La mezcla de reaccion seida 100°C durante 60 min, se
paré con hielo durante 1 6 2 min y, a continuacgnanadieron 2 ml de tolueno, se
agitd vigorosamente y la fase superior obtenidatdied para medir la absorbancia a

520 nm en un espectrometro Perkin-Elmer Lambda 19.

Para el célculo de la concentracion de prolinarspard, siguiendo el mismo
procedimiento, una curva patron con prolina enidades comprendidas entre 0,5 y 20

ng mi*. Los resultados se expresan en jidP§.

d) Grupos tiol

El contenido total de grupos tiol se determino sefgliman (1959). A 0,5 ml de
extracto se les afiadid 1 ml de acido sulfosalwiieo (p/v), se agitd y se centrifugo a
20000g durante 5 min a 4°C (Allegra X22R). A 1 ml del smiadante se le adicion6 4

ml de tampodn fosfato 100 mM pH 8 y 70 ul de DTNB M (preparado en etanol
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absoluto). La mezcla se incub6 en agitacion durabtenin. Pasado este tiempo, se

midio la absorbancia a 412 nm en un espectrometiarREImer Lambda 19.

El céalculo del contenido en grupos —SH se real&als la siguiente ecuacion,

usando el coeficiente de extincién 13600 b (Ellman, 1959)
C=(Abs/€)D

Donde, C es la concentracion en grupos —SH, Abla ebsorbancial es el

coeficiente de extincion y D es el factor de difurci

Los resultados se expresan en nnoP.

4.4.6. Glicina betaina

La determinacion de glicina betaina se realizo segjUmétodo descrito por
Grieve and Grattan (1983). Se utiliz6 material vagenolido, previamente secado a
80°C durante 4 dias. La extraccion se realizé aguna destilada en proporcion 1/40
(p/v) a 25°C. Tras 24 h se filtré y se adiciongSBy, 2N en proporcion 1/1 (v/v).
Alicuotas de 0,5 ml de esta mezcla se mantuvieron &n bafio con hielo. A
continuacion, se afadieron 0,2 ml de Kfrio, se agitd y se mantuvo a 4°C durante 16
h. Pasado este tiempo, se centrifugo a 1@0®0°C durante 15 min (Allegra X22R), se
retird el sobrenadante vy, el precipitado se disobn 9 ml de 1,2-dicloroetano. Pasadas

2 h se midi6 la absorbancia a 365 nm. Se realiZar@peticiones por muestra.

Para el célculo de la concentracion de glicina ibatae preparé una curva
patrén con glicina betaina en cantidades comprasdahtre 50 y 200 pg thl Los

resultados se expresan en ngR$.
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4.4.7. Nitrato

La concentracion de nitrato se determind segundtodologia propuesta por
Cataldo et al. (1975) con algunas modificacionesafPa extraccion, el material vegetal
seco y molido se macer6 en agua destilada con T®6ea 45°C durante 45 min
(proporciéon 1:10, p/v). A continuacion, se cenfgifua 50009 durante 15 min (Orto
Alresa Digicen 20-R). Para eliminar las clorofited sobrenadante se adicionaron 0,5 g
de MgCQ o Ca(OH), se centrifugd vy, el sobrenadante se utiliz6 cextoacto crudo

para la determinacion de nitrato.

A alicuotas de 0,2 ml del extracto crudo se lesiadd 0,8 ml de acido salicilico
5% (p/v) (preparado en,BO, concentrado) y se agitd vigorosamente. Despué&dde
min a temperatura ambiente, se afiadieron 19 ml d®HN2N y, se midio la
absorbancia a 410 nm en un espectrometro PerkierHlaimbda 19. Se realizaron 5

repeticiones por muestra.

Para el célculo de la concentracion de nitratoesdiz® una curva patron con
nitrato de sodio en cantidades comprendidas enyr&®0 pg mf. Los resultados se

expresan en mg'gPS.

4.4.8. Poliaminas libres: espermidina y espermina

Para la determinacion de poliaminas libres se &idaitécnica descrita por
Bueno et al. (2015). El material vegetal (0,3 gpdso fresco de hoja) se homogeneizo
con acido perclérico (PCA) 0,2 N (1:4, p/v) y hegdiamina como patron interno (1:1,
p/v) en un mortero preenfriado con nitrégeno liquiel homogeneizado se centrifugd a
270009 durante 10 min a 4°C (Allegra X22R). Alicuotasld®® ul del sobrenadante se

mezclaron con 200 pl de una solucion saturada d®icato sodico y 400 pl de cloruro
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de dansilo (10 mg ritl de acetona). La mezcla se incubé a 60°C duranteyl
posteriormente, se adicionaron 100 pl de L-profit@ mg mt'). Después de 30 min,
las poliaminas dansiladas se extrajeron con 80@eutolueno (grado HPLC). A
continuacion, el extracto de tolueno se sec6 ctnmbgano seco y, el precipitado se
disolvié en 800 pl de acetonitrilo (grado HPLC)n&mente, las muestras se filtraron a
través de filtros Millipore HV-4 de 0,45 um de tdioade poro (Darmstadt, Alemania)
para su inmediato analisis. Se utilizaron alicuo®0 ul para ser inyectadas en una
columna de fase reversa ODS Speriih @ pM, 4,6 x 220 mm). El HPLC utilizado es
un Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japon) formado por dasnbas para la mezcla de
gradiente, detector de fluorescencia (excitaciG252 nm, emision a 500 nm) y un
recolector de muestras. El gradiente, formado @etoaitrilo y agua, es variable a lo
largo del tiempo de corrida y su flujo es de 1,5mih™. Se realizaron 3 repeticiones

por muestra.

El mismo procedimiento de dansilaciéon se utilizéaplas poliaminas patrones,

espermidina (trihidrocloruro) y espermina (tetrabaoruro).

4.4.9. Produccion de etileno

Muestras de 0,25 g de hoja se colocaron en fradedsml que contenian 0
de agua destilada. Los frascos fueron selladogagmim de caucho e incubados a 30°C
en oscuridad durante. Después de 1 h, una aliamtd ml fue inyectada en el
cromatografo de gases HP 5890 (series Il, Hewlatk&d, Palo Alto, USA) con un
detector de ionizacion de llama y una columna ae 2 4 mm empaquetada con una
malla de 50-80 Poropak-R. La temperatura del htraale 100°C, con un flujo de;N

H., y aire sintético de 50 ml nifn 86 ml mir* y 400 ml min', respectivamente. Se
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realizaron 6 repeticiones por tratamiento.

La identificacién del pico de etileno se realiz@yise el tiempo de retencion

estipulado con un estandar dgH¢(99,9% de pureza) (Bueno et al., 2015).

4.4.10. Polioles, sacarosa, glucosa y fructosa

La determinacion de polioles (manitol e inositaiacarosa, glucosa y fructosa
por cromatografia gaseosa se realizd segun Bariokeiz al. (1997) con algunas
modificaciones. El material vegetal (0,3 g de pessco de hoja) se homogeneiz6 con
etanol 50% (1:10, p/v) yp-fenilglucopiranésido (2,5 g/100 ml) como patrémerno
(1:1, p/v) en un mortero preenfriado con nitrogdiquido. EI homogeneizado se
centrifugd a 100@ durante 5 min a 4°C (Orto Alresa Digicen 20-R)s@brenadante se
diluyé hasta 15 ml con etanol 50%. Alicuotas delldenesta dilucidbn se mezclaron
con 0,5 ml de etanol 50% y se secaron en corrgi@re. Se realizaron 3 repeticiones

por muestra.

Tabla 8. Soluciones utilizadas para la realizacion declasas patrén de glucosa, inositol, manitol,
sacarosa, galactosa y fructosa (Bartolozzi e1887).

1 2 3 4 5 6 7
Glucosa 0,04 0,4 0,88 1,36 1,84 2,32 2,78
Inositol 1,28 1,2 0,96 0,72 0,36 0,24 0,01
Manitol 1,28 1,2 0,96 0,72 0,36 0,24 0,01
Sacarosa 0,08 0,8 1,76 2,72 3,68 4,64 5,36
Galactosa 2,78 2,32 1,84 1,36 0,88 0,4 0,04
Fructosa 2,78 2,32 1,84 1,36 0,88 0,4 0,04
Total (mg) 8,24 8,24 8,24 98,24 8,24 8,24 8,24

Para el calculo de la concentracion de manitolsitoh sacarosa, glucosa y
fructosa, se realizaron sendas curvas patron eiidadas comprendidas entre 0,04 y
2,28 g. Para ello, se prepararon 7 soluciones omtentraciones variables de los

intermedios a determinar (Tabla 8). Las soluci@gepgrepararon en un volumen total de
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1,5 ml de etanol 50%, adicionado de imidazol 0,pH17 para evitar la hidrélisis de la
sacarosa en fructosa y glucosa. A continuacioigual que las muestras, se secaron con

corriente de aire.

A los residuos deshidratados, tanto de muestragji® como de soluciones
patron, se les adiciono6 0,4 ml de piridina, 0,dmhexametildisilazane (HMDS) y 0,1
ml de trimetilclorosilano (TMCS) y, se incubaron68°C durante 2 h. Una vez

enfriadas, se almacenaron a 4°C hasta su utilizacio

Alicuotas de 0,3 pl se inyectaron en el cromat@gdaf gases HP 5890 (series |l,
Hewlett Packard, Palo Alto, USA) con un detector ideizacion de llama y una
columna capilar de 30 m x 0,25 mm HP-5MS (Crossithk% PHME Siloxane). Las
temperaturas del inyector y detector fueron 2820°C, respectivamente, con un flujo

de He, H y aire sintético de 2, 30 y 250 ml rifirespectivamente.

4.4.11. Flavonoides

La extraccion se realizé en mortero con metanol &#P«na proporcion 1/20
(p/v). A continuacién se filtr6 y, alicuotas de®s2l del extracto se mezclaron con 1,50
ml de agua destilada y 0,15 ml de Naj\#Y%, se agitd y se dej6o 5 min a temperatura
ambiente. A continuacion, se adicionaron 0,30 mlAtel; 10%. Pasados 6 min, se
afadié 1 ml de NaOH 1M y se diluyé con agua defdilaasta un volumen final de 5

ml. La absorbancia se midié a 510 nm erespectrometro Perkin-Elmer Lambda 19.

Para el célculo de la concentracion de flavonogeprepard una curva patron
con catequina en cantidades comprendidas effttey@,25 mg mt (Karadeniz et al.,

2005). Los resultados se expresan en thB$.
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4.4.12. Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante de la hoja se determimdumcion de la capacidad de
neutralizar radicales libres (ABTSy DPPH’). Para ello se prepararon extractos con
tejido seco molido y metanol en distintas proparemp/v. Se realizaron 6 repeticiones

por extracto.

La actividad antioxidante se calculé como porcenth inhibicién, es decir, la
cantidad de radical neutralizado por el extractana determinada proporcion, de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
Actividad antioxidante (%) = [(A¢-A1)/Ag] 100

Donde, A es la absorbancia de la mezcla disolvente-radical; es la

absorbancia de la mezcla extracto-radical.

La actividad antioxidante se expresé comg &g ml'), que se define como la
dosis de extracto de hoja requerida para causa@unde neutralizacion de radical. Un
valor de IGo bajo corresponde con una mayor actividad antiowalde la planta (Patro

et al., 2005; Ksouri et al. 2007; Karray-Bouraaduale, 2010).

a) Método del radical ABTS™

La determinacion del capacidad antioxidante de dg tpara neutralizar el
ABTS™ (Acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sutiéo) se realiz6 segin el
meétodo descrito por Re et al. (1999) con algunaslifimaciones. La solucion de
ABTS™ se prepar6 con sal diaménica 2,2’-azinobis (®enizotiazolin)-6-sulfénico 7
MM y (NH,)>S;05 2,45 mM, se mantuvo en oscuridad a temperaturaeatebdurante

12 - 16 h y, posteriormente, se diluyd con metamadta obtener una absorbancia
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estable de 0,7 = 0,02 a 745 nm (30°C) (Mensorlet2801). Los extractos se
prepararon en metanol en proporciones variablgs1@®o0, 200, 400, 500 y 700 pg ml
Y. A continuacién, a alicuotas de 0,3 ml de extraet le afiadieron 3 ml de la solucién
de ABTS", se mezclo y, se midi6 la absorbancia a 745 nmmgacla de reaccion

permanece estable durante 6 min).

b) Método del radical DPPH’

La determinacion de la capacidad antioxidantead@dja para neutralizar el
DPPH’ (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) se determingegun Hatano et al. (1988). Los
extractos se prepararon en metanol en proporciargsbles (10, 20, 30, 40 y 50 ug
mi™1). A continuacién, a alicuotas de 2 ml de extrasole afiadieron 0,5 ml de la
solucion de DPPH 0,2 mmol*| preparada en metanol. La mezcla se agitd
vigorosamente, se dejé reposar en oscuridad a tatope ambiente. Después de 30

min se midid la absorbancia a 517 nm.
4.4.13. Actividades enzimaticas del metabolismo oxidativo

a) Preparacién de extractos libres de células

Para la extraccion de las enzimas guaiacol persaid@OD), ascorbato
peroxidasa (APX) y glutatién reductasa (GR) seiéiglimétodo descrito por Agarwal
et al. (2005). EI medio de extraccion fue tamposfdtm potasico 100 mM pH 7
adicionado de EDTANal mM y 5 mM de &cido ascorbico. Las hojas se
homogeneizaron con medio de extraccidon (proportid0, p/v) y polivinilpirrolidona
(PVP) 1% en un mortero preenfriado con nitrogemmitio. EI homogeneizado se

centrifugd a 1900Q durante 20 min a 4°C en una centrifuga AllegraX22
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b) Valoracion de la actividad guaiacol peroxidasa

La actividad guaiacol peroxidasa (POD, EC 1.11.&lifhina el perdxido de
hidrogeno utilizando guaiacol como donador de sdeets, que es transformado en
tetraguaiacol. En la determinacion se utilizé etadé descrito por Chance and Maehly
(1955). La mezcla de reaccién contenia, en un vetutotal de de 3 ml, tampodn fosfato
potasico 10 mM pH 6,4, guaiacol 8 mM, peréxido d#rdgeno 2,75 mM y 50 ul de
extracto, que inicia la reaccion. La absorbanciamsdio a 470 nm a 25°C en un
espectrometro Perkin-Elmer Lambda 19. De cada@grtise prepararon 4 repeticiones

y un blanco sin extracto.

La actividad POD se calculé utilizando el coefiteende extincion del

tetraguaiacol (26,6 mMcm™) y se expresé en umol riim* PF.

c) Valoracion de la actividad ascorbato peroxidasa

La actividad ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11)1elimina el perdxido de
hidrégeno utilizando ascorbato, que se transformam®nodehidroascorbato. Esta
enzima forma parte del ciclo ascorbato-glutatioa.dctividad se determiné segun el
método descrito por Nakano and Asada (1981). Laclaade reaccion contenia, en un
volumen total de 1,6 ml, tampon fosfato potasicO htM pH 7, acido ascérbico 0,5
mM, EDTAN& 0,1 mM, perdxido de hidrogeno 1,2 mM y 100 pl drtracto, que
inicia la reaccion. La absorbancia se midi6 a 280 an 25°C en urespectrometro
Perkin-Elmer Lambda 19. De cada extracto se prepararepeticiones y un blanco sin

extracto.

La actividad APX se calculé utilizando el coefidenle extincién del ascorbato
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(2,8 mM* cm?) y se expresé en umol riim* PF.
d) Valoracion de la actividad glutation reductasa

La actividad glutation reductasa (GRC 1.6.4.2 cataliza la formacién de
glutation reducido a partir de glutation oxidadbdighal que la APX, la GR forma parte
del ciclo ascorbato-glutation. Esta enzima se detgr segun el método de Fryer et al.
(1998) con algunas modificaciones. La mezcla deciéa contenia, en un volumen
total de 1 ml, tampon fosfato potasico 100 mM pHEDTAN& 1 mM, NADPH 0,2
mM, glutation oxidado (GSSG) 1 mM y 70 pl del egtma que inicia la reaccion. La
absorbancia se midi6 a 340 nm a 25°C erspectrometro Perkin-Elmer Lambda 19.

De cada extracto se prepararon 4 repeticionesbjamto sin extracto.

La actividad GR se calculd utilizando el coeficeerie extincion del NADPH

(6,22 mM* cm®) y se expresé en pmol mim* PF.
e) Calculo de las actividades enzimaticas
El célculo de las actividades enzimaticas se r@akgun la siguiente ecuacion:
Actividad (umol min™) = [(A Abs min™) V V+]/(10° € d v)

Donde,A Abs min' es el incremento medio de absorbancia por minties el
volumen total de la mezcla de reaccidf,es el volumen total de extractd,es el
coeficiente de extraccion molar, d es el anchoadeubeta (1 cm), v es el volumen de

extracto en la mezcla y P@s el factor de conversion a pmoles.
5. Analisis estadistico

En todos los experimentos se utilizd un disefio detamente al azar,
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distribuyendo las macetas de forma aleatoria psupeerficie de la mesa de cultivo. Los

datos originales se sometieron a un analisis esizmlconsistente en:

a) Analisis de la varianza unifactorial o multifacedricon un minimo de tres

repeticiones por tratamiento.

b) Cuando el valoP fue significativo P< 0,05), las medias de las fuentes de
variacion se compararon mediante un test de rangtpie con un nivel de

confianza del 95% (Tukey o LSD).
c) Coeficientes de correlacion simple entre variables.

d) Coeficiente de determinacién?®, para evaluar el efecto relativo de cada
fuente de variacion por separado 6 de su interaceibre los parametros

determinados. Se calcul6 segun Ostle (1963):
»* = suma de cuadrados de una fuente de variacién/sande cuadrados total

Para la realizacion del estudio estadistico seatn los programas IBM SPSS
Statistics 19 y Statgraphics Centurion (Version X#isponibles en la Universidad de
Jaén. Los resultados se presentaron en tablas desme en graficas con el error

estandar (SE).
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Resultados y discusion

1. Evaluacion de la tolerancia a la salinidad en distitos cultivares de

O. europaea

1.1. Resultados

1.1.1. Crecimiento vegetativo

El analisis estadistico (Tabla 1.1) mostré6 queasoths fuentes de variacion
(cultivar, NaCl y su interaccion) tuvieron un efesignificativo sobre los parametros de
crecimiento determinadosP€0,05). Segun el coeficiente de determinacigf), (la
principal fuente de variacion para peso seco (RS)hdja, tallo y total, relacién
raiz/parte aérea (R/PA), elongacion de tallo, &okar (AF) total y area final de la hoja
(AFH), fue la presencia de NaCl en el medio, mastjue, para PS de raiz la principal

fuente de variacion fue el cultivar.

Tabla 1.1. Valor F y coeficiente de determinaciém?( para cultivar, salinidad y su interaccion
(cultivar x salinidad), de peso seco (PS) de higjiig, raiz y total, relacion raiz/parte aérea @®/P
elongacion de tallo, area foliar (AF) total, aréwaf de la hoja (AFH), relacion de area foliar (LAR
area foliar especifica (SLA), densidad de la hda ¥ suculencia (S) de seis cultivares de olivo
tratados con O (control) y 200 mM NaCl durante ddhanas.

Fuente de variacion

Parametro Cultivar Salinidad Cultivar x Salirdda
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
PS hoja 10,24 0,078 522,34 0,796 4,47 0,034
PS tallo 32,71 0,234 380,73 0,544 19,10° 0,136
PS raiz 44,26 0,626 57,46 0,162 2,94 0,042
PS total 21,69 0,178 420,18 0,688 4,48 0,036
R/PA 41,72" 0,111 1150,87 0,634 2,59 0,012
Elongaci6on de tallo 22,68 0,314 141,45 0,391 9,36 0,129
AF total 8,31" 0,122 225,35 0,662 2,66 0,039
AFH 8,76" 0,182 107,52 0,446 5,00 0,122
LAR 19,56 0,334 122,70 0,420 2,36 0,040
SLA 5,93" 0,311 0,61 - 1,00% -
D 438,81" 0,733 243,55 0,081 98,74 0,165
S 1,145 - 0,36 - 1,17° -

NS, * ** =*= jndican diferencias no significativa o diferencias significativas pafs0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.
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El PS de hoja, tallo y raiz, la relacion R/PA elangacién de tallo se muestran
en la tabla 1.2. Segun los valores medios para catlevar, ‘Frantoio’ fue el mas
vigoroso, ya que presenté una mayor elongacioraltte tisi como PS de hoja, tallo y
raiz. No se observaron diferencias significativd®<0(05) entre ‘Frantoio’ y
‘Cornicabra’ para estos parametros de crecimienogpto para el PS de raiz. La menor
elongacion de tallo y el menor PS de hoja, tallotsl se observaron en ‘Casta Cabra’ y
‘Picudo’, lo que indica un crecimiento menos viggwale estos cultivares respecto a los

demas.

Las plantas crecidas bajo condiciones salinas arostrmenor PS de hoja, tallo
y raiz, asi como menor elongacion de tallo quelastas control (0 mM NaCl) (Tabla
1.2). Entre estos parametros, el PS tallo mostnidgor inhibicion (78%), seguido de
la elongacion de tallo (70%), PS de hoja (67%) ydeSaiz (23%); por lo tanto, el

crecimiento del tallo fue mas sensible a la sadidique el de hoja y raiz.

Para un determinado parametro, la interaccion faigtiva (P<0,05) entre el
cultivar y la salinidad implica un comportamientibecente de los cultivares cuando
crecen en medio salino (Tabla 1.2). En presencidadgl, ‘Frantoio’ y ‘Picudo’ fueron
los que mostraron la menor inhibicion de PS hef2%6), mientras que ‘Ocal’ fue el
gue mostré la mayor inhibicidn (77%). Ademas, ‘Eicuno redujo el PS de tallo, el PS
de raiz y la elongacion de tallo cuando crecié6 eedim salino. Sin embargo,
‘Cornicabra’, ‘Frantoio’, ‘Ocal’ y ‘Picual’ inhibieon significativamente el crecimiento
del tallo por la salinidad. El PS de tallo de pdentrecidas en medio salino mostré la
mayor inhibicion en ‘Cornicabra’ (87%); en el reste cultivares la inhibicion varié
entre 70 (‘Frantoio’) y 83% (‘Ocal’). La elongaci@e tallo se inhibié un 78, 77, 72 y

61% en ‘Ocal’, ‘Cornicabra’, ‘Picual’ y ‘Frantoiotespectivamente. El crecimiento en
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medio salino produjo un incremento significativo lderelacion R/PA en todos los
cultivares (Tabla 1.2), lo que implica un desetuidi en el crecimiento, con menor
desarrollo de la parte aérea respecto a la raieulivar que mostré mayor incremento
de la relacion R/PA fue ‘Casta Cabra’ (192%), nm@nigue ‘Picudo’ fue el que mostro

menor incremento (103%).

Tabla 1.2.Peso seco (PS) de hoja, tallo y raiz, relacioripafie aérea (R/PA) y elongacion de tallo de
seis cultivares de olivo tratados con 0 (contrép® mM NaCl durante 12 semanas.

PS hoja PS tallo PS raiz R/PA Elongacién de tallo
(g plant&) (g plant&) (g plant&) (cm plant&)
Cultivar
Casta Cabra 0,869 bc 0,093 c 0,450 ¢ 0,677 b 5,42 d
Cornicabra 1,13 a 0,242 a 0,817 b 0,787 ab 19,40 a
Frantoio 1,12 a 0,220 a 1,13 a 1,08 a 16,98 ab
Ocal 1,09 ab 0,118 bc 0,744 b 0,885 ab 9,73 ¢c
Picual 1,26 a 0,152 b 0,773 b 0,724 b 13,84 b
Picudo 0,777 c 0,071 c 0,725 b 1,05a 4,48 d
Salinidad
Control 1,56 a 0,246 a 0,875 a 0,497 b 17,88 a
200 mM 0,515b 0,053 b 0,672 Db 1,24 a 5,40 b

Cultivar x Salinidad
Casta Cabra

Control 1,32 bc 0,163 de 0,476 fg 0,334¢g 7,85 de
200 mM 0,414d 0,037 f 0,430¢ 0,974 d 2,98 e
Cornicabra
Control 1,68 ab 0,431 a 0,955 b 0,446 f 31,60 a
200 mM 0,573d 0,054 f 0,680 def 1,07 c 7,20 de
Frantoio
Control 1,62 ab 0,338 b 1,27 a 0,664 e 24,42 b
200 mM 0,614 d 0,102 ef 0,994 b 1,39 ab 9,54d
Ocal
Control 1,77 a 0,202 cd 0,911 bc 0,464 f 16,00 ¢
200 mM 0,412d 0,035 f 0,576 efg 1,30 b 3,47 e
Picual
Control 1,87 a 0,241 c 0,821 bcd 0,389 fg 21,55b
200 mM 0,643d 0,063 f 0,726 cde 1,05 cd 6,12 de
Picudo
Control 1,12 c 0,103 ef 0,818 bcd 0,694 e 5,86 de
200 mM 0,433d 0,037 f 0,632 defg 1,41 a 3,10 e

En cada columna, para cada fuente de variacioniv@yl salinidad o su interaccion), las medias &I por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).

Cuando consideramos el PS total (Figura 1.1) detext una inhibicion
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significativa P<0,05) del crecimiento por la salinidad, siendo ‘Oeh cultivar que
presenté la mayor inhibicion (65%), seguido de rMGeabra’ (57%), ‘Casta Cabra’

(56%), ‘Picual’ (51%), ‘Frantoio’ (47%) y ‘Picudd46%).

g0omM E200 mM

a

bc
cde

def
15 - ef ¢ f

PS total (g planta?)
N

0,5

Casta Cabra Cornicabra Frantoio Ocal Picual Picudo

Figura 1.1. Peso seco (PS) total de seis cultivares de olatados con O (control) y 200 mM NacCl
durante 12 semanas. Lamtos son medias + SE (n=6). Las medias seguidagliptinta letra son
estadisticamente diferentes segln el test de T{fk&y05).

El AF total y el LAR mostraron diferencias intraesflicas (Tabla 1.3). El AF
total se redujo significativamente en todos logivalles por la salinidad, debido a la
inhibicion del crecimiento de la hoja y a su caieh.cv. Ocal mostré la mayor
reduccion del AF total (80%), mientras que ‘Corbiea y ‘Picudo’ fueron los que
mostraron la menor reducciongb%). Ademas, ‘Ocal’ presentd la mayor reduccién en
LAR (44%), seguido de ‘Picual’ (36%), ‘Picudo’ (3%%‘Frantoio’ (34%).

Los indices de esclerofilia, area foliar especifishA) y densidad de la hoja
(D), al igual que el indice del estrés hidricoaéadja, la suculencia (S), son parametros
de interés en plantas que crecen en condicionestdss hidrico, el cual viene implicito

en un estrés salino. La S no se afecté de fornméfisativa por el cultivar y la salinidad
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(Tablas 1.1 y 1.3). Ademas, la salinidad no inflgpdre la SLA, mientras que la D se
afectd por todas las fuentes de variacion. Soleudisvares ‘Casta Cabra’, ‘Frantoio’ y

‘Ocal’ incrementaron D un 18%, 7% y 4R®<0,05), respectivamente.

Tabla 1.3.Area foliar (AF) total, relacion de area foliar (RA, area foliar especifica (SLA), densidad
de la hoja (D) y suculencia (S) de seis cultivatesolivo tratados con 0 (control) y 200 mM NacCl
durante 12 semanas.

AF total LAR SLA D S
(cn planta’) (m* Kg™) (m* Kg™) (gKg)  (mg HO cnt)
Cultivar
Casta Cabra 51,24 b 3,57 a 6,38 ab 400,24 d 20,88
Cornicabra 82,25a 3,63 a 7,44 a 396,40d 21,49
Frantoio 61,70 b 2,36 ¢ 557b 455,70 a 22,65
Ocal 61,37 b 2,75 bc 5,33b 443,68 b 23,84
Picual 89,31 a 3,82 a 7,00 a 383,90 e 23,22
Picudo 49,96 b 2,99b 6,45 ab 434,04 c 21,26
Salinidad
Control 100,55 a 3,77 a 6,47 410,10 b 21,95
200 mM 31,39b 2,60b 6,25 427,89 a 22,50
Cultivar x Salinidad
Casta Cabra
Control 77,11d 3,95 ab 5,94 367,32 f 22,48
200 mM 25,73 e 3,19 bed 6,82 433,16 c 19,29
Cornicabra
Control 122,15 ab 4,02 ab 7,29 396,61 d 20,83
200 mM 42.35¢€ 3,25 bc 7,58 396,19d 22,15
Frantoio
Control 92,93 cd 2,85 cde 5,74 439,26 c 23,53
200 mM 31,80 e 1,87 f 5,41 472,13 a 21,77
Ocal
Control 102,37 bc 3,53 bc 5,75 435,14 c 22,73
200 mM 20,38 e 1,97 ef 4,91 452,21 b 24,96
Picual
Control 136,00 a 4,66 a 7,34 385,28 e 21,86
200 mM 42,63 e 2,98 cd 6,62 382,52 e 24,57
Picudo
Control 74,09 d 3,63 bc 6,74 436,97 c 20,26
200 mM 25,83 ¢ 2,34 def 6,16 431,12 c 22,26

En cada columna, para cada fuente de variaciétiv@yl salinidad o su interaccién), las medias &g por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).

En la figura 1.2 se representa la expansion folmmo podemos observar, la

aplicacion de NacCl redujo la expansion de la hojtodos los cultivare$2€0,05).
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Figura 1.2. Expansion de la hoja y tasa de expansion folepldntas de olivo tratadas con 0 (Control) y
200 mM NacCl. Logdatos son medias + SE (n=6). Para cada cultivendita el valor a partir del cual se
observaron diferencias significativas segin el desTukey P<0,05). La flecha indica el dia en que se
estabilizé el crecimiento de la hoja (Tuk&g0,05). Para la tasa de expansion foliar, en calfizan) las
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medias seguidas por distinta letra son significattiente diferentes segun el test de Tulke®(05).

dias en ‘Picual’, 12 dias en ‘Casta Cabra’, ‘Cahra@’ y ‘Picudo’ y, 19 dias en
‘Frantoio’. Tras 33 dias, el cultivar que redujoshh@ expansion foliar fue ‘Cornicabra’
(64%), mientras que ‘Frantoio’ y ‘Ocal’ fueron Igage menos la inhibieron (25%); una

inhibicion intermedia mostraron ‘Picudo’ (32%), ‘Ga Cabra’ (34%) y ‘Picual’ (34%).
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En plantas crecidas en condiciones de estrés sa&linmuimero de dias necesario para
que la hoja alcance el area final (AFH) varié emcfan del cultivar; en unos cultivares
descendié moderadamente (‘Frantoio’, 3 dias), aegedrasticamente (‘Cornicabra’,
10 dias), aumenté (‘Ocal’ y ‘Picudo’, 4 dias) o se modifico (‘Casta Cabra’ y
‘Picual’). Por tanto, la tasa de expansion foligig(ra 1.2) se inhibié en todos los
cultivares P<0,05), siendo ‘Cornicabra’ el que mostro la mayahnibicion (58%),

mientras que ‘Frantoio’ fue el que menos se inh{BE%).

1.1.2. Contenido de nutrientes

Atendiendo al analisis estadistico (Tabla 1.4)pracipal fuente de variaciéon

para el contenido de carbono (C), nitrégeno (Nglsaion C/N fue el cultivar.

Tabla 1.4. Valor F y coeficiente de determinacién?( para cultivar, salinidad y su interaccién
(cultivar x salinidad), de contenido de carbono, (@ir6égeno (N), sodio (N3, potasio (K) y calcio
(Ca™) y relacion C/N y K/Na" en hoja y raiz de seis cultivares de olivo trasacti 0 (control) y 200
mM NacCl durante 12 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Cultivar Salinidad Cultivar x Salirdda
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
C hoja 33,05 0,502 33,60 0,102 21,26 0,323
N hoja 100,97 0,659 158,43 0,103 15,78" 0,060
CIN hoja 98,00 0,590 184,15" 0,222 26,33" 0,159
C raiz 22,24 0,631 7,51 0,043 6,69 0,190
N raiz 16,85 0,589 5,20 0,036 5,90 0,207
C/IN raiz 18,70" 0,591 12,81 0,081 5,56 0,176
Na' hoja 12974,32 0,192 210413,02° 0,623 12432,34" 0,184
K* hoja 747,87 0,363 3845,87" 0,373 537,43" 0,261
cd*hoja 2803,97 0,321 26393,89" 0,605 633,90~ 0,072
K*/Na" hoja 300,27 0,151 6886,98" 0,691 311,30° 0,156
Na'raiz 2931,63 0,059 195285,06° 0,875 2655,69" 0,066
K* raiz 1025,08 0,253 10600,16 0,523 904,38 0,223
ce* raiz 14740,26 0,319 77076,75 0,333 16104,56 0,348
K*/Na' raiz 209,91 0,070 12893,88 0,863 194,56 0,065

NS, * ** =*= jndican diferencias no significativa o diferencias significativas pafs0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

La concentracion de C en hoja fue mayor que enaaitdos los cultivares
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(Tabla 1.5). En relacion al efecto de la salinideldC descendio en hoja y aumenté en
raiz, mientras que en el caso del N ocurrio alremiat sin embargo, la relacion C/N

aumentd en ambos érganos un 11%, aproximadamente.

Tabla 1.5.Contenido de carbono (C) y nitrogeno (N), y relad@N en hoja y raiz de seis cultivares
de olivo tratados con 0 (control) y 200 mM NaClahte 12 semanas.

C N CIN
Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
Cultivar
Casta Cabra  48,53d 4397 b 2,41b 2,33d 20,15 b 18,93 a
Cornicabra 49,49 ab 44,36 ab 2,13 cd 3,13 a 23,30 a 14,29d
Frantoio 48,64 d 44,95 a 2,06d 2,62 bc 23,70 a 17,26 b
Ocal 49,11 c 44,51 ab 2,20c 2,53 cd 22,88 a 17,77 ab
Picual 49,18 bc 44,18b 2,78 a 2,33d 17,73 ¢ 18,93 a
Picudo 49,52 a 42,61 c 2,09 cd 2,77b 23,72 a 15,58 ¢
Salinidad
Control 49,25 a 4390b 2,14 b 2,69 a 20,55 b 16,50 b
200 mM 48,90 b 44,29 a 2,42 a 255b 23,29 a 17,76 a
Cultivar x Salinidad
Casta Cabra
Control 49,16 abc 44,28 bc 2,40 cde 2,43 cd 20,44 cd 18,26 b
200 mM 47,89 e 43,66 Cc 241 cd 2,23d 19,87 de 19,60 a
Cornicabra
Control 49,68 a 44,05 bc 2,29 def 290b 21,68 bc 15,22 de
200 mM 49,30 ab 44,66 bc 1,98 h 3,37 a 24,93 a 13,37 f
Frantoio
Control 48,34 de 44,90 a 2,21 ef 2,86 b 21,88 bc 15,71 cd
200 mM 4894 bc 45,00 a 1,92 h 2,39 cd 25,53 a 18,81 ab
Ocal
Control 49,05bc 44,62 bc 2,52 bc 2,75b 19,44 de 16,23 cd
200 mM 49,18 abc 44,40 bc 1,87 h 2,31d 26,32 a 19,30 ab
Picual
Control 49,61 a 43,92 bc 2,89 a 2,29d 17,15f 19,17ab
200 mM 48,74 cd 44,43 bc 2,67b 2,38cd 18,30 ef 18,69 ab
Picudo
Control 49,66 a 41,65d 2,19fg 2,90b 22,68 b 14,39 ef
200 mM 49,39ab 4356¢ 1,94 gh 2,63 bc 24,76 a 16,77 ¢

En cada columna, para cada fuente de variacioni@yl salinidad o su interaccion), las medias &kagipor
distinta letra son estadisticamente diferentesrsebtest de TukeyR<0,05).

La interaccion entre cultivar y salinidad fue siigativa (Tabla 1.4), por tanto,
se observaron diferencias en la respuesta a lasidzali entre diferentes cultivares. En

raiz de plantas crecidas en medio salino, el caidede C aument6P0,05) en
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‘Picudo’, mientras que el de N se incrementd enrn@abra’ (16%) y descendid en
‘Frantoio’ y ‘Ocal’ (r16%). En hoja, el contenido de C aumentd por laisald en
‘Frantoio’ (1%) y descendio en ‘Casta Cabra’ y (RIiE, mientras que, el contenido de
N descendioR<0,05) en ‘Cornicabra’ (13%), ‘Frantoio’ (13%), ‘Qté6%) y ‘Picual’
(8%). Por tanto, con 200 mM NaCl, aumento el Nan de ‘Cornicabra’ y el C en raiz
de ‘Picudo’ y en hoja de ‘Frantoio’.

El andlisis estadistico multifactorial de los @mitlios de N3 K* y C&* vy,
relacion K/Na" de hoja y raiz se muestran en la tabla 1.4. Emrggnla principal
fuente de variacién fue la salinidaekQ,001), excepto para el €an raiz, en el que las
tres fuentes de variacién tuvieron un efecto simflg=0,319, 0,333 y 0,348 para
cultivar, NaCl y su interaccion, respectivamei®€0,001). En el caso del'ken hoja es
importante destacar que cultivar y NaCl influyers forma semejante; 40,363 y
0,373 para cultivar y NaCl, respectivameiie(,001).

La acumulacion de diferentes iones en los 6rgdada planta se determiné para
conocer el efecto de la sal sobre la homeostasisadEntre los cultivares estudiados,
se observaron diferencias significativ@®@,05) en la acumulacion de Nan raiz y
hoja (Tabla 1.6). La concentracion de’Na hoja mostr6 los niveles mas elevados en
‘Picual’ (1,35%) y los mas bajos en ‘Ocal’ (0,302%)ientras que en raiz, ‘Picudo’
mostro los niveles mas elevados (2,71%) vy, ‘PicyaFrantoio’ los mas bajos (1,56 y
1,59%, respectivamente).

El crecimiento en medio salino trajo consigo urréntento de la concentracion
de Nd& en raiz y hojaR<0,001), aunque dicho incremento fue distinto paadac
cultivar. Asi, el N& aumentdé mas en hoja que en raiz en ‘CornicabRicual’,

‘Frantoio’ y ‘Casta Cabra’, mientras que en ‘OcalPicudo’, la concentracion de Na

81



Evaluacioén de la tolerancia a la salinidad en distis cultivares

aumentd mas en raiz que en hoja.

Tabla 1.6.Contenido de sodio (N potasio (K) y calcio (C&") en hoja y raiz de seis cultivares de
olivo tratados con 0 (control) y 200 mM NaCl due&P semanas.

Na' K* ca’
Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
Cultivar
Casta Cabra 0,874 b 2,16 ¢c 1,66 a 1,07d 0,403 b 1,95b
Cornicabra 0,571 c 2,22 b 1,28d 2,07 a 0,359 ¢ 2,48 a
Frantoio 0,544 d 1,59e 1,34 c 1,08d 0,282 f 1,34d
Ocal 0,302 f 1,72d 1,30d 0,627 e 0,298 e 0,760 f
Picual 1,35a 1,56 e 1,14 e 1,44 b 0,514 a 1,17 e
Picudo 0,467 e 2,71 a 1,42b 1,28 ¢ 0,341d 1,67 c
Salinidad
Control 0,066 b 0,493 b 1,52 a 1,90 a 0,472 a 2,13 a
200 mM 1,30 a 3,50 a 1,20 b 0,627 b 0,260 b 0,994 b
Cultivar x Salinidad
Casta Cabra
Control 0,076 gh 0,752 f 1,96 a 1,69c 0,542 b 3,01b
200 mM 1,67b 3,58b 1,36 e 0,440¢ 0,264 h 0,889h
Cornicabra
Control 0,027 0,816 e 1,38 de 3,58 a 0,521 ¢ 4,02 a
200 mM 1,11 ¢ 3,63b 1,01f 0,570 f 0,198 i 0,945¢g
Frantoio
Control 0,043 0,458 g 1,47 c 1,54d 0,366 g 1,63d
200 mM 1,04d 2,73 d 1,22 f 0,616 f 0,198 i 1,05f
Ocal
Control 0,070 h 0,154 i 1,38 de 0,836 e 0,411 f 0,768 i
200 mM 0,533 f 3,28 ¢ 1,23 f 0,417 g 0,186 | 0,752
Picual
Control 0,088 gh 0,384 h 152b 2,06 b 0,566 a 1,79¢c
200 mM 2,62 a 2,74d 0,751 ¢ 0,816 e 0,461d 0,550 j
Picudo
Control 0,094 g 0,395 h 1,42 cd 1,67c 0,425 e 1,57 e
200 mM 0,840 e 5,03 a 1,43 ¢ 0,904 e 0,257 h 1,78 ¢

En cada columna, para cada fuente de variacioni@ul salinidad o su interaccién), las medias &gl por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).

Ademas, segun los valores obtenidos al calculeot@entracion de Naen hoja
respecto a la de raiz (Figura 1.3), podemos divair cultivares en tres grupos. El
primer grupo incluye solo a ‘Picual’, el cual mdstma concentracion similar de Nen
hoja y raiz. El segundo grupo incluye cultivarese gacumulan Na a altas

concentraciones en la raiz, pero que incrementala’'enas en hoja que en raiz (Tabla
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1.6). Estos cultivares son ‘Casta Cabra’, ‘Corniaap ‘Frantoio’, los cuales mostraron
una concentracion de Neen hoja respecto a la de raiz de 47%, 31% y 38%,
respectivamente. El tercer grupo incluye ‘OcalPycudo’, los cuales se caracterizaron
por una importante acumulacion de*Nm la raiz y una gran inhibicién del transporte
de éste a la hoja. Por tanto, ‘Picudo’ y ‘Ocal’ tnaon los mecanismos mas efectivos

de exclusién de Nacon 200 mM NacCl.
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Figura 1.3. Porcentaje de concentracion de sodioN@ hoja (%PS) comparado con la concentracion
de sodio (N en raiz (%PS), de seis cultivares de olivo tr@satbn 200 mM NaCl durante 12 semanas.
Los datos son medias + SE (n=3). Las medias seguidadigtonta letra son estadisticamente diferentes
segun el test de Tukey<®@,05).

En contraste, la salinidad produjo un descensa dericentracion de’ken hoja
y raiz P<0,001), siendo este descenso mucho mayor en raiabsorcion de Kse
inhibi6é por el tratamiento salino en todos los igaltes. En ‘Picudo’ el descenso de la
absorcion de K sélo se manifestd significativamentB<(,001) en raiz, donde la
concentracion de Kdescendié un 46%. Entre el resto de cultivaresalGue el que

manifesto la menor reduccién tanto en hoja como (E1% y 50%, respectivamente).
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En los otros cultivares, el descenso deoKcilé entre el 50 y 84% en raiz, y entre el 17
y 51% en hoja.

La relacion K/Na" descendio de forma significativa por el NaCl (Fagul.4 y
1.5). Este descenso fue mayor en raiz que en mojplamtas de ‘Ocal’ y ‘Picudo’
crecidas con 200 mM NaCl. Ademas, ‘Ocal’ y ‘Picudmstraron el menor descenso de
la relacién K/Na'" en hoja £88%), mientras que ‘Picual’ registré mayor (98%jgaial
que ‘Cornicabra’.

El contenido de G4 mostré una respuesta diferente a la salinidadiecidn del
cultivar y del 6rgano (Tabla 1.6). El €alescendié en todos los cultivares, excepto en
raiz de ‘Ocal’, donde no se redujo respecto a atambntrol. En raiz de ‘Picudo’

aumento un 13%4<0,001).

O0mM E200 mM
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Figura 1.4. Relacion K/Na" en hoja de seis cultivares de olivo tratados cérofitrol) y 200 mM NaCl
durante 12 semanas. Lamtos son medias + SE (n=3). Las medias seguidagliptinta letra son
estadisticamente diferentes segun el test de T{ik®y05).

84



Resultados y discusion
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Figura 1.5. Relacion K/Na" en raiz de seis cultivares de olivo tratados c¢eo@trol) y 200 mM NacCl
durante 12 semanas. Lamtos son medias + SE (n=3). Las medias seguidagliptinta letra son
estadisticamente diferentes segln el test de T{fk&y05).

1.1.3. Intercambio gaseoso

La tasa de asimilacion net®,] se vio influenciada principalmente por la
salinidad 4°=0,384;P<0,001) y el cultivar f#°=0,221;P<0,001) (Tabla 1.7). Segun los
valores medios para salinidad, Pa se redujo un 40% por la aplicacion de 200 mM
NacCl respecto a plantas control (Tabla 1.8). Lamganacion de los valores medios de la
interaccion entre cultivar y NaCl (Tuke#?<0,05), revel6é que, en plantas control (O
mM), ‘Casta Cabra’ y ‘Frantoio’ mostraron los vasrmas elevados d#& (11,12 y
11,31 pmol COm? s, respectivamente) (Tabla 1.8). En todos los caréig descendié
la P, por la salinidad, siendo ‘Frantoio’ el que modaémayor inhibicion (57%). Por
otro lado, ‘Casta Cabra’ solo redujoRa un 20% en medio salino, alcanzando valores
similares P<0,05) a los que se detectaron para ‘Cornicabr&alQ‘Picual’ y ‘Picudo’

cuando crecieron en ausencia de NaCl. La inhibicié laP, por la salinidad oscilo
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entre un 25% y 43% para el resto de cultivares.

Tabla 1.7. Valor F y coeficiente de determinaciém?( para cultivar, salinidad y su interaccién
(cultivar x salinidad), de tasa de asimilacion €%, conductividad estomaticgg, transpiracion (E),
concentracion interna de GQCi) y eficiencia fotosintética en el uso del ageno (PNUE) de seis
cultivares de olivo tratados con 0 (control) y 2001 NaCl durante 12 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Cultivar Salinidad Cultivar x Salirdda
Valor F 0 Valor F 0 Valor F n

P, 8,26 0,221 72,02 0,384 2,79 0,074

Os 10,22™ 0,160 192,18 0,602 3,15 0,049

E 12,76" 0,156 241,73 0,593 8,40" 0,103

Ci 18,22" 0,390 36,15 0,155 9,28 0,200

PNUE 7,87 0,226 58,77 0,337 3,21 0,092

NS, * **, *** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun el estudio estadistico (Tabla 1.7) de lassd#e conductividad estomatica
(g9, la principal fuente de variacién fue la salinda®=0,602;P<0,001). El analisis de
la varianza multifactorial mostré un drastico destede lags en plantas crecidas en
medio salino (82%). El cultivar que mostré valoreds elevados dg; fue ‘Frantoio’

(167,53 mol HO m*sY).

La interaccion positiva entre cultivar y salinidad manifesté en una gran
variabilidad en la respuesta dedaal NaCl entre los cultivares estudiados; ‘Picual’
mostro la mayor inhibicidn (90%) y, ‘Cornicabra’Rrantoio’ la menor£76%), a pesar
de que ‘Frantoio’ mostro los niveles mas elevadogs@n plantas control (270,02 mol
H,O m? s%). ‘Casta Cabra’, ‘Ocal’ y ‘Picudo’ redujeron sgen un porcentaje similar

(=84%).

En lo que respecta a la transpiracion (E), si rexgramos en el cultivar, se
pueden diferenciar 2 grupos (Tabla 1.8); ‘Castar&alCornicabra’ y ‘Picual’ con una

E alta (1,94-1,57 mmol # m? s%), frente a ‘Frantoio’, ‘Ocal’ y ‘Picudo’ que
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mostraron una E baja (1,09-0,677 mmeDHN? sY). La salinidad redujo la E de forma
similar a lags (82%), siendo ésta la principal fuente de variaci=0,593;P<0,001;

tabla 1.7). La interaccion entre ambas fuentes a®acion, mostr0 que la mayor
inhibicion de la E por el estrés salino la presaitov. Picual (88%); en el resto de los

cultivares la inhibicion oscilé entre 72% (‘Corntica’) y 87% (‘Casta Cabra’).

Tabla 1.8. Tasa de asimilacion netaP., conductividad estométicagy, transpiracion (E),
concentracion interna de GQCi) y eficiencia fotosintética en el uso del ageno (PNUE) de seis
cultivares de olivo tratados con 0 (control) y 2001 NaCl durante 12 semanas.

P, Os E Ci PNUE
(umol €@ m?sY (mmol KO m?s?) (mmol KO m?sY) (umol CG mol?) (LmolCQ, s'molt N)
Cultivar
Casta Cabra 10,02 a 90,87 b 1,94 a 286,14 ¢ ,66326
Cornicabra 5,68 c 73,76 b 1,57 ab 642,99 a 25,24 bc
Frantoio 8,23 b 167,53 a 0,677 c 634,00 a 29,09 b
Ocal 5,98 ¢c 69,14 b 1,09 bc 499,04 ab 19,97 ¢
Picual 7,53b 88,01 b 1,77 a 382,12 bc 26,34 b
Picudo 7,08 bc 74550 0,851 c 370,60 bc 29,02 b
Salinidad
Control 9,25a 159,53 a 2,24 a 384,22 b 33,86 a
200 mM 559b 28,42 b 0,397 b 554,08 a 21,58 b

Cultivar x Salinidad
Casta Cabra

Control 11,12 a 157,23 b 3,43 a 338,23 d 38,19 ab
200 mM 8,92 Db 24,50d 0,457 e 234,06 d 35,12 ab
Cornicabra

Control 8,01 bc 120,88 bc 2,45Db 457,82 cd 35v2 a
200 mM 5,65 de 27,25d 0,679 de 793,24 ab 14,77 e
Frantoio

Control 11,31 a 270,02 a 1,29 cd 413,26 cd 38,86 a
200 mM 4,87 de 64,89 cd 0,191 e 854,75 a 19,32 de
Ocal

Control 7,64 bc 119,76 bc 1,79 c 394,96 cd 24dl9 c
200 mM 433 e 18,29d 0,394 e 603,11 bc 15,74 e
Picual

Control 8,60b 160,03 b 3,15a 378,52 cd 30,37 bc
200 mM 6,46 cd 15,71d 0,391 e 385,71 cd 22,30 de
Picudo

Control 8,81b 128,69 bc 1,54 c 322,52 d 35,82 ab
200 mM 5,34 de 20,42 d 0,266 e 418,68 cd 22,22 de

En cada columna, para cada fuente de variacioti@yl salinidad o su interaccion), las medias &gl por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).

87



Evaluacioén de la tolerancia a la salinidad en distis cultivares

Los valores de la concentracion interna de, @Qi) vinieron condicionados
principalmente por el cultivary$=0,390; P<0,001) (Tabla 1.7). Segin el cultivar,
‘Cornicabra’, ‘Frantoio’ y ‘Ocal’ presentaron losveles mas elevados de ¢(rabla
1.8). La interaccion entre cultivar y salinidade® 2 tipos de respuesta ante el estrés
salino; ‘Casta Cabra’, ‘Ocal’, ‘Picual’ y ‘Picudaio modificaron la Ci, mientras que
‘Cornicabra’ y ‘Frantoio’ la aumentaron. Es imparta destacar que en el analisis
estadistico multifactorial, los valores medios paatinidad aumentaron un 44% en

plantas crecidas con 200 mM NacCl.

La eficiencia fotosintética en el uso del nitrégéROIUE) estuvo condicionada
(Tabla 1.7) por la salinidad¥0,337;P<0,001) y el cultivar #°=0,226;P<0,001). El
cultivar que mostré una mayor PNUE fue ‘Casta Cal3%,66 umol CQ, s* mol* N).

En general, el estrés salino descendié la PNUE )368% embargo, la interacciéon
positiva entre cultivar y salinidadP€0,001) manifesté una respuesta diferente al estrés
salino entre los cultivares. En ‘Casta Cabra’ necdadio la PNUE de forma
significativa P<0,05), al contrario de lo que ocurri6 en el rest aliltivares; en
‘Cornicabra’ se redujo un 59%, seguido de ‘Frant(®%), ‘Picudo’ (38%), ‘Ocal’

(35%) y ‘Picual’ (27%).
1.1.4. Pigmentos fotosintéticos

El contenido de pigmentos fotosintéticos, clorofda(G), clorofila b (G),
carotenoides (Car) y clorofila total {G), asi como la relacién clorofila
total/carotenoides (L/Car), se muestra en la tabla 1.10. Atendiendo salide
estadistico (Tabla 1.9), la principal fuente dela@dn fue la presencia de sal en el

medio.
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Resultados y discusion

Tabla 1.9. Valor F y coeficiente de determinacién?), para cultivar, salinidad y su interaccién
(cultivar x salinidad), de contenido de clorofild@), clorofila b (G), carotenoides (Car) y clorofila
total (G Y, relacion clorofila total/carotenoides (gCar) en hoja de seis cultivares de olivo tratados
con 0 (control) y 200 mM NaCl durante 12 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Cultivar Salinidad Cultivar x Salinidad
Valor F e Valor F 7 Valor F 7

Ca 48,18 0,269 448,73 0,502 33,70 0,188

Co 50,37" 0,278 454,53" 0,502 32,76" 0,181

Car 44,95" 0,292 363,94" 0,473 29,09 0,189

Casb 48,86 0,271 452,12" 0,502 33,50 0,186

Ca/Car 16,89" 0,103 641,46 0,783 11,49 0,070

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Entre los seis cultivares estudiados, ‘Picual’ yicudo' fueron los que
presentaron mayor y menor nivel de pigmentos fotés8cos respectivamente (Tabla
1.10). El contenido de ££G;, Car y G+ Y Cas/Car descendio por la salinidad en todos

los cultivares.

En presencia de sal, el cultivar Picual fue el ouagor descenso mostro e, C
Cp, Car y Gsp (57%, 55%, 52% y 57%, respectivamente) seguido'@asta Cabra’,
‘Picudo’, ‘Frantoio’, ‘Cornicabra’ y ‘Ocal’. La salidad no afecté al contenido dg €
Car en ‘Ocal’. La relacién £yCar descendio un 10% en ‘Picual’ seguido de ‘Ricud

(8%), ‘Casta Cabra’ (6%), ‘Frantoio’ (6%), ‘Cornlra’ (5%) y por ultimo ‘Ocal’ (4%).
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Tabla 1.10.Contenido de clorofila a (& clorofila b (G), carotenoides (Car), clorofila total £&) vy
relaciéon clorofila total/carotenoides {@Car) en hoja de seis cultivares de olivo tratados 0
(control) y 200 mM NaCl durante 12 semanas.

Ca (o Car Casb C..f/Car
(mg g' PS) (mg g' PS) (mgg'PS)  (mgg'PS)
Cultivar
Casta Cabra 2,08b 0,827 b 0,653 b 290b 4,40 a
Cornicabra 1,78 c 0,683 ¢ 0,568 ¢ 2,46 c 4,33 bc
Frantoio 1,76 c 0,701 c 0,567 ¢ 2,46 c 4,31 bc
Ocal 1,75¢ 0,690 c 0,569 ¢ 2,44 c 4,28 cd
Picual 2,43 a 0,931 a 0,758 a 3,36 a 4,36 ab
Picudo 1,32d 0,506 d 0,428 d 1,83d 4,29d
Salinidad
Control 2,32 a 0,900 a 0,717 a 3,22 a 4,47 a
200 mM 1,39b 0,546 b 0,463 b 1,94b 4,17b
Cultivar x Salinidad
Casta Cabra
Control 2,78 b 1,11 b 0,858 b 3,90b 4,54 ab
200 mM 1,37 ef 0,542 e 0,447 fg 1,91 ef 4.27d
Cornicabra
Control 2,02c 0,769 ¢ 0,629 cd 2,79c 4,44 bec
200 mM 154 e 0,596 e 0,501 ef 2,13 e 4,21 de
Frantoio
Control 2,10 ¢ 0,846 c 0,663 c 295¢ 4,44 bc
200 mM l41e 0,556 e 0,470 f 197e 4,18 de
Ocal
Control 1,95 cd 0,761 cd 0,619 cde 2,71 cd 4,37 c
200 mM 1,55e 0,620 de 0,519 def 2,17 e 4,18 de
Picual
Control 341a 1,29 a 1,02 a 4,70 a 4,59 a
200 mM 1,45e 0,575 e 0,491 f 2,03 e 4,13 ef
Picudo
Control 1,63 de 0,626 de 0,511 ef 2,25 de 441 c
200 mM 1,02 f 0,387 f 0,345¢ 141f 4,06 f

En cada columna, para cada fuente de variaciotiv@yl salinidad o su interaccion), las medias &kagipor
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).

1.1.5. Metabolitos e indicadores del estrés en la hoja

Los datos indicaron variabilidad significativ&<Q,05) entre cultivares para
azucares, proteina, aminoacidos, prolina, fenoliedets y grupos tiol, siendo el cultivar

la principal fuente de variacion en todos los c43ablas 1.11y 1.12).
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Tabla 1.11. Valor F y coeficiente de determinaciéop?), para cultivar, salinidad y su interaccién
(cultivar x salinidad), de contenido de azUcare®tgina, aminoacidos, prolina, fenoles totales y
grupos tiol en hoja de seis cultivares de olivdatas con 0 (control) y 200 mM NaCl durante 12
semanas.

Fuente de variacion

Parametro Cultivar Salinidad Cultivar x Salirdda
Valor F e Valor F e Valor F e
Azlcares 38,41 0,617 58,07 0,187 4,99 0,080
Proteina 9842,8% 0,900 632,22" 0,011 972,35" 0,089
Aminoécidos 40,33 0,625 72,36 0,224 2,51 0,039
Prolina 27,06 0,643 10,36 0,049 576" 0,137
Fenoles totales 892,45 0,877 32,63" 0,010 106,72" 0,105
Grupos tiol 2096,1T 0,627 2987,96" 0,179 638,77 0,191

NS, * ** =*= jndican diferencias no significativa o diferencias significativas pafs0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun el andlisis multifactorial (Tabla 1.12), &irsdad provoco un descenso
en todos los parametros excepto en el conteniderddes totales, el cual aument6 un
5%. En lo que respecta al contenido de azucaresini€abra’ mostréo el mayor
descenso (32%), mientras que en ‘Frantoio’ y ‘Hicoa se afectd. El contenido de
proteina, mostr6 mayor variabilidad entre cultigaren respuesta a la salinidad:
descendi6 en ‘Frantoio’ (33%), ‘Picudo’ (25%) y a Cabra’ (16%), no se afecto en
‘Cornicabra’, y aumenté en ‘Ocal’ (27%) y ‘Picual64%). De forma similar, el
contenido de fenoles, aumentod por la salinidadReantoio’, ‘Ocal’ y ‘Picual’, no se
afectd en ‘Cornicabra’ y disminuyé en ‘Casta Calyr&Picudo’. El efecto de la sal en el
contenido de prolina sdlo fue significative<0,05) en ‘Casta Cabra’ y ‘Frantoio’ con
una reduccion del 42 y 55%, respectivamente; nasntjue, en el contenido de
aminoacidos, el efecto de la sal fue significawotodos los cultivares, siendo ‘Picudo’
el que mostré el menor descenso (11%). Finalmehtegntenido de grupos tiol no se
afectdé por la salinidad en ‘Cornicabra’ y ‘Ocal’iamtras que en ‘Casta Cabra’,

‘Picual’, ‘Picudo’ y ‘Frantoio’ descendio un 34, 222 y 11%, respectivamente.
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Tabla 1.12 Contenido de azUcares, proteina, aminoacidoolngr fenoles totales y grupos tiol en
hoja de seis cultivares de olivo tratados con @ttot) y 200 mM NaCl durante 12 semanas.

Azlcares Proteina Aminoacidos Prolina Fenoles totales Grupos tiol
(mgg'PS) (mgg'PS) (gg'PS) (Mgg'PS) (mgd'PS) (nmol g'PS)
Cultivar
Casta Cabra 24,69c 3,05d 166,21 a 64,48 b 22,36 d 142,65 a
Cornicabra 44,00 a 3,42 c 147,47 a 79,32 b 24,23 ¢ 108,05 ¢c
Frantoio 25,73 ¢ 8,26 a 142,80 a 40,80 ¢ 36,96a ,1398
Ocal 39,83 a 391b 82,79Db 69,80 b 36,99 a 91,19 e
Picual 29,39 bc 1,42 f 167,90 a 102,19 a 17,21e 5,2112b
Picudo 32,09b 2,26 e 97,03 b 69,42 b 31,12 b 86,22
Salinidad
Control 36,53 a 3,97 a 153,65 a 76,05 a 2751b , 1518
200 mM 28,72 b 3,47b 114,42 b 65,95 b 28,78 a 198,0
Cultivar x Salinidad
Casta Cabra
Control 28,21 cdef 3,31e 185,50 ab 81,71 abc 24,79 172,04 a
200 mM 21,16g 2,79 f 146,92 def 47,25 de 19,93g 13,alc
Cornicabra
Control 52,40 a 3,50d 175,38 abc 82,79 abc 23,39f 108,23 d
200 mM 35,59 bed 3,35de 119,57 fgh 74,84 bc 26,08 108,04 d
Frantoio
Control 25,76 fg 9,89 a 160,04 cde 56,20 cd 32,55d 103,58 e
200 mM 25,71 1fg 6,62 b 125,56 fg 25,40 e 41,37 a 598
Ocal
Control 44,33 ab 3,45 de 99,68 gh 64,42 cd 35,69 ¢ 90,38 ¢
200 mM 35,34 cd 4,38 ¢ 65,911 75,18 bc 38,30 Db 598,
Picual
Control 31,61 cde 1,07 198,63 a 100,64 ab 14,67 h 145,02 b
200 mM 27,17 def 1,76 i 137,17 ef 103,75 a 19,75g 105,40 de
Picudo
Control 36,84 bc 2,58 ¢ 102,69 gh 70,56 cd 33,96 ¢cd 96,86 f
200 mM 27,34 def 1,93 h 91,38 hi 68,28 cd 28,28e 5,6Th

En cada columna, para cada fuente de variacioni@ul salinidad o su interaccién), las medias &gl por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest de TukeyP<0,05).
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Tabla 1.13.a. Matriz de correlaciones entre las variables estizdia

PStallo PSraiz PStotal R/PA Elongacion  AF totalLAR AFH SLA D S Choja Nhoja C/Nhoja Craiz
PShoja 0,854 0,538 0,953° -0,900° 0,823 0,978" 0,741 0,822° 0,20 -0,334° -0,084" 0,324 0,586 -0,577 0,011®
PS tallo 0,670 0,920 -0,726° 0,966~ 0,858" 0,528  0,8904" 0,174° -0,239° -0,083° 0,228 0,309 -0,329"° 0,149
PS raiz 0,758 -0,213° 0,719 0,500 -0,0148 0,697 -0,008° 0,297 0,128 0,053 -0,003° -0,008* 0,250"°
PS total -0,77 0,910 0,927" 0,566 0,890” 0,128 -0,169"° -0,028" 0,248 0,437 -0,439° 0,113°
R/PA -0,641" -0,889" -0,888" 0,639 -0,332° 0,537 0,228 -0,208° -0,656 0,678 0,128
Elongacion 0,850 0,494  0,860" 0,249 -0,198° -0,064"° 0,212 0,338° -0,337° -0,248
AF total 0,811 0,819 0,362 -0,416° -0,150' 0,398 0,619 -0,596 -0,049'
AFH 0,01%¢ -0,218° -0,026° 0,223 0,401 -0,39P¢ 0,050°
LAR 0,678 -0,720° -0,388" 0,343 0,746° -0,735  -0,297"°
SLA -0,605 -0,528° 0,262 0,414 -0,400° -0,323¢
D -0,04%° -0,262° -0,607 0,599 -0,008'
S -0,01% -0,074 0,124 0,541¢
C hoja -0,08§ 0,160  -0,351¢
N hoja -0,986  -0,061"
CIN hoja 0,065

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 1.13.b. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

Nraiz C/Nraiz Nhhoja K hoja C& hoja K/Na hoja Ndraiz Kraiz C&raiz KINa raiz P, O E Ci
PS hoja 0,16% -0,227* -0,703 0,463 0,787 0,811 -0,903" 0,718 0,513® 0,951 0,625 0,809 0,827 -0,339"
PS tallo 0,257 -0,298  -0,632 0,353 0,631 0,959™ 0,743  0,857" 0,709 0,747 0,563 0,780 0,643 -0,178'
PS raiz 0,36% -0,379° -0,363° -0,111° 0,247 0,511 -0,513%  0,368° 0,114 0,494 0,202 0,645 0,046  0,218%
PS total 0,25 -0,308 -0,668 0,329 0,659 0,838" -0,867" 0,710° 0,478 0,889" 0,571 0,856 0,655 -0,190'¢
R/PA -0,138% 0,198 0,604 -0,572 -0,845" -0,771 0,879" -0,682 -0,552° -0,853" -0,780° -0,727° -0,008" 0,522°
Elongacion  0,25% -0,269° -0,53 0,196" 0,548 0,863 -0,662  0,792° 0588 0,717 0,419 0,697 0,551"  -0,062*
AF total 0,19 -0,247° -0,651 0,401 0,813 0,803 -0,858" 0,797 0,558 0,937 0,578 0,745 0,831  -0,328'¢
AFH -0,058" -0,014° 0,577 0,318 0,678 0,808" -0,784" 0,782 0,579 0,743 0,558 0.803" 0,612 -0,213%
LAR 0,143 0,198 -0,387° 0,433 00,8377 0,554 -0,659 0,659 0,507 0,737 0,600 0457 0,858" -0,516°
SLA 0,389 -0,387° 0,124 -0,072° 0,368 0,153 0,060 0,423 0,278 0,219 0,132 -0,042° 0,290  -0,178°
D -0,077 0,058  -0,060° -0,189° -0,694 -0,283'¢ 0,222  -0,438"° -0,438° -0,199° -0,720 -0,108* -0,637 0,328'¢
S -0,1f 0,189 0,138 -0,32f° -0,087° -0,140 0,079  -0,282° -0,311° -0,199" -0,281° -0,029" -0,171  0,249"°
C hoja 0,330° -0,388" -0,484° 0,181 0,320° 0,252 -0,222% 0,508 0,448 0,400 -0,243% 0,030 0,429  0,191%
N hoja -0,330° 0,291 0,048 0,070 0,796 0,244 -0,517° 0,322 0,089 0,574" 0,500 0,302 0,579 -0,629
CIN hoja 0,308° -0,259 -0,061° -0,098° -0,787°  -0,284* 0,527 0,318 -0,103* -0,533¢ -0,588 -0,338° -0,558° 0,697
C raiz -0,064° 0,228 0,159  -0,173° -0,211° 0,013¢ 0,108  -0,219 -0,148 -0,234* 0,168 0,033  -0,102* 0,508
N raiz -0,980" -0,271°  -0,024° -0,093° 0,291¢ 0,118 0,214 0,170 0,194 -0,022 0,181 0,003 0,297¢
CIN raiz 0,33%°  -0,032° 0,002 -0,352¢ 0,198  -0,298' -0,233° -0,290'"° -0,054 0,237 -0,051° -0,167¢
Na" hoja -0,745  -0,337° -0,685 0,649 -0,552" -0,551¢ -0,725 0,421 -0,705 -0,648 0,098'
K* hoja 0,362 0,479 -0,414% 0,378 0,596 0,410 0,632 0,571 0,702 -0,329"
Cc&" hoja 0,653 -0,746"  0,740° 0,580 0,729 0,655 0,559 0,845"  -0,601
K*/Na" hoja -0,735 0,882 0,807 0,724 0,633 0,754 0,692 0,291
Na' raiz -0,607 -0,388"  -0,896" -0,694 -0,826" -0,753°  0,338"°
K* raiz 0,890 0,669 0,471 0,552 0,710 -0,282'¢
ca* raiz 0,41% 0,448 0,436 0,681 -0,218'¢
K*/Na' raiz 0,58% 0,727 0,747 -0,403'
P, 0,807 0,640 -0,667
0 0,623 -0,290'
E -0,38%

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla1.13.c.

Matriz de correlaciones entre las variables estladia

PNUE Ca G Car Gt C./Car Azlcares Proteina Aminoacidos Prolina FenolesTiol

PS hoja 0,56 0,783 0,772 0,769 0,780° 0,860~ 0,503% 0,078% 0,573% 0,300% -0,177"  0,400%
PS tallo 0,593 0,578 0,570 0,563 0,574 0,709 0,530 0,342 0,607 0,158 0,118 0,259
PS raiz 0,17% 0,143 0,138 0,138 0,141 0,254 0,253 0,655 0,158 -0,214%  0,338° -0,287¢
PS total 0,52 0,653 0,645 0,641 0,651 0,758 0,479 0,312 0,528 0,157¢ -0,037°  0,224%
R/PA -0,708 -0,804" -0,804" -0,790" -0,804" -0,933" -0,426'S 0,076 -0,664 -0,383°  0,368¢ -0,640

Elongacion 0,44% 0,551 0,538 0,540% 0,546 0,628 0,532 0,318 0,588 0,159* -0,163% 0,170
AF total 0,546 0,796" 0,774 0,779 0,790" 0,855" 0,540 -0,027¢ 0,633 0,398 -0,309°  0,420'¢
AFH 0,599 0,645 0,638 0,633 0,643 0,714 0,309 0,328 0,611 0,136 -0,058' 0,284
LAR 0,578 0,759 0,734 0,738 0,752 0,817 0,380 -0,439' 0,694 0,570 -0,664 0,665

SLA 0,202 0,213 0,167 0,188 0,200 0,2471  0,227¢ -0,517¢ 0,472 0,450 -0,766" 0,266
D 0,258 0,550  -0,548  -0,554'  -0,549°  -0,402° -0,138' 0,512 -0,635 -0,806" 0,802 0,724
S -0,46%° 0,08 0,037 0,048 0,016 -0,269' -0,054%¢ 0,227¢ -0,278%S 0,336 0,238 -0,100'
C hoja -0,14%°  0,279° 0,238 0,262 0,267 0,217 0,639 -0,419 -0,046 0,454" 0,014* 0,051
N hoja 0,41%¢ 0,644 0,629 0,640 0,640 0,548 0,014* -0,4358" 0,632 0,568 -0,698 0,534*
CIN hoja -0,508°  -0,594 -0,585 -0,589 -0,591 -0,550" 0,017 0,368' -0,646 0,494 0,686 -0,528
C raiz -0,368°  0,083¢ 0,113 0,120 0,091 -0,147¢ -0,102'¢ 0,479 0,144 0,150 0,113 0,060
N raiz 0,058  -0,157"  -0,168 -0,168°  -0,159  0,037¢ 0,490 0,188 -0,134* 0,013¢ 0,138 -0,244'¢
CIN raiz -0,05%°  0,150° 0,163 0,169 0,154 -0,004* -0,528' -0,140' 0,141 0,028  -0,149°  0,263¢
Na' hoja -0,41%% 0552  .0549° .0,532 .0551  .0,704 -0,491% -0,246 -0,166 0,032 -0,269  .0,210%
K* hoja 0,601 0,578 0,591 0,557 0,580 0,681 0,014* 0,073 0,408' -0,079"  .0,037° 0,588

Cc&" hoja 0,646 0,746 0,736 0,734 0,743 0,756 0,308' -0,308" 0,705 0,629 -0,532 0,625

K*/Na" hoja 0,686 0,529% 0,531 0,514% 0,530% 0,726 0,573 0,280' 0,553' 0,178 -0,099 0,307
Na' raiz -0,619 -0,720" -0,725" -0,711 -0,722 -0,877" -0,420' -0,182%% -0,488'S -0,203%  0,003% -0,427¢
K* raiz 0,620 0,537 0,513 0,513 0,531 0,664 0,579 -0,058' 0,621 0,379 0,329 0,347

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par®<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 1.13.d. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

PNUE G Gy Car Gt C./Car Azlcares Proteina Aminoacidos Prolina FenolesTiol

Ca' raiz 0,596 0,434" 0,428"% 0,412% 0,431" 0,551 0,436 -0,026" 0,579 0,223" -0,260"  0,434%
K*/Na' raiz 0,53%¢ 0,674 0,653 0,652 0,668 0,814 0,572 -0,033'¢ 0,392 0,271%¢ -0,008  0,247¢
P, 0,934 0,589 0,616 0,578 0,597 0,795 -0,108' 0,228 0,679 0,071 0,297 0,603
0 0,709 0,664 0,682 0,654 0,669 0,813 0,108 0,510 0,550 0,007 0,029 0,383¢
E 0,586 0,901" 0,896" 0,890" 0,900" 0,906" 0,377¢ -0,209' 0,701 0,464" -0,398* 0,782
Ci 0,717 -0,271 0,273 -0,251¢  -0,272°  -0,412° 0,077¢ 0,339' -0,302'¢ -0,340  0,474% -0,292%%
PNUE 0,46%° 0,478 0,437 0,468' 0,733 -0,018' 0,142 0,645 0,033¢ -0,308"  0,482'¢
C, 0.997" 0,998" 0,999” 0,888" 0,147 -0,081¢ 0,743 0,452 0,413 0,803
Cp 0,998" 0,998" 0,889" 0,118° -0,037¢ 0,742 0,432 0,388 0,821
Car 0,99%" 0,873" 0,136 -0,067¢ 0,736 0,457 -0,408' 0,808
Caut 0,889" 0,139 -0,069' 0,743 0,446 -0,407™ 0,808
Cau/Car 0,27% 0,056 0,708 0,252 0,280 0,703
Azlcares -0,165 -0,074% 0,296 0,103 0,138
Proteina -0,00'% -0,599 0,579 -0,189'
Aminoéacidos 0,285 -0,664 0,783
Prolina -0,642 0,401
Fenoles -0,585

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.



Resultados y discusion

1.2. Discusioén

La salinidad redujo el crecimiento de todos logicaites estudiados, siendo el
efecto mas pronunciado en ‘Ocal’, seguido por ‘@Qmora’, ‘Casta Cabra’, ‘Picual’,
‘Frantoio’ y ‘Picudo’. El descenso del crecimierga condiciones salinas, puede ser
debido a la reduccién del agua disponible porettefosmaético de las sales en el medio
0 a la excesiva acumulacion de iones en los tejiosa planta (Munns and Tester,
2008). Por otro lado, una tendencia al crecimianterada puede contribuir a la
proteccion de la parte aérea de los efectos perflels de la excesiva acumulacion de
iones toxicos (Flowers and Yeo, 1995; Melgar et a006). Por tanto, la menor
inhibicion del crecimiento en el cv. Picudo bajmdiziones salinas podria ser atribuida
a su menor tamafo (Younis et al.,, 2000). En genkrahhibicion del PS total en los
seis cultivares estudiados fue menor que la dageat Chartzoulakis (2005) para tres
cultivares tolerantes a la salinidad (‘Kalamat&Viegaritiki’ y ‘Kothreiki’). Por otra
parte, el aumento de la relacidon R/PA por la sadidien todos los cultivares refleja una
mayor sensibilidad de la parte aérea de la plahtda€l que la raiz. Resultados
similares fueron descritos en otros cultivares fieoo(Chartzoulakis et al., 2002;
Melgar et al., 2008, Kchaou et al., 2010, 2013gUBeShipley and Meziane (2002),
modelos de crecimiento equilibrados asumen que ilamdsa se localiza
preferentemente en la parte de la planta de la spuebtienen los recursos en
condiciones de crecimiento limitado, por ejempéoydiz en condiciones de salinidad.
Por tanto, un aumento en la relacion R/PA puedarjug papel importe en la

adaptacion al estrés (Younis et al., 2000).

Otros estudios indican que, en olivo, el AF tomh&as sensible al estrés salino

gue el PS total (Chartzoulakis, 2005). De formailamnen nuestro experimento, el
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Evaluacioén de la tolerancia a la salinidad en distis cultivares

efecto de la salinidad fue mayor en el AF total gnesl PS total en todos los cultivares
estudiados, lo que se refleja en la reduccion dR.L%in embargo, esta inhibicion del
AF total por la salinidad fue menor que la obseavpdr Chartzoulakis (2005) en dos
cultivares descritos como tolerantes a la salini&droneiki’ y ‘Megaritiki’). El
descenso del AF total en los cultivares estudiagodebio principalmente al descenso
en el AFH (Figura 2.1; pag. 105), lo que se jusdifpor la elevada correlacion positiva
entre ambos parametros=0,819; P<0,01). De forma similar, Vigo et al., (2005)
describieron un descenso en el tamafo final dejia tomo consecuencia del estrés
salino en los cvs. Manzanilla de Sevilla (sensipl&plamata (tolerante). Por otra parte,
el incremento de D puede deberse a la acumulac&nodes en la hoja como

describieron Greenway and Munns (1980).

El descenso del contenido total de N como consecele la salinidad ha sido
descrito en otras especies (Cambrollé et al., 20%haheen et al., 2011;
Tahammolkonan and Golchin, 2011). En nuestro empmerio, el contenido de N
descendié por la salinidad en hoja de ‘Cornicabfrantoio’, ‘Ocal’ y ‘Picual’. El
estrés salino afecta a diferentes etapas del nmistaoodel N, como su absorcion,
asimilacion y sintesis de aminoacidos y proteifasida and Das, 2004). Por tanto, el
descenso del contenido de N de la hoja pudo debersma reduccion de los
aminoacidos y de los pigmentos fotosintéticos (@aldl.10 y 1.12). Asi mismo, la alta
concentraciéon de Cen la solucion nutritiva pudo inhibir la absorcide NQ? por la
raiz (White and Broadley, 2001). Sin embargo, end@mones salinas, en raiz de
‘Cornicabra’ aumenté la concentracion de N, sin @mb, en raiz de ‘Picudo’ aumenté
la concentracién de C. Una mayor acumulacién de B én raiz, en condiciones

salinas, puede relacionarse con la acumulacionzdeaees solubles y/o compuestos
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nitrogenados como aminoacidos, compuestos cuai@sndel amonio y poliaminas
(Parida and Das, 2005). Por otra parte, un increaneéel N en los tejidos puede ser
resultado de una inhibicion del crecimiento mayae ta reducciéon de la absorcion por

la raiz (Loupassaki et al., 2002).

Marin et al. (1995) describieron el cv. Picual cotmlerante a la salinidad (100
mM NaCl) basandose exclusivamente en la elongaciéntallo. Sin embargo,
Chartzoulakis (2005) afirma que la tolerancia adhnidad en olivo est4 asociada a la
exclusion y retencién de iones en la raiz, lo qugesu transporte hacia la parte aérea.
Segun nuestros resultados para 200 mM NacCl, evdredltivares estudiados, ‘Ocal’ y
‘Picudo’ fueron los mas tolerantes a la salinidgd, que en plantas salinizadas la
concentracion de Naen la raiz fue mayor que en hoja, mientras queud?i fue el
menos tolerante (Figura 1.8). De forma similar, &aln et al. (2010) detectaron gran
variabilidad en cuanto a la acumulacion y trangpde Na y CI en raiz y parte aérea
de otros cultivares espafioles (‘Koroneiki’, ‘Arbata 118 y ‘Arbosana 143’) y
tunecinos (‘Chemlali’ y ‘Chetoui’). Ademas, Tattimt al. (2008) afirmaron que la
tolerancia a la salinidad no sélo esta relacioratala capacidad de exclusion de sales
de la parte aérea sino también con la capacidachatéener una adecuada relacion
K*/Na" en los tejidos de crecimiento activo. Segln estiterios, ‘Frantoio’ fue
descrita como tolerante a la salinidad por esttsresi (Tattini et al.,, 1994, 2008). Los
resultados presentados aqui estdn en consonantigsta afirmacion, ya que en
condiciones salinas el menor descenso en la coacént de K en raiz tuvo lugar en
‘Picudo’ y ‘Ocal’, mientras que en hoja, ‘Picudod mostré diferencias significativas
respecto a plantas sin sal. Ademas, ‘Ocal’ y ‘Pi¢udostraron el menor descenso en la

relacion K/Na" en hoja. En olivo, una alta concentracion deeK hoja facilita el ajuste
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osmotico con menor consumo de energia que la aegidnl de otros solutos
compatibles como el manitol o la glucosa (Tattiniak, 1995). Numerosos estudios
destacan la importancia de la retencion dee la raiz tras la exposicion al NaCl y la
relacionan positivamente con la mayor tolerancidadglanta al estrés salino (Chen et
al., 2005, 2007; Cuin et al.,, 2008; Smethurst et 2008; Sun et al., 2009). El
incremento del GA en el citosol ha sido descrito como una respussestrés salino
por diferentes autores (Munns and Tester, 2008;tMi&a et al., 2014). Este aumento
del C&" en el citosol actuaria activando una serie deefiras que inhiben el transporte
del N& de la raiz a la parte aérea (Liu and Zhu, 199%;&tal., 1998; Blumwald et al.,
2000; Ishitani et al., 2000; Shi et al., 2002), pmrque se supone que el ‘Casta
implicado en los mecanismos de exclusion y retend&iones en la raiz. Esto apoya la
consideracion de ‘Ocal’ y ‘Picudo’ como tolerangeta salinidad, puesto que en estos
cultivares no descendié el €an la raiz; de hecho, en ‘Picudo’ aumentd (13%y. P
tanto, podemos afirmar que entre los cultivaresidéstios, los mas tolerantes a la
salinidad fueron ‘Picudo’ y ‘Ocal’, seguido de ‘@arabra’, ‘Frantoio’, ‘Casta Cabra’ y

‘Picual’.

La fotosintesisH,) se inhibio de forma variable en los seis culigagestudiados
(Tabla 1.8), este descenso d®japuede deberse, en parte, al descenso de clgoofila
la salinidad (Tabla 1.10). Resultados similares $ida descritos por Ben Ahmed et al.,
(2010) en el cv. Chemlali de olivo, tolerante aadinidad con 200 mM NaCl. Por otra
parte, la significativa correlacion positiva detatz entre lgs y laP, (r=0,807;P<0,01)
posicionan a lgs como el principal factor limitante paraPa bajo condiciones salinas
(Tabla 1.8). El descenso dedapor la salinidad es una respuesta adaptativaefraint

descenso del potencial hidrico en el entorno ded&es (Zheng et al., 2002). Segun
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nuestros resultados, esto lo apoya la significatiMaelacion negativa observada entre
Pny D (r=-0,720;P<0,01), indice de esclerofilia que aumenta con steleso de la
absorcion de agua por la planta (Bacelar et ab6R®in embargo, en ‘Cornicabra’ y
‘Frantoio’ la concentracion interna de €@umentd por el tratamiento salino, lo cual
indica que, en estos cultivares, las limitacioniesjlimicas podrian predominar sobre
las estomaticas en la inhibicion deFa Ademas, ‘Cornicabra’ y ‘Frantoio’ mostraron
el menor descenso enda (Tabla 1.8). Los resultados obtenidos para esitizvares
coinciden con lo descrito por otros autores, setps cuales, las limitaciones
bioquimicas prevalecen sobre las estomaticas eacsines de estrés salino intenso
(Bongi and Loreto, 1989; Paranychianakis and Cbat#kis, 2005). Sin embargo, otros
estudios realizados en olivo en condiciones deéesalino severo (200 mM NaCl)
revelaron un descenso en la conductividad mesafificestomatica pero no en la
capacidad bioquimica de asimilacion de,QOentritto et al., 2003). En estudios con
‘Frantoio’ y otros cultivares griegos de olivo (‘Pedmitini’, ‘Agouromanaki’,
‘Chalkidikis’, ‘Kerkiras’, ‘Throubolia’ y ‘Valanolg’), Loreto et al. (2003) y Tattini et
al. (2009) afirmaron que IR, y el contenido de iones salinos en la hoja nobasta

relacionados.

En olivo, la reduccién en el transporte de aguadeuser un mecanismo de
proteccion de la parte aérea de la planta freihds afectos perjudiciales del exceso de
iones salinos (Chartzoulakis, 2005; Melgar et 2006). En nuestro experimento,
‘Picual’ fue el cultivar que mostré la mayor inhildin de la E, sin embargo, también
fue el cultivar que mayor concentracion de” Naostré en la hoja (Tabla 1.6). Segln
Tattini et al. (2008), en olivo, la reduccién deglay la E producida en situaciones de

estrés salino, podria considerarse un mecanisnuia@® mas que una consecuencia
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negativa del estrés. La salinidad provocé el descele PNUE en todos los cultivares
estudiados excepto en ‘Frantoio’. Resultados sigsléan sido descritos por Cardona-

Olarte et al. (2013) en otras especies.

En lo que respecta a la respuesta de los pigméottissntéticos al estrés salino,
la clorofila descendio en todos los cultivares disilos. Este efecto de la salinidad de la
clorofila ha sido descrito en otras especies commasg (Santos, 2004), trigo (Khatkar
and Kuhad, 2000), tomate (Doganlar et al., 2010abAlopsis (Huang et al., 2005),
maiz (Molazem et al., 2010) y colza (Rasheed gf@lL4), asi como en otros cultivares
de olivo (Ben Ahmed et al., 2009; Kchaou et al120EIl descenso en la clorofila es un
sintoma de estrés oxidativo (Smirnoff, 1993) y musdr resultado de la fotooxidacion
de los pigmentos, de un aumento de la degradacida la inhibicion de su sintesis
(Smirnoff, 1993; Santos, 2004). El incremento enlégradacion bajo condiciones de
salinidad es producido por la mayor actividad ditasa, mientras que la inhibicion de
su sintesis se debe a una reduccién en los nieetigyenos de acido 5-aminolevulinico
(ALA), precursor de la protoclorofilida que da lugala clorofila en presencia de luz
(Santos, 2004). En nuestro experimento, el cv. ,Giedcrito como tolerante por su
capacidad de exclusion de Nde la parte aérea (Figura 1.3), mostr6é el menscateso
de la clorofila, ademas, fue el Unico cultivar quee redujo el contenido de Car, los
cuales han sido descritos como antioxidantes ndmeétizos implicados en la
proteccion de la planta frente al estrés oxidatiane et al., 2011; Yazici et al., 2008).
Por otra parte, el hecho de que en ‘Ocal’ el cadtede Car no se viese afectado por la
salinidad podria estar relacionado con el menocetes® de la clorofila total detectado
en este cultivar, tal como indica la alta corréacpositiva observada entre ambos

parametrosr€0,999;P<0,001).
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En todos los cultivares, la inhibicidn deRapor el estrés salino fue menor que
la inhibicién del crecimiento (Tablas 1.2 y 1.8)egBn Geissler et al. (2009), en
condiciones de estrés salino el consumo de enatgienta por la activacion de los
mecanismos de adaptacion al estrés, por ejemptintiesis de solutos. Entre los solutos
organicos compatibles determinados se encuentsagzlicares, los cuales descendieron
por la salinidad en ‘Casta Cabra’, ‘Cornicabra’cdD y ‘Picudo’, mientras que en
‘Frantoio’ y ‘Ocal’ no cambiaron. Sin embargo, arautores describieron aumento de
los azucares solubles en el cv. Chemlali toleranta salinidad (Ben Ahmed et al.,

2011).

Diferentes autores han identificado una serie d#epras inducidas por la
salinidad en varias especies (Hurkman et al., 1P8%ek et al., 1997; Ali et al., 1999;
Mansour, 2000), las cuales pueden constituir umadale almacén de nitrdgeno para su
reutilizacion al finalizar la situacion de estr&ngh et al., 1987). Por otro lado, pueden
jugar un importante papel en el ajuste osméticont#stro experimento, la respuesta
del contenido de proteinas solubles a la salimdaid segun el cultivar, siendo ‘Ocal’ y
‘Picual’ los cultivares que aumentaron su conteniflegin Bacelar et al. (2006), el
aumento de las proteinas solubles observado emaplale olivo sometidas a estrés,
podria asociarse a un aumento de las enzimastd&sd esidativo. Por otra parte, varios
autores han descrito una acumulacion de aminoac&tosplantas superiores en
condiciones de estrés salino (Ashraf, 1994; Mans20600); sin embargo, en este
ensayo no se detectdé aumento del contenido de aoifuts en ninguno de los

cultivares estudiados.

En muchas especies, la prolina se acumula en witesc de estrés salino y

puede contribuir a su tolerancia (Parida and D&@e52Ben Ahmed et al., 2009). En
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olivo, segun Petridis and Therios (2012), el aumeatd prolina depende del nivel de
NaCl y del cultivar. Segun nuestros resultadosjiaguno de los cultivares estudiados
aumento la prolina con 200 mM NaCl. En contrasten Blhmed et al. (2010, 2011)
detectaron un aumento de prolina con 100 y 200 nai@INn el cv. Chemlali, tolerante
a la salinidad. La acumulacion de prolina en lagae plantas sometidas a estrés
salino puede prevenir la desnaturalizacion dedatejmas de membrana actuando como
chaperona (Ashraf and Foolad, 2007), ademas deanabestado hidrico de la célula 'y
su homeostasis (Gleeson et al., 2005, Parida asd2085; Ben Ahmed et al., 2009).
Por otro lado, también puede actuar como antioxédaliminando los radicales libres y

reduciendo, por tanto, el estrés oxidativo (Ashraf Foolad, 2007).

Los compuestos fendlicos pueden actuar como adtoxts mediante su
capacidad para la destruccién de radicales libkesrd et al., 2000; Blokhina et al.,
2003). En nuestro experimento se detecté mayor aleeion de fenoles en la hoja de
plantas salinizadas de ‘Frantoio’, ‘Ocal’ y ‘PicuaResultados similares fueron

descritos por Remorini et al. (2009) en el culti€gpressino.

Bartoli et al. (1999) observo que la concentradérgrupos tiol en hoja de trigo
se afecto por el estrés oxidativo. En nuestro estlal salinidad redujo el contenido de
grupos tiol en ‘Casta Cabra’, ‘Frantoio’, ‘Picual ‘Picudo’ (Tabla 1.12), debido
probablemente, a la oxidacion de grupos —SH noejad, lo cual aumenta la
susceptibilidad de la membrana al dafio por peraidddipidica y puede desencadenar
efectos negativos de las especies reactivas dgémxien la funcion celular (Ali et al.,

2005).
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2. Efecto del estrés salino en estaquillas enraizasl deO. europaea cv.

Picual

2.1. Resultados

2.1.1. Crecimiento vegetativo

Los sintomas del estrés salino observados en stagl fueron necrosis,
abscision foliar y reduccion del crecimiento. Lanosis se observo en plantas con 100
y 200 mM NacCl, ésta comenzé en el apice de la \@jganzé hacia el peciolo (Figura
2.1). La abscision foliar se detect6 en plantasidas con 200 mM NacCl; este sintoma
no se relaciond necesariamente con la apariciomedeosis en la hoja, por tanto,
algunas de las hojas caidas presentaban un aspettar al de plantas control. En
cuanto a la reduccion del crecimiento, ésta serebs@nto en la planta completa
(Figura 2.2), como en cada uno de sus organosgparado. El porcentaje de plantas
afectadas y la severidad de los dafios se incremmantanforme aumenté el tiempo de

exposicion al NaCl.

Figura 2.1. Evolucion de la necrosis de la hoja por efectoedtiés salino con 100 y 200 mM NaCl en
plantas del cv. Picual. La hoja de la izquierddererce a plantas control.
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Figura 2.2. Aspecto de plantas del cv. Picual tratadas c&®0100 y 200 mM NaCl durante 7 semanas.
Plantas con 0 mM NaCl se utilizaron como control.

Las plantas crecidas con 200 mM NaCl no fuerona@agpde resistir la situaciéon
de estrés, ralentizando sus funciones fisiologiesde las 4 semanas de tratamiento
salino para entrar en declive, de forma que laanddd fue del 80% a las 7 semanas y

del 100% a las 10 semanas.

El peso seco (PS) de hoja (Tabla 2.1) de plantasatoy tratadas con 50 mM
NaCl, alcanzé los valores maximos en la cuartagideo(3,26 y 1,95 g plarita
respectivamente). Con 100 mM el crecimiento deoja ke estabilizé a las 10 semanas
de exposicion a la sal. Al final del experiment8 §emanas), el PS de hoja aumenté un
897, 563 y 209% respecto a la primera recogida&i@asas) en plantas control, con 50
mM y 100 mM NacCl, respectivamente. Con 200 mM, dte& semanas, el PS de hoja

s6lo aumenté un 24% (0,190 g plahta
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Tabla 2.1.Peso seco (PS) de hoja, tallo, raiz y total, rélacaiz/parte aérea (R/PA), elongaciéon de
tallo, nimero de hojas, area foliar (AF) total yac#dn de area foliar (LAR) de plantas de olivo

tratados con 0, 50, 100 y 200 mM NaCl durante 4107y 13 semanas. Plantas con 0 mM NaCl se
utilizaron como control.

Parametro NacCl Semanas tras la aplicacién del NaCl
(mM) 4 7 10 13
0 0,327 a,D 0,801 4a,C 1414a,B 3,26 a, A
PS hoja 50 0,294 a, D 0,597 a, C 0,880 b, B 195hb, A
(g plantd) 100 0,268 a, B 0,325b, B 0,694 b, A 0,828 ¢, A
200 0,153 b, B 0,190 b, A ND ND
0 0,187 a, C 0,250 a, BC 0,316 a,B 0,656 a, A
PStallo 50 0,1804a, C 0,235ab, B 0,246 b, B 0,316 b, A
(g plantd) 100 0,183 a,B 0,191 bc, AB 0,197 c, AB 0,202¢c, A
200 0,170 b, A 0,170c, A ND ND
0 0,187 a, B 0,2304a, B 0,296 a, B 0,528 a, A
PS raiz 50 0,149 ab, B 0,210 a, AB 0,251 a, A 0,261 b, A
(g plantd) 100 0,158 b, C 0,197 a, BC 0,224 a, AB 0,249 b, A
200 0,130 b, A 0,089 b, B ND ND
0 0,841 4a,D 1,344a,C 2,034a,B 4,81 a, A
PStotal 50 0,766 a, C 1,18 a, BC 151b,B 2,69b, A
(g planta®) 100 0,676 b, B 0,837 b, B 1,18 b, A 1,35¢, A
200 0,565¢c, A 0,427 c, B ND ND
0 0,366 b, A 0,229 b, B 0,173 b, B 0,136 b, C
RIPA 50 0,314 b, A 0,256 abh, B 0,2254a, B 0,115b,C
100 0,365 ab, A 0,379 ab, A 0,257 a, B 0,242 a, B
200 0,411 a, A 0,249 a, A ND ND
Elongacion 0 8,46 a, C 17,124a,B 19,06 4, B 39,014, A
de tallo 50 6,12 b, C 11,62 b, BC 13,22 b, B 24,70 b, A
(cm plantal) 100 5,95 b, AB 5,08¢c,B 6,85¢c, A 5,58 ¢, AB
200 358¢c A 3,68¢c, A ND ND
0 20,804, C 25,60 a, BC 28,60 a, B 48,75 a, A
N° hojas 50 17,50 ab, C 23,804, B 25,60 a, B 39,00 b, A
plantai1 100 15,75 b, A 17,00 b, A 19,00 b, A 20,50 ¢c, A
200 10,00 b, A 10,80 ¢c, A ND ND
0 28,594, C 29,94 a, C 46,76 a, B 114,84 a, A
AF total 50 23,80 ab, B 23,12h,B 28,39h,B 77,10 b, A
(cn? planta’) 100 20,94 b, B 20,91 b, B 20,52 b, B 28,74 c, A
200 13,94 c, A 558¢c, B ND ND
0 5,09a,B 6,06 a, A 5,88 a, A 581b, A
LAR 50 5124a,C 6,12a,B 6,57 a, AB 6,73 a, A
(m*kg?) 100 4,76 ab, B 5,39 b, AB 6,06 a, A 592b, A
200 4,21 b, B 5,80 ab, A ND ND

Para cada parametro, en cada recogida, diferengeniéntscula indica diferencias significativasrentiveles de
sal, mientras que en cada fila, diferente letralsenla indica diferencias significativas entre gidas segun el
test LSD P<0,05). ND, no determinado.
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A las 4 semanas de tratamiento, si comparamosidtatds niveles de sal, solo
las plantas crecidas con 200 mM NaCl mostraroninimaicion significativa del PS de
hoja (53%); a las 7 semanas se observé dicha adibcon 100 mM y 200 mM NaCl
(~68%), y a las 10 semanas, todas las plantas cseeitdgresencia de sal (50 y 100
mM) mostraron un PS de hoja significativamemeg(,05) inferior al de plantas control
(r44%). Al final del cultivo la reduccion del PS dejdnfue del 40% en plantas con 50

mM y del 75% con 100 mM.

De forma similar a lo que ocurre en hoja, el PSatle (Tabla 2.1) en plantas
control y con 50 mM NacCl alcanz6 sus valores masirabfinal del cultivo (0,656 y
0,316 g planta, respectivamente), mientras que, en plantas comid se alcanzé a
las 7 semanas (0,191 g plaftaPor tanto, en plantas con 100 mM NaCl la acuaidite
de materia seca en tallo se detuvo antes que tmjde Al final del cultivo, el PS del
tallo aument6 un 251% en plantas control, un 75%5®mM y un 10% con 100 mM.
En plantas con 200 mM NacCl no se detect6 crecimidat tallo en las determinaciones
realizadas F<0,05). Por tanto, la acumulacién de materia secaldanllo se detuvo

antes que la de hoja con 100 y 200 mM NacCl.

Después de 4 semanas de exposicion a la sal, Istthtaamiento con 200 mM
NaCl redujo de forma significativd?€0,05) el PS de tallo un 9% respecto a plantas
control. Tras 7 semanas, se observo una inhibitiédia del 28% en plantas crecidas
con 100 y 200 mM. A partir de las 10 semanas, tambon 50 mM se redujo el PS de
tallo de forma significativa respecto al controR¥2). Al final del experimento, la

inhibicion del PS de tallo fue del 52% y 69% pabay5.00 mM, respectivamente.

En lo que respecta al PS de raiz (Tabla 2.1), entgd control aumenté
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significativamente R<0,05) en la Ultima recogida (0,528 g plabtaespecto a las

recogidas anteriores. En contraste, en plantass6omM el crecimiento de la raiz se
estabilizé a las 7 semanas de tratamiento y adl@aermanas con 100 mM NacCl. Al final
del experimento el PS de raiz aumento un 182%aartgs control, un 75% con 50 mM
y un 58% con 100 mM NaCl. En plantas crecidas @hr@M se produjo un descenso

del 31% del PS de raiz entre las 4 y 7 semanas.

Por otro lado, entre 50 y 100 mM NaCl no se observdiferencias estadisticas
para PS de raiz en ninguna de las recogidas, puel@ambos niveles de NaCl afectaron
de forma similar al crecimiento de la raiz durdage 13 semanas de experimentacion.
En la ultima recogida, el estrés salino con 50 § @ NaCl provocé una reduccion

media del PS de raiz del 52%.

La evolucion del PS total a lo largo del tiempopéantas control, con 50 y 100
mM de NaCl fue similar a la descrita para el P$dja. Es importante destacar que el
aumento del PS total de la planta al final del erpento respecto a la primera
recogida, fue de un 472% en plantas control, ud®8&a plantas crecidas con 50 mM y
un 100% en las plantas crecidas con 100 mM NaCklEaso de 200 mM, el PS total
de la planta se redujo un 24% entre las 4 y 7 sasnde tratamiento. A las 4 semanas
de exposicion a la sal ya se observé una inhibid&rPS total con 100 mM y 200 mM
(20% y 33%, respectivamente) comparado con el alprésta inhibicion se mantuvo
hasta el final del experimento, llegando a ser7@8éb en plantas crecidas con 100 mM.
En cambio, con 50 mM el descenso del PS total cés@é control se detect6 a partir de

las 10 semanas de tratamiento, siendo del 44%I18lasmanas de exposicion a la sal.

El analisis de regresion para 50 y 100 mM NacCl,tndasna elevada correlacion
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entre la inhibicion del PS total y el tiempo ddaraiento salino (Figura 2.3). Segun las
ecuaciones obtenidas, para que se incremente unalidfibicion del PS total, con 50
mM se necesitan 3,3 semanas, mientras que, comlDBe necesitan 1,8 semanas, lo

gue supone 1,5 semanas mas con 50 mM que con 100 mM

80 1 ——50mM —8—100mM —&—200 mM a

70 - a
T 60 - y=5,42-1,40
<} r2=0,979
0 50 -
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S c
o]
Z 30 1 y=3,01x+0,136
= d r2=0,991
X 20 -

e
10 -
0 : : : ‘
4 7 10 13

Semanas tras la aplicacion del NaCl

Figura 2.3. Porcentaje de inhibicién del PS total de plan@sli/o tratados con 50, 100 6 200 mM NaCl durante 4
7,10 y 13 semanas. Plantas con 0 mM NaCl se utilizeomo control. Los datos son medias = SE (nBgrente
letra indica diferencias significativas segun st teSD <0,05). ND, no determinado.

Por otra parte, con 200 mM NacCl la inhibicién d&l tal a las 4 semanas de
tratamiento, no mostré diferencias significativaspecto a la inhibicion con 100 y 50
mM NaCl a las 7 y 10 semanas, respectivamente r@igw). A las 7 semanas de
tratamiento con 200 mM, la inhibicion del PS tdited del 68%, segun las ecuaciones de
regresion obtenidas, el tiempo necesario para zdcaticha inhibicion seria de 13 y 23
semanas con 100 y 50 mM NacCl, respectivamente.| Ease de 100 mM, este dato

gueda verificado por el analisis estadistico radliza los datos obtenidos.

A diferencia de lo descrito para el PS, la relaciéiz/parte aérea (R/PA)
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disminuyo a lo largo del tiempo debido al mayoradesio de la parte aérea respecto a
la raiz (Tabla 2.1). Las plantas control y las ick@ con 50 mM mostraron una

evolucion similar durante las semanas de tratamiel® forma que, a las 13 semanas la
relacion R/PA se redujo un 63% respecto a la pamecogida (4 semanas). Con 100
mM NacCl la relacion R/PA se estabilizo tras 10 semsade tratamiento, mientras que,

con 200 mM se mantuvo en las dos recogidas reakizglly 7 semanas de tratamiento).

La comparacion entre los distintos tratamientosNd€| para cada recogida,
mostré un aumento de la relacidon R/PA por la s#didi Esto se debe a una mayor
inhibicion del crecimiento de la parte aérea eadiéh al de la raiz en presencia de
NaCl. A las 4 y 7 semanas de tratamiento, en last@g$ crecidas con 200 mM se
detect6 un incremento significativo respecto altadrde la relacion R/PA (12 y 9%
para 4 y 7 semanas, respectivamente). Sin embaagal0 semanas de tratamiento, las
plantas crecidas con 50 mM y 100 mM NaCl incrementssu relacion R/PA una
media del 39% respecto al control. En cambio, dBsemanas sélo el tratamiento con

100 mM aumenté la relacion R/PA respecto al corifi@%o).

La evolucidon en el tiempo del nimero de hojas panta (Tabla 2.1) fue
diferente segun el nivel de sal. Las plantas contrerecidas con 50 mM NacCl
alcanzaron el mayor niimero de hojas en la Ultimagida (48,7% 39,00hojasplanta’,
respectivamente), lo que supuso un incremento 8#ly1123%, respectivamente, en
comparacion con la primera recogida. En cambigplastas que crecieron con 100 mM

y 200 mM NaCl no mostraron ninguna variacion aalgd del experimento.

Atendiendo al nivel de NaCl aplicado, el tratameeodn 50 mM sdlo redujo de

forma significativa P<0,05) el nimero de hojas respecto al control 43asemanas de
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exposicion a la sal (20%). Sin embargo, con 100 ynR00 mM NacCl la disminucion
en el numero de hojas fue significativa desde &lcgio del experimento; tras 13
semanas, las plantas crecidas con 100 mM mostwaralescenso del 58% respecto al
control, mientras que las crecidas con 200 mM raostr un descenso del 58% a las 7

semanas de tratamiento.

En plantas no salinizadas, el area foliar (AF) Itaiamentd con el tiempo,
aunque no se detectd ningun cambix(Q,05) durante las 7 primeras semanas de
crecimiento; al final del experimento, el AF tot plantas control aument6 un 302%.
En plantas crecidas con 50 mM y 100 mM NacCl, el Afal no aumento
significativamente hasta las 13 semanas de tratdmn({@24 y 37 %, respectivamente).
En cambio, con 200 mM, a las 7 semanas de tratéongm\F total descendié un 60%

respecto a la primera recogida (4 semanas).

En plantas con 100 y 200 mM NacCl, el AF total figngicativamente menor
que el control en todas las recogidas; mientras qoa 50 mM las diferencias
significativas respecto al control se hicieron ptds a partir de la segunda recogida (7
semanas). También cabe destacar que entre 50 ni ynlM los valores de AF total
no fueron estadisticamente diferentesQ,05) hasta las 13 semanas de tratamiento. La

inhibicion final por la salinidad fue del 33 y 7584ra 50 y 100 mM, respectivamente.

La evolucion del crecimiento en funcion de la exgidm se llevo a cabo en tallo
y hoja. La elongacion de tallo siguid la misma trada en el tiempo que el PS de tallo,
aumentando un 361% en plantas sin sal y un 304%@onM NaCl al final del cultivo
(Tabla 2.1). En contraste, en plantas con 13 sesrmd@marecimiento con 100 mM NacCl,

la elongacién de tallo no mostrd diferenciBs@,05) respecto a la primera recogida (4
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semanas). En consecuencia, en plantas controb@grL00 mM NacCl, la acumulacion
de materia seca en tallo durante 13 semanas aureaniayor proporcion que su
elongaciéon. Con 200 mM, la elongacién no vari6 leireenpo, al igual que ocurrié con

el PS de tallo.

En todas las recogidas se observé un descensoelienizacion de tallo por la
salinidad. A las 13 semanas de tratamiento laggdasrecidas con 50 y 100 mM NacCl
inhibieron la elongacién de tallo respecto a planta salinizadas (control) un 37% y

86%, respectivamente.

4 -
Tasa de expansion foliar ——0mM —&—50 mM
3,5 { (mm?dia) —&— 100 MM —— 200 mM
g 0mM  1211a LT
50 mM 8,97 b »——-"—_{
= 100mM  8,63b L -
52,5 1 200mM  532c
8 2
S
g 1,5
<
1 .
0,5 -

0 3 6 9 12 16 20 23 27 30
Dias tras el comienzo del tratamiento salino

Figura 2.4. Expansion de la hoja y tasa de expansion foligoldetas de olivo tratados con 0, 50, 100 y
200 mM NaCl durante 13 semanas. Plantas con 0 m®l Bk utilizaron como control. Lodatos son
medias = SE (n=8). Las medias seguidas por didétria son estadisticamente diferentes seglunteli¢es
LSD (P<0,05). La flecha indica el dia en el que se estab#l crecimiento de la hoja (LSP<0,05).
Para la tasa de expansion foliar, las medias sagyidr distinta letra son significativamente difites
segun el test de LSIP£0,05).

Como podemos observar en la figura 2.4, todos tatarhientos salinos
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inhibieron la expansion de la hoja<0,05). A partir de los 12 dias de tratamiento, esta
inhibicion se hace significativd€0,05) respecto a plantas control en todos los esvel
de NaCl ensayados. Es importante destacar quepbnsidn foliar en plantas crecidas
con 50 y 100 mM NaCl no mostré diferencias sigatiias. La inhibicion al final de la
expansion fue de, aproximadamente, un 27% con 500ymM NacCl y del 56% con
200 mM. Segun el analisis estadistico, el tiempmesa@io para que la hoja alcance el
area final fue 20 dias para todos los tratamiehiagasa de expansion foliar se redujo
con todos los niveles de sal, siendo el tratamieatn200 mM el que mayor reduccion

mostro (56%), seguido de 50 y 100 mh27%).

ugomM ®50mM ®100mM B8200 mM

a, A

b, A

a,B

AGR (mg dia?)
w
o

c, A

ND

4 7 10 13
Semanas tras la aplicacion del NaCl

Figura 2.5. Tasa de crecimiento absoluto (AGR) de plantaslide tratados con 0, 50, 100 y 200 mM
NaCl durante 4, 7, 10 y 13 semanas. Plantas coMNa&Cl se utilizaron como control. Latatos son
medias + SE (n=6). En cada recogida, diferenta letiniscula indica diferencias significativas entre
niveles de NaCl. Para cada nivel de NaCl, difer&tta mayUscula indica diferencias significatieasre
recogidas segun el test LSP<0,05). ND, no determinado.

Para profundizar en el efecto de la salinidad sebrrecimiento de la planta a

lo largo del tiempo se determinaron las tasas @eimiento absoluto (AGR) y
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crecimiento relativo (RGR) (Figuras 2.5 y 2.6). glantas control y con 50 mM, los
valores para ambas tasas aumentaron en funcidiedgdo, alcanzandose los valores
maximos en la ultima recogida. En contraste, cdh@® se redujeron ambas tasas, al
igual que el PS total de la planta. Sin embargoplantas con 100 mM, la AGR fue
menor P<0,05) a las 7 y 10 semanas de tratamiento en caweipara las 13 semanas
(r24%), momento en el cual se observaron valoreslasesi a los de la primera
recogida (11,38 mg dfy, mientras que, la RGR no var®<0,05) durante el periodo de

experimentacion(13,86 mg ¢ dia?).

ugomM ®50mM ®100mM B8200 mM

Semanas tras la aplicacion del NaCl

Figura 2.6. Tasa de crecimiento relativo (RGR) de plantas ld® dratados con 0, 50, 100 y 200 mM
NaCl durante 4, 7, 10 y 13 semanas. Plantas coMNa&Cl se utilizaron como control. Latatos son
medias + SE (n=6). En cada recogida, diferenta letiniscula indica diferencias significativas entre
niveles de NaCl. Para cada nivel de NaCl, difer&tta mayUscula indica diferencias significatieasre
recogidas segun el test LSP<0,05). ND, no determinado.

Atendiendo a la concentracion de sal, con 50 mM INaCAGR se redujo
significativamente respecto al control a partirla@e 10 semanas, mientras que, en la

RGR esto ocurre en la Ultima recogida, donde sctibn reducciones del 38% y 17%
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para AGR y RGR, respectivamente. Con 100 y 200 maLINsegun el estudio
estadistico, ambas tasas descendieron desde larpriecogida. Tras 13 semanas de
tratamiento con 100 mM, la AGR mostréo un mayor daso respecto a plantas control

(76%) que la RGR (69%).

El descenso de la RGR por la salinidad puede delzeespectos fisioldgicos o
morfolégicos de la planta. Para contrastar ambpscass, la RGR se disecciona en dos
componentes (RGR=LAR x NAR), uno morfologico (réfecde area foliar=LAR) y
otro fisioldgico (tasa de asimilacion neta=NAR). Bms componentes se representan en
la tabla 2.1 y figura 2.7. Como podemos observaR L(Tabla 2.1) mostré6 una
tendencia a aumentar en el tiempo, estabilizdnddas 7 semanas en plantas control y
con 100 mM, y a las 10 semanas con 50 mM, por tanfmartir de este momento se
equilibra el crecimiento de area foliar respecia acumulacion de materia seca en la
planta. Sin embargo NAR, aumentd en la Ultima rielzogn plantas control y con 50
mM NaCl, mientras que con 100 y 200 mM descendid. domparacion entre
tratamientos salinos al final del cultivo mostréegen plantas con 50 mM NaCl se
redujo menos la superficie foliar que el PS towlalplanta, lo que se manifestd en un
aumento significativo de LAR respecto a plantastrobry con 100 mM NaClX15%).

En lo que respecta a NAR, descendid por la salinetatodos los casos; este descenso
se hizo significativo #<0,05) a las 4 semanas con 200 mM, a las 7 semana$00
mM y a las 13 semanas con 50 mM NaCl. Al final deltivo, NAR (Figura 2.7)
descendié un 71% y 29% con 100 mM y 50 mM NaCha&esvamente. Con 200 mM,

tras 7 semanas la inhibicion de NAR fue del 92%.
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o0mM ®B50mM ®100 mM 0200 mM
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Figura 2.7. Tasa de asimilacion neta (NAR) de plantas de dligtados con 0, 50, 100 y 200 mM NaCl
durante 4, 7, 10 y 13 semanas. Plantas con 0 mM s&Qtilizaron como control. Ladatos son medias
+ SE (n=6). En cada recogida, diferente letra nuolzsindica diferencias significativas entre nigetie
NaCl. Para cada nivel de NaCl, diferente letra mayla indica diferencias significativas entre redag
segun el test LSDPK0,05). ND, no determinado.

El calculo de las correlaciones entre RGR y NARARL nos permitié conocer
la participacion relativa de los aspectos morfalogio fisiologicos de la planta en la
respuesta al estrés salino en el tiempo (Tabla Bl&specto fisiologico representado
por NAR, fue el Gnico que mostré una correlacidmadisticamente significativa

(r=0,881;P<0,001) con la RGR, explicando el 77% de su descenso

Puesto que LAR no se correlacion6 con RGR, nosraraes en uno de sus
componentes (masa foliar por unidad de area = LMA)que (LAR = LMF x LMA).
En este caso, LMA mostré una correlacion negatorala RGR (=-0,749;P<0,001;

Tabla 2.8), explicando el 56% de las diferencieseoladas entre tratamientos salinos.

En lo que respecta a LMA (Figura 2.8), los maximakres se alcanzaron a las

7 semanas en plantas control, con 50 mM y 200 miK3IN2,89, 2,91 y 3,26 g df
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respectivamente). En cambio, las plantas crecidasl®0 mM alcanzaron los valores
maximos a partir de las 10 semanas de tratamirga@uales se mantuvieron hasta el
final del cultivo. Sin embargo, si comparamos ladokes a las 13 semanas con los
observados a las 4 semanas, podemos afirmar que ali#enté en todos los casos

(=176% en control y con 50 mM y 177% con 100 mM NacCl)

o0omM B50mM E100 mM ©@200 mM

4 -
a, A
3’5 ] b’Ab,A ab, Ba'A b,C
3 - c, B b,B b,C a, A
£25-
°
2 2
< c,C
1 bD ,
% 1,5 d.D a, B
l -
051 ND ND
0 - T
4 7 10 13

Semanas tras la aplicacion del NaCl

Figura 2.8. Masa foliar por unidad de area (LMA) de plantalivo tratados con 0, 50, 100 y 200 mM
NaCl durante 4, 7, 10 y 13 semanas. Plantas coMN&Cl se utilizaron como control. Latatos son
medias + SE (n=6). En cada recogida, diferenta letiniscula indica diferencias significativas entre
niveles de NaCl. Para cada nivel de NaCl, difertgtta mayuscula indica diferencias significatieasre
recogidas segun el test LSP<Q,05). ND, no determinado.

Al final del cultivo, la LMA de plantas con 50 mMonmostré diferencias
significativas respecto al control, mientras quepkntas con 100 mM aumento un 1%
respecto al controlP<0,05). Sin embargo, los valores mas elevados de LddA
observaron a las 7 semanas de tratamiento con BOBacC! (3,26 g drif), que supone

un incremento del 13% respecto a plantas control.
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2.1.2. Contenido de nutrientes

El contenido de carbono (C), nitrogeno (N) y redaccarbono/nitrogeno (C/N)
se analizo en hoja y raiz, a las 13 semanas desiexpoa la sal (Tabla 2.2). Segun el
analisis estadistico, el contenido de C fue maksf/05) en hoja que en raiz en todas
las concentraciones de sal ensayadas. Comparasdoatamientos salinos se detecto
un descenso del contenido de C en hoja con 50 y rhG0 NaCl del 2%,
aproximadamente. En cambio, en raiz, con 100 mdbrtienido de C aumenté respecto

al control (2%).

Tabla 2.2.Contenido de carbono (C), nitrégeno (N) y relacérbono/nitrégeno (C/N) en hoja y raiz
de plantas de olivo tratados con 0, 50 y 100 mM INl€ante 13 semanas. Plantas con 0 mM NaCl se
utilizaron como control.

NaCl C (%) N (%) CIN

(mM) Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz

0 48,68 a 4091 b* 1,96 b 253a* 2492 a 46 ¥
50 4781 b 40,78 b * 2, 71a 224b* 17,63 b 182
100 4759 b 4196a* 2,77 a 2,06c* 17,17 b 32@, *

Para cada parametro, diferente letra minUscula@andiferencias significativas entre niveles de seéntras que,
para cada parametro, en cada fila, * indica difgiemnsignificativas entre hoja y raiz segun el k& (P<0,05).

El C de hoja y raiz se correlacioné con la mayatgalos parametros de
crecimiento (Tabla 2.8). El C de hoja mostré unaetacion positiva maxima con el PS
total (=0,923;P<0,001) y PS de hojar£0,910; P<0,001). Ademas se correlacion6
negativamente con el Nale hoja =-0,961;P<0,001) y raiz (=-0,974;P<0,001), y
positivamente con el Kde hoja y raizrE0,933 y 0,963, respectivamenis0,001). El

signo de la correlacion de C de raiz fue opuestoeaicionado para C de hoja.

En cuanto al contenido de nitrégeno (N), en plantadrol, fue mayor en raiz
gue en hoja, mientras que en plantas salinizadagi@do contrario (Tabla 2.2). El

estudio estadistico reveld un incremento del cadtede N en hoja de plantas crecidas
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en medio salino, independientemente de su concantr&40%), mientras que en raiz,

descendi6é un 11 y 18% con 50 y 100 mM NaCl, resgeuente.

El contenido de N de hoja se correlacion6 de fonegativa con el Kde hoja y
raiz, asi como con la mayoria de los pardmetroscrdeimiento (Tabla 2.8), y
positivamente con el Naen hoja y raizr€0,947 y 0,975, respectivamenis0,001).
De forma similar a lo que ocurre con el C, las @aiones que mostré el N de raiz

fueron de signo opuesto a las del N de hoja.

En plantas crecidas en medio salino, la relacioN @iostré diferencias
significativas respecto al control tanto en hojanooen raiz, lo que implica un
desequilibrio entre C y N en ambos érganos. Parlatio, la salinizacion con 50 6 100
mM NaCl no influyé en la respuesta de la relaci@dN €n hojas, disminuyendo ambos
niveles por igual%30%). Sin embargo en raiz, la relacion C/N aumant@2% con 50
mM NaCl y un 26% con 100 mM. Es importante destapss con 50 mM NaCl, la
relacion C/N no mostro diferencias significativagre hoja y raiz. En contraste, en
plantas control, la relacion C/N de hoja fue magohoja que en raiz, mientras que, en
plantas con 100 mM fue mayor en raiz. Por tantoc@mdiciones de salinidad se

favorece el acimulo de N en hoja mientras que igrseaacumula C.

Como podemos observar en la tabla 2.3, tras 13rssde tratamiento salino,
el contenido de Na K* y C&* fue mayor en raiz que en hoja en todos los casos,
exceptuando el contenido de “aen plantas control, donde no se observaron
diferencias significativas entre hoja y raiz. Bhtemido de Naaumento por la salinidad
en hoja y raiz; en hoja, aument6 un 1107% con 50ymi 1755% con 100 mM NacCl,

mientras que en raiz aumentdé un 669% y un 905% Sy 100 mM NacCl,
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respectivamente.

Tabla 2.3.Contenido de sodio (N potasio (K) y calcio (C&") y, relacién potasio/sodio (KNa") en
hoja y raiz de plantas de olivo tratados con Oy 300 mM NaCl durante 13 semanas. Plantas con 0
mM NacCl se utilizaron como control.

NaCl Na' (%) K* (%) ca’ (%) K*/Na"
(mM) Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
0 0,076 ¢ 0,376 c* 0,904a 2,57a* 0,327b 0,331c 19,07a 6,83a*

50 0,917 b 289b* 0,626b 1,39b* 0,29'°c 0,643b* 0,682b 0,480b*

100 14la 3,78a* 0566b 1,10c* 0,30a 2,20a* 0,402c 0,292c*

Para cada parametro, diferente letra minUsculaandiferencias significativas entre niveles de sééntras que,
para cada parametro, en cada fila, * indica difgiensignificativas entre hoja y raiz segun el k& (P<0,05).

Sin embargo, es interesante destacar que el cdotdei N4 en hoja representa
el 32% respecto al de raiz en plantas crecida$@anM (Figura 2.9), mientras que en
plantas crecidas con 100 mM NaCl, el"Na hoja representa el 37% respecto al de
raiz; por tanto, con ambos niveles de NaCl estéehdb retencion de Na+ en la raiz.

Esta retencion fue mayor con 50 mM que con 100 na@INP<0,05).

50 mM 100 mM

Figura 2.9. Porcentaje de concentracion de sodio’{Na hoja (%PS) comparado con la concentracion
de sodio (N de la raiz (%PS) de plantas de olivo tratados5fby 100 mM NaCl durante 13 semanas.

Los datos son medias + SE (n=3). Las medias seguidadigtonta letra son estadisticamente diferentes
segun el test de LSP€0,05).
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El contenido de K descendié significativament®<0,05) con el estrés salino
tanto en hoja como en raiz. En hoja, descendi@mnirio medio un 34% para ambos
niveles de sal (50 y 100 mM NacCl). En raiz, losetég de K descendieron en mayor
proporcion que en hoja, siendo esta reduccion @il dn plantas con 50 mM y del 57%

con 100 mM NacCl.

En consecuencia, el equilibrio entreé’ i Na' no se mantiene, lo que se
manifiesta por un descenso de la relacidiNi€” por la salinidad. En hoja, la aplicacion
de 50 mM NaCl redujo un 96% la relaciori/Ma’, mientras que, con 100 mM esta
reduccion fue del 98%. En raiz de plantas creagdass0 mM el descenso fue del 93%
y en plantas con 100 mM del 96%. En todos los gasoselacion K/Na" mostro

valores superiores en hoja que en raiz.

El contenido de G en hoja fue menor que en rai=0,05) en plantas crecidas
con sal (50 y 100 mM), sin embargo, en plantassainel porcentaje de €afue el
mismo en hoja y raiz0,33%). El contenido de &aen hoja, varié segin el nivel de
NaCl, aumenté respecto al control en plantas cascidn 100 mM (7%), mientras que
se redujo un 9% en plantas crecidas con 50 mMe&ipargo en la raiz, el estrés salino
aumento el contenido de €aon ambos tratamientos (94 y 565% con 50 y 100 mM

NaCl, respectivamente).
2.1.3. Estado hidrico de la planta

Los parametros relacionados con el estado hideda gllanta se exponen en la
tabla 2.4. Con 50 mM NaCl, no se observaron dif@eansignificativas respecto al
control en contenido hidrico para la saturacion @)Qléficit de saturacion hidrico

(WSD) y contenido hidrico relativo (RWC). Sin emdpar con 100 mM el WCS vy el
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WSD aumentaron respecto al control (217 y 117%ees/amenteP<0,05), mientras
que el RWC descendié un 6%<0,05). Por tanto, s6lo con 100 mM NaCl se afecto el

estado hidrico de la planta.

Tabla 2.4.Contenido hidrico relativo (RWC), contenido hidrigara la saturacion (WCS), déficit de
saturacion hidrico (WSD), suculencia (S) y trarspdn (E) en hoja de plantas de olivo tratadasO;on
50 y 100 mM NaCl durante 13 semanas. Plantas ¢collNaCl se utilizaron como control.

NaCl (mM) RWC WCSl WSD S , E L
(%) (g H,O g~ PS) (%) (mg HO cm®)  (mmol H,O m*s")
0 94,97 a 0,063 b 5,03b 15,88 ¢ 4,60 a
50 93,95 a 0,114 b 6,05b 17,30 b 2,41b
100 89,10 b 0,200 a 10,90 a 17,52 a 1,08 ¢c

Para cada parametro, las medias seguidas portaistina son estadisticamente diferentes seguaselLSD
(P<0,05).

La suculencia (S) de las hojas aumenté un 9% comlg0y un 10% con 100
mM NaCl debido al descenso del AFH, como muestraol@elacion negativa que
presentan ambos parametros-0,614;P<0,01), que explica el 38% de las diferencias
observadas entre tratamientos salinos. En contfagtanspiracion (E) descendio un 48
y 76% con 50 y 100 mM NaCl, respectivamente. LaeEe@relaciono positivamente

con lags (r=0,873;P<0,001) y con I&, (r=0,473;P<0,05).

2.1.4. Intercambio gaseoso

En general, 13 semanas después del inicio de &antrentos, todos los
parametros de intercambio gaseoso se afectarorapsal (Tabla 2.5). La tasa de
asimilacion neta K,) descendié un 51% con 100 mM NaCl. En el caso ale |
conductividad estomaticagd, ambos tratamientos salinos la redujeron por ligua
respecto a plantas contrei7d%). La concentracion interna de £(@i) aumento con

100 mM, incrementando su valor un 15% respectoratiral.
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Tabla 2.5.Tasa de asimilacidon netRJ, conductividad estomaticagj, concentracién de GOnterna
(Ci) y eficiencia fotosintética en el uso del nijelo (PNUE) en plantas de olivo tratadas con 0; 50
100 mM NacCl durante 13 semanas. Plantas con 0 m®™ 8&autilizaron como control.

NaCl P, 9 Ci PNUE
(mM)  (umol CGQ m?s?) (mol H,0 m?sh) (umol CG mol™)  (umol CG s* mol* N)
0 5,03 a 187,76 a 369,09 b 13,64 a
50 5,62 a 61,84 b 371,45b 11,17 b
100 2,44 b 34,30 b 425,59 a 4,24 c

Para cada parametro, las medias seguidas portai$ina son estadisticamente diferentes seguaselLSD

(P<0,05).
a
5 1 b b
4 -
2 .
1 -
0 T T

0mM 50 mM 100 mM

In(P,/Ci)
w

Figura 2.10. Fotoinhibicién de plantas de olivo tratados co®d®y 100 mM NaCl durante 13 semanas.
Plantas con 0 mM NacCl se utilizaron como contrals Hatos son medias + SE (n=6). En cada recogida,
diferente letra minuscula indica diferencias sigativas entre niveles de NaCl. Para cada nivélaeél,
diferente letra mayuscula indica diferencias sigatfvas entre recogidas segun el test LEB0(05).

ND, no determinado.

Como indicador de la inhibicion fotosintética erspeesta a la salinidad se
calculd la relacién entre IR, y la Ci (Figura 2.10). Con la finalidad de cladr la
influencia de la salinidad en el descenso de lasfatesis se calcul6é el —y(/Ci). La
sal indujo un aumento de este parametro sélo ceeles de 100 mM NaCl, que

representaron un incremento significativo del 2@%pecto a plantas control.

La respuesta al estrés salino de la eficiencissiiot&tica en el uso del nitrégeno
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(PNUE), descendio en funcion del nivel de NaCl,18% con 50 mM y un 69% con
100 mM NacCl. Este descenso de la PNUE con 100 mil Kl debio principalmente al
descenso de IR, puesto que los niveles de N en hoja aumentaroigpal para 50 y

100 mM NacCl.

2.1.5. Pigmentos fotosintéticos

En cuanto al contenido de pigmentos fotosintétiogespuesta observada
dependi6 del nivel de sal ensayado. En la tablp@d@mos observar que el tratamiento
con 50 mM NaCl aumentd de forma significativg@,05) el contenido de clorofila a
(Ca) (21%), clorofila b (@) (31%), carotenoides (Car) (19%) y clorofila tof&l.)
(24%) respecto a plantas control. Sin embargaagmiento con 100 mM NacCl redujo
un 16% el contenido de,& un 18% el de Car tras 13 semanas de tratamieato.
relacion clorofila total/carotenoides {gCar) vy la relacién ¢€C, no se afectaron por la

salinidad.

Tabla 2.6. Contenido de clorofila a ¢ clorofila b (G), carotenoides (Car), clorofila total {&),
relacion clorofila total/carotenoides {GCar) y relacion clorofila a/clorofila b () en hoja de
plantas de olivo tratados con 0, 50 y 100 mM Na@hdte 13 semanas. Plantas con 0 mM NacCl se
utilizaron como control.

C. GCo Car Cap
Nacl (Mgg'PS) (mgg'PS) (mgg'Ps) (mgg'Ps) /e GG
0mM 2,33b 1,04 b 0,774 b 3,36 b 2,25a 4,34 a
50 mM 2,82 a 1,36 a 0,922 a 4,18 a 2,12 a 4,52 a
100 mM 195¢ 0,92b 0,632 ¢ 2,87c 2,12 a 4,54 a

Para cada parametro, las medias seguidas portaistina son estadisticamente diferentes seguaselLSD
(P<0,05).

2.1.6. Metabolitos e indicadores del estrés en laja

En la tabla 2.7 se exponen los resultados obterpdos distintos solutos que
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pueden participar en el ajuste osmotico en plastasetidas a estrés salino. Como

podemos observar, la respuesta vario entre solutos.

Tabla 2.7. Contenido de azlcares, aminoacidos, prolina, glitiataina (GB), proteina y nitrato de
hoja de plantas de olivos tratados con 0, 50 yrh® NaCl durante 13 semanas. Plantas con 0 mM
NaCl se utilizaron como control.

NaCl AzUcares Aminoéacidos Prolina GB Proteina Nitrato
(mg g* PS) (ugg'PS) (gg'PS) (mgg'PS) (mgg'PS) (mgg'PS)

0 mM 30,93 ab 197,26 ¢ 114,29 b 2,96 a 2,31b 12,36

50 mM 3291a 395,58 b 7351c 2,82 ab 1,97 c B,36

100 mM 29,64 b 538,28 a 294,78 a 2,65b 2,98 a 8,96 b

Para cada parametro, las medias seguidas portaistima son estadisticamente diferentes segueselLSD
(P<0,05).

A las 13 semanas de exposicion al NaCl, las plamtadas con 100 mM
mostraron un 10% menos de azucares solubles qpéalatsis tratadas con 50 mM, sin
embargo ninguno de los tratamientos mostro diféasnsignificativas respecto al
control. El contenido de aminoacidos respecto atrobaumenté un 100% con 50 mM
y un 173% con 100 mM NaCl. Ademas, determinamosagitenido de prolina,
metabolito implicado en el ajuste osmético de madakgpecies de plantas. Las plantas
tratadas con 100 mM NaCl acumularon un 158% madmprque las plantas sin sal, en
cambio, las plantas con 50 mM mostraron un desceels®6%. En el caso de la glicina
betaina (GB), con 100 mM NaCl se redujo un 10%eaespal control £<0,05). El
contenido de proteina mostr6 una tendencia sinailda del contenido de prolina;
aumento un 29% respecto al control con 100 mMngdejo un 15% con 50 mM NacCl.
Otro soluto determinado, en este caso inorganie ef nitrato, el cual descendié una
media del 25% con 50 y 100 mM NaCl. Por tanto, tanaulacion de solutos
osmoéticamente activos por la salinidad dependidndell de NaCl ensayado; asi, con

50 mM se acumularon aminoacidos, mientras que dad mM se acumularon
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aminoacidos, prolina y proteinas.

En general, el contenido de fenoles y flavonoidesrhayor en hoja que en raiz
(Figuras 2.11 y 2.12). Por efecto de la salinidadcontenido de fenoles de hoja
descendié en mayor proporcion que el de flavonoidgsntras que en raiz ocurrid lo
contrario. En hoja, los niveles de fenoles des@ndi aproximadamente un 77%
respecto al control con 50 y 100 mM NacCl; en raste descenso fue del 27% para 50

mM y del 35% para 100 mM NacCl.

00mM B50 mM 100 mM
45 - a, A

40 - b, A
35 - b, A

a,B

b, B

c,B

Hoja Raiz

Figura 2.11. Contenido de fenoles en hoja y raiz de plantaglide tratados con 0, 50 y 100 mM NacCl
durante 13 semanas. Plantas con 0 mM NaCl seantiizcomo control. Los datos son medias + SE
(n=8). Para cada 6rgano, diferente letra mindsiweaa diferencias significativas entre nivelessad,
mientras que, para cada nivel de NaCl, diferertta imayulscula, indica diferencias significativasren
hoja y raiz segun el test LSB<0,05). ND, no determinado.

En contraste, el contenido de flavonoides se reenjmayor medida en raiz que
en hoja; en hoja sélo se redujo con 100 mM NaCPRgB7mientras que, en raiz

descendi6 un 32% con 50 mM y un 43% con 100 mM NaCl
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Figura 2.12. Contenido de flavonoides en hoja y raiz de plad@aslivo tratados con 0, 50 y 100 mM
NaCl durante 13 semanas. Plantas con 0 mM NaGileaon como control. Loglatos son medias + SE
(n=8). Para cada 6rgano, diferente letra mindstwi&a diferencias significativas entre nivelessdd
mientras que, para cada nivel de NaCl, diferertta lmayUscula, indica diferencias significativasren
hoja y raiz segun el test LSB<0,05). ND, no determinado.

La capacidad antioxidante, evaluada por la capdaigacaptacion de radicales
DPPH de extractos de hoja, y la concentracion de grtipbsle proteina soluble, se
representan en las figuras 2.13 y 2.14. Como pode@bservar, el 16 de la capacidad
de neutralizacion de radicales DPPH aument6 un &¥60 mM y un 33% con 100
mM NaCl, esto significa que, la capacidad antiomidadescendio, un 18% con 50 mM
y un 33% con 100 mM NacCl, respecto a plantas cbriteoconcentracion de grupos tiol

descendi6 con 50 mM NaCl un 10®<0,05).
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Figura 2.13. Actividad de barrido de radicales libres DPPHpresado como I§, en hoja de plantas de
olivo tratados con 0, 50 y 100 mM NaCl durante é®anas. Plantas con 0 mM NacCl se utilizaron como
control. Losdatos son medias + SE (n=6). Las medias seguidadigiinta letra son estadisticamente
diferentes segun el test de LSPX(,05).
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Figura 2.14. Contenido de grupos tiol en hoja de plantas deodliatados con 0, 50 y 100 mM NacCl
durante 13 semanas. Plantas con 0 mM NaCl seautiizcomo control. Loglatos son medias + SE
(n=6). Las medias seguidas por distinta letra sstadésticamente diferentes segun el test de LSD
(P<0,05).
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Tabla 2.8.a. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

PStallo PSraiz PStotal R/PA Elongaci§hhojas AF total AFH LAR AGR RGR NAR LMA Nahoja Nd raiz
PShoja 0,948 0,707 0,922° -0,806° 0,924° 0914 0,938 0,646 -0,122" 0,988" 0,919° 0,916° -0,737° -0,962" -0,944"
PS tallo 0,691 0,867" -0,666° 0,889" 0,803" 0,837" 0,699 -0,297° 0,93¢" 0,808" 0,801" -0,636 -0,912" -0,920"
PS raiz 0,810 -0,417° 0,587 0,547 0,761 0,631 -0,514 0,685 0,548 0,758" -0,586  -0,716" -0,742"
PS total 0,748 0,867 0849”7 0,966" 0,538 -0,250° 0,931 0,851 0,954" -0,774" -0,938" -0,930"
R/IPA 0,775 -0,887" -0,816" -0,263° -0,351° -0,813" -0,851" -0,811" 0,895" 0,768" 0,708
Elongacion 0,842" 0,875" 0,499 -0,017 0,963" 0,957 0,849" -0,717" -0,865" -0,834"
N° hojas 0,877 0,442 0,130 0,917" 0,886" 0,870° -0,758" -0,879" -0,840"
AF total 0,590 -0,087° 0,038” 0,899" 0,990" -0,795" -0,928" -0,898"
AFH -0,38%¢ 0,573 0,458 0,587 -0,259* -0,568  -0,587
LAR -0,098° 0,148 -0,058° -0,164" 0,238 0,338"¢
AGR 0,952 0,908" -0,749" -0,954" -0,931"
RGR 0,881 -0,749" -0,844" -0,789"
NAR -0,817 -0,883" -0,853"
Na" hoja 0,701 0,675
Na' raiz 0,993
NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par®< 0,05, 0,01, 0,001.
Tabla 2.8.b. Matriz de correlaciones entre las variables estladia
K'hoja Kraiz C& hoja Ca'raiz K/Na hoja K'/Na' raiz C hoja C raiz N hoja N raiz C/N hoja C/N raiRWC WCS
PS hoja 0,883 0,924 -0,366° -0,889° 0,864 0,870~ 0,910° -0,728" -0,871° 0,912° 0,861  -0,915 0,746  -0,816
PS tallo 0,864 0,917° -0,148% -0,734" 0,895 0,897" 0,895° -0,540 -0,897" 0,845" 0,892" -0,823" 0,633  -0,746"
PS raiz 0,685 0,747 0,058 -0,498 0,759" 0,758" 0,732 -0,318° -0,718" o0,660° 0,710 -0,620° 0,460° -0,586
PS total 0,851 0,908" -0,264° -0,827" 0,871" 0,874" 0,923" -0,608 -0,875" 0,830 0,876" -0,821" 0,699° -0,801"
R/PA -0,602 -0,657° 0,656 0,913 -0,557 -0,562 -0,683° 0,836 0,581 -0,736" -0,574 0,790" -0,883" 0,821"
Elongacion 0,762  0,805"  -0,4268° -0,853" 0,736" 0,742 0,820 -0,697° -0,753" 0,787° 0,744" -0,805" 0,806" -0,828"
N° hojas 0,774 0,80%° -0,517 -0,917" 10,7207 0,729 0,801 -0,812" -0,727° 0,865° 0,716 -0,890" 0,714" -0,746"
AF total 0,806° 0,865°  -0,448° -0,912" 0,795 0,800™ 0,873" -0,740" -0,809" 0,829" 0,803" -0,849" 0,766  -0,823"
AFH 0,541 0,592° 0,022 -0,408* 0,595 0,594 0,556 -0,262* -0,564 0,506 0,556 0,477  0,248% -0,357¢
LAR -0,372%  -0,393¢ -0,757" -0,233° -0,526 -0,514 -0,370"  -0,448° 0,489 0,172 -0,495 0,054 0,237  -0,046°
AGR 0,867" 0,906" -0,392° -0,809" 0,843 0,849™ 0,912 -0,727" -0,855" 0,889" 0,846 -0,896" 0,780" -0,832"
RGR 0,712" 0,745" -0,595  -0,930" 0,648 0,656 0,774 -0,803" -0,672° 0,769 0,660° -0,810" 0,816" -0,809"
NAR 0,748 0,815 -0,440° -0,883" 0,748 0,753" 0,837" -0,710° -0,754" 0,775" 0,749" -0,796" 0,745" -0,790"

NS, *, **, *** indica diferencias no significativas significativas par&< 0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 2.8.c. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

K'hoja Kraiz C& hoja C& raiz KJ/Na hoja K'/Na' raiz C hoja C raiz N hoja N raiz C/N hoja C/N raiRWC WCS
LMA -0,533 -0,62f 0,443 0,769° -0,566 -0,571 -0,680° 0,647 0,565 -0,6400 -05564 0,673 -0,883" 0,827
Na' hoja -0,931" -0,981" 0,28%< 0,868" -0,936"  -0,940"  -0,961" 0,683 0,947" -0,947" -0,938" 0,932" -0,722" 0,810"
Na' raiz -0,956" -0,996" 0,1710° 0,803" -0,971" -0,974" -0,974" 0,606° 0,97%" -0,936" -0,968" 0,916" -0,670° 0,774
K* hoja 0,964" -0,101° -0,717" 0,949 0,954 0,929" -0,549 -0,957" 0,947° 0,952 -0,903" 0,539 -0,667"
K* raiz -0,11%°  -0,760" 0,984" 0,986~ 0,963" -0,562 -0,984" 0,936" 09777 -0,903" 0,627 @ -0,742"
c&" hoja 0,715 0,068 0,053’ -0,088 0,861" -0,000° -0,299' 0,011 0434 0572 0,447
ca* raiz -0,638 -0,648" -0,747" 0,925° 0,674 -0,822" -0,661° 0,882° -0,832" 0,830
K*/Na" hoja 0,100 0,960" -0,407° -0,990" 0,882" 0,986  -0,824" 0,534 -0,670°
K*/Na" raiz 0,962 -0,419° -0,991" 0,890" 0,987" -0,8323" 0,541 -0,676"
C hoja -0,488 -0,964" 0,866° 0963 -0,825" 0,649  -0,751"
C raiz 0,446  -0,734" -0,430° 0,826" -0,750" 0,697
N hoja -0,885 -0,999" 0,836 -0,552 0,685
N raiz 0,873 -0,988" 0,671 -0,748"
CIN hoja -0,822 0,543 -0,675"
C/N raiz 0,724 0,774
RWC -0,909
NS, *, ** *** indica diferencias no significativas significativas par®< 0,05, 0,01, 0,001.
Tabla 2.8.d. Matriz de correlaciones entre las variables estladia
RwWC WCS WSD S E P, Os Ci PNUE G Gy Car Gt C./Car
PS hoja 0,746 -0,816° -0,746  -0,816° 0,844 0,641 0,889  -0531 0,888 0,350~ 0,173° 0,401 0,288 -0,622
PS tallo 0,633 -0,746" -0,633° -0,909" 0,790" 0,530 0,876 -0,483 0,787" 0,139 -0,019° 0,192° 0,081° -0,632"
PS raiz 0,46 -0,586 -0,460'S -0,757" 0,725 0,334 0,778" -0,268° 0,649 -0,080° -0,133° 0,002 -0,102 -0,639"
PS total 0,699 -0,801" -0,699° -0,913" 0,898" 0,604 0,920" -0570 0,869" 0,260 0,108 0,316 0,208 -0,622"
R/PA -0,883" 0,821" 0,883" 0,600° -0,699" -0,734" 085" 0,560 -0,829" -0,660° -0,475 -0,682° -0,601 0,394
Elongacion 0,806  -0,828™ -0,806" -0,783" 0,7476" 0,763 0,777" -0%"  0,913" 0,350° 0,111 0,374 0,268° -0,590
N° hojas 0,714 -0,746" -0,714" -0,767" 0,763 0,654 0,770° -0,625 0,854~ 0,497 0,324 0,529 0,439' -0,462%
AF total 0,766 -0,823" -0,766" -0,854" 0,868" 0,688  0,868" -0,599° 0,905" 0,43%° 0,267 0,488 0,378 -0,601"
AFH 0,248  -0,357° -0,248° -0,614 0,430 0,228 0,529 0,284 0,431 0,012 -0,007° 0,083 0,001 -0,491
LAR 0,237 -0,048° -0,237™ 0460° -0,249° 0,3548° -0,400° -0,132° 0,069 0,734" 0,713" 0,681 0,739" 0,422
AGR 0,780 -0,832" -0,780" -0,881" 0,843" 0,698  0,879" -0,600° 0,919 0,358 0,153° 0,401 0,286 -0,634"
RGR 0,816 -0,809" -0,816" -0,711" 0,757 0,819 0,735" -0,655 0,937" 0,547 0,337 0,575 0,476 -0,516

NS, *, **, *** indica diferencias no significativas significativas par&< 0,05, 0,01, 0,001.



Tabla2.8.e.

Matriz de correlaciones entre las variables estladia

RWC WCS WSD S E P, 0 Ci PNUE G Gy Car Gt C,/Car
NAR 0,745  -0,790° 07T 0810™  g840" 0,658 0,829° -0,6100 0,873 0,442° 0,299 0,493 0,398 -0,533
LMA -0,883™ 0,827 0,883" 05591 -0,703° -0,658 -0,630° 0,507 -0,780" -0,50f -0,369° -0,530  -0,459' 0,364
Na" hoja  -0,722" 0,810 0,722" 0,960" -0,8923" -0,566  -0,935" 0,489 -0,853" -0,274° .0,084° -0,328 -0,208° 0,658
Na' raiz 0,678 0,774 0670 0,982" -0,883" -0,485 -0,950" 0,444 -0,801" -0,167° 0,010 -0,222° -0,102* 0,678
K* hoja 0539 -0,667 -0539 -0,948" 0,753" 0,400° 0,9317" -0,367° 0,700 0,063° -0,114*° 0,227 -0,003°  -0,755"
K* raiz 0,627 -0,742" -0,627° -0,986" 0,865" 0,437 0,946 -0,403° 0,768" 0,100° -0,073° 0,156 0,038 -0,686"
C&'hoja -0,572 0,447 0,577 0,040  -0,238° -0,776" -0,084° 0,463 -0594 -0925" -0,774" -0,909" -0,882" 0,043
C#*raiz  -0,83%" 0,830 0,832 0,713" -0,779" -0,809" -0,717" 0,611 -0,928" -0,685 -0,475 -0,712" -0,616" 0,476
K*/Na" hoja 0,534 -0,670° -0,534 -0,984" 0,829" 0,304 0,941" -0,331° 0,665  -0,058° -0,204° 0,002 -0,118°  -0,68%
K*/Na' raiz 0,541  -0,676° -0,541 -0,985" 0,829" 0,313 0,943" -0,337 0,672 -0,047° -0,298° 0,013 -0,108® -0,688"
C hoja 0,648 -0,751" -0,649° -0,963" 0,875 0,438 0,958" -0,430° 0,747 0,118° -0,039° 0,277 0,060 -0,667"
C raiz -0,756° 0,697 0,750 0,484 -0548 -0,813" -0,483 0,547 -0,834" -0,776" -0,56 -0,783" -0,703 0,370
N hoja -0,552 0,685 0,557 0,981 -0,835" -0,354° -0,958" 0,353 -0,683 0,000 0,168° -0,060° 0,064 0,715"
N raiz 0671 -0,748" -0,671° -0,890" 0,745° 0,529 0,861 -0,431° 0,798" 0,236° 0,032° 0,289 0,162 -0,704"
C/INhoja 0543 -0,675 -0,543 -0975" 0,827" 0,344 0,958 -0,350'° 0,667 -0,008 -0,170° 0,053 -0,070° -0,718"
C/N raiz -0,724" 0,774 0,724 0,846 -0,745" -0,617° -0,820" 0,470 -0,846" -0,361° -0,148° -0,407° -0,288' 0,662"
RWC -0,908" -1,006" -0,573 0,667 0,770" 0,581 -0,555 0,850 0,538 0,299 0,545 0,456 -0,443F
WCS 0,008 0,741 -0,780" -0,737" -0,720" 0,501 -0,879" -0,456"° -0,262° -0,484  -0,390' 0,497
WSD 0,573 -0,667 -0,770" -0,581 0,555 -0,850" -0,538  -0,209° -0,545  -0,456' 0,443
S -0,868" -0,393° -0,950" 0,398° -0,733" -0,054° 0,098 -0,113° 0,002 0,662"
E 0,473 0,873 -0,319's 0,797 0,288 0,181 0,328 0,251° -0,407¢
P, 0,399 .0,719" 0,876 0,7000 0,471 0,716" 0,625 -0,4471¢
O -0,360° 0,723" 0,069 -0,078° 0,138 0,018 -0,715"
Ci -0,667 -0,351° -0,088° -0,341 -0,256' 0,446
PNUE 0,526 0,302 0,556 0,449 -0,559
C, 0,930° 0,992 0,990" 0,103
Gy 0,931 0,972" 0,338's
Car 0,985 0,024
Cast 0,193

NS, *, **, *** indica diferencias no significativas significativas par&< 0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 2.8.f. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

CJCy Azlcares Aminodacidos Prolina GB Proteina  Nitrato endles hoja Fenoles raiglavonoides Flavonoides DPPH Tiol
hoja raiz
PS hoja 0,39 0,218 -0,908" -0,705 0,628 -0,583 0,916 0,624 0,915 0,438" 0,942 -0,973" -0,077"¢
PS tallo 0,428 0,074 -0,861" -0,507 0,632° -0,379° 0,944" 0,553 0,910 0,273 0,928 -0,904" -0,070'¢
PS raiz 0,28¥ -0,227° -0,726" -0,258" 0,401 -0,002° 0,767 0,411° 0,728" 0,010 0,782" -0,705"  -0,178¢
PS total 0,38% 0,181 -0,951" -0,625 0549 -0,488 0,896 0,653 0,905" 0,403 0,919" -0,941"  -0,057¢
R/PA 0,249  -0,461° 0,734" 0,885° -0,556 0,796 -0,618 -0,667 -0,721" -0,654" -0,680" 0,813" 0,148
Elongacién 0,543 0,372 -0,898" -0,719" 0,635 -0,666 0,817° 0,519 0,815" 0,418 0,810" -0,887" -0,028'°
N° hojas 0,28% 0,379 .0,825" -0,799" 0,639° -0,689° 0,777" 0,576 0,813" 0,518 0,817 -0,906" -0,129*°
AF total 0,340 0,287 -0,910" -0,758" 0,602 -0,637° 0,842" 0,597 0,860" 0,441¢ 0,891" -0,948"  -0,097°
AFH 0,156  -0,123* -0,43%¢ -0,229 0,475 -0,100° 0,638  0,098° 0,546 0,143 0,631 -0,556  -0,162'°
LAR -0,308* 0,651" 0,208 -0,510  -0,008" -0,611" -0,443° -0,078 -0,327¢ 0,301¢ -0,360'¢ 0,154  -0,314*
AGR 0,462 0,278  -0,939" -0,726" 0,616 -0,627° 0,899" 0,617 0,908" 0,459 0,918 -0,968" -0,026°
RGR 0,397 0,451 -0,876 -0,844" 0,546 -0,793" 0,729" 0,573 0,761 0,510 0,774 -0,887" -0,102*¢
NAR 0,272 0,283 0,870 -0,743" 0582 -0,616° 0,796" 0,576 0,817" 0,419 0,840" -0,906" -0,121*¢
LMA -0,179N¢  -0,226* 0,721 0,702  -0,458" 0,581 -0,608" -0,687" -0,719" -0,525 -0,642" 0,742" 0,122
Na' hoja -0,448° -0,180° 0,924" 0,652°  -0,599" 0,524 -0,950" -0,676" -0,969"  -0,506 -0,978" 0,995  -0,062°
Na' raiz -0,459° -0,008° 0,910" 0,559 -0,584 0,421 -0,974" -0,669" -0,981" -0,460' -0,986™ 0,977"  -0,100
K" hoja 0,518 0,002 -0,859" -0,450* 0,603" -0,331* 0,959" 0,633 0,936" 0,418 0,951 -0,916" 0,162'¢
K* raiz 0,473 0,039 -0,889" -0,498 0,582 -0,361° 0,979" 0,655 0,975 0,429 0,987" -0,959" 0,111
c&" hoja -0,010° -0,682" 0,307¢ 0,873" -0,338° 0,937" -0,038 -0,201* 0,118  -0,477 0,172 0,374 0,304
Cée' raiz -0,308° -0,497 0,828 0,935° -0,586 0,864° -0,609° -0,597 -0,763" -0,614* -0,787" 0,916 0,117¢
K*/Na" hoja 0,472  -0,076 -0,845" 0,350 0,522 -0,199° 0,979" 0,626 0,963" 0,349' 0,960 -0,898" 0,178
K*/Na'raiz 0,474  -0,069° -0,849" 0,361 0,552 -0,21M° 0,987 0,630 0,965" 0,356 0,962" -0,003" 0,173¢
C hoja 0,448° 0,078 -0,912" -0,507 0,491 -0,368° 0,962 0,666 0,98G" 0,439' 0,948" -0,936" 0,192'¢
C raiz -0,24%  -0517 0,629 0,923 -0,606" 0,90I" -0,485  -0,457° -0,540 -0,571 -0,601" 0,747" 0,234
N hoja -0,498 0,024 0,870 0,398  -0,539 0,2578° -0,982" -0,636 -0,963"  -0,378°  -0967" 0913" -0,187
N raiz 0,492  0,099° -0,837" -0,607° 0,682° -0,490 0,907 0,629 0,906" 0,481 0,932" -0,942" 0,029
CIN hoja 0,497  -0,031 -0,866" 0,381 0,537 -0,248° 0,979" 0,633 0,959 0,368 0,960 -0,904™ 0,202
C/N raiz -0,46%° -0,191¢ 0,832" o,701° -0,697" 0,601° -0,860" -0,621 -0,872" -0,522 -0,908™ 0,946" 0,026
RWC 0,427 0,408 -0,716" -0,809" 0,511 -0,753" 0,586 0,572 0,692 0,586 0,624 -0,762" -0,003¢
WCS -0,360° -0,208 0,812 0,768" -0,500 0,637 -0,717" -0,567 -0,777" -0,434%¢ -0,741" 0,834" 0,118
WSD -0,427°  -0,408° 0,716" 0,809 -0,51f 0,753" -0,586 -0,572 -0,692" -0,586 -0,624" 0,762" 0,003
S -0,437°  -0,004* 0,878 0,458  -0,543 0,296 -0,974" -0,620" -0,958" -0,363'S -0,968™ 0,932"  -0,108"

NS, *, ** *** indica diferencias no significativas significativas par®< 0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 2.8.9. Matriz de correlaciones entre las variables estlatia

CJCy Azlcares Aminoacidos Prolina GB Proteina  Nitrato Fenoleg~enoles Flavonoides FlavonoidesDPPH Tiol
hoja raiz hoja raiz
E 0,208 0,167 -0,851" -0,608 0,313° -0,456° 0,807° 0,600 0,864 0,488 0,873 -0,888" -0,036"
P, 0,357 0,508 -0,692" -0,835" 0,499 -0,846" 0,420 0,353° 0,458 0,332¢ 0,493 -0,634" -0,283¢
O 0,443 0,021 -0,903" 0,469 0531 -0,318° 0,959° 0,636 0,938 0,358 0,951" -0,915" 0,084
Ci -0,556 -0,438" 0,559 0,590° -0,701" 0,605  -0,422° -0,120° -0,418 -0,228°  -0,393¢ 0,529 -0,034*
PNUE 0,42%8% 0,372 -0,888" -0,833" 0584 -0,762" 0,731 0,554 0,768 0,448 0,800 -0,894" -0,202¢
C, 0,241 0,597 -0,273¢ -0,855" 0,154 -0,859" 0,016 0,316 0,138° 0,508 0,157 -0,352 -0,287¢
Gy 0,572 0,457 -0,081 0,664 -0,098° -0,638" -0,151° 0,230 -0,033¢ 0,348"° -0,000  -0,154° -0,418°
Car -0,238° 0,550  -0,327¢ -0,859" 0,178 -0,844" 0,083° 0,341 0,191 0,478 0,224 -0,402F  -0,318'¢
Cast 0,371 0,554  -0,204* -0,796" 0,061 -0,789" -0,047° 0,288 0,073 0,454 0,099NS  -0,28% -0,341°
Caet/Car -0,772" 0,108 0,692 0,258  -0,644" 0,208 -0,755" -0,298° .0,667° -0,062°  -0,710 0,649  -0,153°
CJ/C, 0,087 -0,485 0,161 0,600 -0,226" 0,517 0,117 0,450 0,169 0,428 -0,438" 0,428
Azlcares -0,26F 0,658 0,112 -0,755" -0,019° -0,043% 0,048 0,318"° 0,044'¢ -0,233%  -0,172°¢
Amino&cidos 0,636 -0,498 0,541 -0,800" -0,622° -0,888" -0,376° -0,906" 0,930 0,031
Prolina -0,45%° 0,961"  -0,426" -0,449° -0517 -0,597 -0,531 0,717 0,201
GB -0,418° 0,618 0,172 0,562 0,192 0,581 -0,620°  -0,023¢
Proteina -0,28% -0,352° -0,379° -0,605 -0,392* 0,597  0,137°
Nitrato 0,585 0,964" 0,298% 0,974 -0,926"  0,094'
Fenoles hoja 0,764 0,777 0,652 -0,669° 0,113*
Fenoles raiz 0,479 0,961" -0,947" 0,143
Flavonoides hoja 0,35  -0518 0,359
Flavonoides hoja -0,965 -0,002'
DPPH -0,00%°

NS, *, **, *** indica diferencias no significativas significativas par&< 0,05, 0,01, 0,001.
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2.2. Discusién

La muerte de las plantas del cv. Picual después siamanas crecidas con 200
mM NacCl fue verificada en experimentos posterigmesentados en este trabajo (pag.
239). En contraste, en plantas de mayor edad (Geshesrecidas en las mismas
condiciones, no se detect6 muerte por salinidagl. (p€8), esto puede deberse al estado
fisioldgico de la planta en el momento de aplidak&Cl. De forma similar, en plantas
de 12 meses de otros cultivares de olivo no sectdeteortandad (Chartzoulakis et al.,

2002; Kchaou et al., 2010).

El descenso del crecimiento en el cv. Picual pecte del estrés salino se ha
verificado en todos los parametros determinados, toolos los niveles de NaCl
ensayados. Resultados similares han sido desqudos otros cultivares de olivo
(Chartzoulakis, 2005; Vigo et al., 2005; Pericalet 2008; Kchaou et al. 2010, 2013;
Bader et al., 2015). El descenso de la acumulatgdmateria seca en plantas con 100 y
200 mM NacCl se debi6 esencialmente al descensa deumulacion de materia en la
parte aérea (tallo + hoja), lo que se manifestéypoincremento de la relacién R/PA.
Esto confirma los resultados descritos por Meldgaal.e(2007) para el cv. Arbequina,
descrito como tolerante a la salinidad (Benllochlgt1994). Sin embargo, con niveles
de 50 mM de NaCl durante 13 semanas, raiz y paraanostraron una sensibilidad
similar, por lo que la relacion R/PA se mantuvolamisma razon que en plantas sin
sal. Perica et al. (2008) describen resultadoslasiesi en plantas de 1 afio de otros
cultivares de olivo, tolerantes (‘Frantoio’), modeéamente tolerantes (‘Manzanilla’) y
sensibles (‘Leccino’) a la salinidad, y cultivaastoctonos de Croacia no clasificados
por su tolerancia, crecidos con 66 mM NaCl durabfe semanas. Ademas, es

importante destacar que, un comportamiento sindidata relacion R/PA fue descrito
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por Chartzoulakis et al. (2002) en plantas de 1 d&db cultivares griegos con distinto
grado de tolerancia a la salinidad, tratadas cqnlB0 y 200 mM NaCl durante 8
semanas. Por otra parte, Perica et al. (2008) idescmayor sensibilidad a la salinidad
de la elongacion de tallo que del numero de hajagjual que ocurre con el cv. Picual
(Tabla 2.1). Otros autores relacionan esta maywilséidad de la elongacion de tallo a
una mayor acumulacion de Nan el tallo que en hoja (Tattini, 1994; Chartzkisaet

al., 2002; Perica et al., 2008). Munns and Tes2608) diferenciaron dos fases para
explicar la respuesta del crecimiento a la salchidn la primera fase, la reduccion del
crecimiento se debe al déficit hidrico que tiengaluinmediatamente después de la
aplicacion de la sal, mientras que en la segursly & debe a la acumulacion de iones
salinos en los tejidos a niveles toxicos. Parasgpudé esta segunda fase se necesita un
periodo de tiempo que depende de la intensidacestedés y de la tolerancia a la
salinidad. Nuestros resultados verifican esta aigon, ya que, cuanto menor es el
nivel de sal, mayor tiempo de exposicion es neiepara producir un mismo descenso
de materia seca. Por ejemplo, para descender &t&Sin 50% fueron necesarias 9,5
semanas con 100 mM, mientras que, con 50 mM fueremesarias 7,1 semanas mas

(16,6 semanas).

Segun los resultados obtenidos, el AF total mosimé mayor correlacion
positiva con el nimero de hojas(,877;P<0,001) que con el AFH$0,590;P<0,01).
Por tanto, el descenso del AF total por la salthisia debid principalmente al descenso
del inicio de nuevas hojas méas que el descenstahaliio final de la hoja, al igual que
describen Vigo et al. (2005) para los cvs. Mantawié Sevilla y Kalamata, sensible y
tolerante a la salinidad, respectivamente. En ataebn 200 mM NaCl, se observo

caida de hoja, al igual que describen Kchaou ef28l10) en cultivares sensibles y
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tolerantes a la salinidad. Sin embargo, estos esitambién describen caida de hoja con
100 mM NaCl en todos los cultivares, lo que comdérason los datos obtenidos en
nuestro experimento para el cv. Picual. Bader.gRall5) afirman que el impacto que

se produce en la planta por la salinidad pueddwmna su completa defoliacion.

Segun Chartzoulakis (2005) el AF total es masibkna la salinidad que el PS
total, lo cual coincide con lo observado con 1@D§ mM NacCl en el cv. Picual (Tabla
2.1). Resultados similares fueron descritos porgllielet al. (2008) en plantas de

‘Arbequina’ tratadas con 100 mM NacCl.

El descenso de la RGR por la salinidad se debié ahadescenso de su
componente fisiologico (NAR) que a su componentafohigico (LAR), que no
descendié con 50 ni con 100 mM NaCl. Segun Zha. €2007), NAR es considerado
un indice de la capacidad fotosintética de la plgor unidad de area foliar, por tanto,
la inhibicion de NAR puede estar relacionada cordescenso en la tasa fotosintética
(Cheeseman, 1988) o con un aumento en la respiréSichwarz and Gale, 1981). En
nuestro experimento la fotosintesis por plaRtax(AF total) descendio por la salinidad,
mientras que en plantas control fue 23,54 nmoj gi@nta' s*, en plantas con 50 mM
fue 15,95 nmol C@planta* s* y en plantas con 100 mM NaCl fue 5,01 nmol,CO
planta* s*. Sin embargo, la fotosintesis por area folRy) (o descendié con 50 mM
NaCl, por lo que con este nivel de sal el descafessdRGR se podria asociar a un

aumento de la respiracion en respuesta al estigs.sa

En el cv. Picual, el C de la hoja descendi6 porsdéinidad (Tabla 2.2).
Resultados similares fueron descritos por Cordmwtlal. (2014) en plantas de tomillo

sometidas a estrés salino (50 y 100 mM NaCl). Ademd consonancia con lo descrito

137



Estrés salino en estaquillas enraizadas

por estos autores para tomillo, los niveles de €lav. Picual aumentaron en raiz con
100 mM NaCl. En plantas con estrés hidrico, el elesg de C en hoja junto con su
incremento en raiz, podria justificarse por laltzecion de C desde hoja a raiz (Hunt et
al., 1996). De hecho, en el cv. Picual se detestbaorrelacion negativa entre el C de
raiz y de hojarE-0,488;P<0,05) (Tabla 2.8). Ademas, con 100 mM NacCl el desce

del C en hoja (2%) fue igual al aumento del C én (200).

La reduccion del crecimiento de las plantas p@alamidad se ha asociado a una
menor capacidad para mantener una concentraci@uadie de nutrientes esenciales
(Zidan et al., 1992; Cordovilla et al., 1995). Sediewis (1986), el exceso de NaCl
interfiere en la adquisicién y utilizacion de N. Bmestro experimento, la salinidad trajo
consigo un incremento del contenido de N en hdgavez que descendié en raiz (Tabla
2.2). El incremento de N en los tejidos puede dmbeax mayor inhibicién del
crecimiento que de la absorcion por la raiz (Losgkiset al., 2002). De hecho, en el cv.
Picual el PS de hoja descendi6é por la salinidadnagor proporcion que el de raiz
(Tabla 2.1). Por otra parte, el aumento de N etejitio en condiciones de estrés salino
podria asociarse a la acumulacién de compuestagj@itados (Parida and Das, 2005).
En nuestro experimento, se detecté acimulo de @tithas, a la vez que descendio la
concentracion de nitrato y de glicina betaina padlinidad (Tabla 2.7). El descenso de
la concentracion de nitrato pudo deberse a la icibitb de su absorcion por el "Cl

(White and Broadley, 2001).

El contenido de Naen hoja y raiz se correlacion6 negativamente edost los
parametros de crecimiento, excepto con la relaBG™A y la LMA, con los que se
correlaciond positivamente, y con la LAR, con l& qu se correlacion6 (Tabla 2.8). La

correlacion mas alta detectada fue con el PS d& (wj0,962 6 -0,943, para Nale
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hoja y raiz, respectivament®<0,001). Por tanto, el crecimiento descendio por el
acumulo de Naen los tejidos. Ademas se afectd mas parte aéieaadg. Perica et al.
(2008) también describieron una correlacion negativtire el contenido de Nan hoja

y el PS de hoja, tallo y raiz, la elongacion déotsl el nimero de hojas para otros
cultivares de olivo crecidos con 33, 66, 100 y 1@d NaCl. Ademas, Kchaou et al.
(2010) encontraron una correlacién negativa eritidaé de hoja y el AF total en un
ensayo realizado con los cvs. Chemlali, ChetouiroKeiki, Arbequina y Arbosana

crecidos con 50, 100 y 200 mM NacCl.

En estudios previos, se han asociado niveles isupgral 0,4% de Naen hoja
de olivo con reduccién del crecimiento y dafo eja liilein et al., 1994; Tattini et al.,
1992; Kchaou et al., 2010). En el cv. Picual estiogles se superaron con todas las
concentraciones de NaCl tras 13 semanas de trattangieabla 2.3). Bader et al. (2015)
describieron niveles superiores al 0,4% dé M cultivares sensibles a la salinidad
(‘Meski’ y ‘Ascolana’) crecidos con 100 y 150 mM @k mientras que en el cv.
Picholine, tolerante a la salinidad, fue inferién contraste, Chartzoulakis et al. (2002)
encontraron niveles inferiores al 0,4% de'Na hoja de distintos cultivares griegos
tolerantes (‘Kalamata’, ‘Kothreiki’ y ‘Megaritiki’) y moderadamente tolerantes
(‘Koroneiki’, ‘Mastoidis’ y ‘Amphissis’) a la saliidad crecidos con 100 mM NaCl. En
el cv. Picual, aunque los niveles de’a hoja fueron superiores al 0,4%, el porcentaje
de Nd en hoja respecto a la raiz con 100 mM NaCl (Fi@uéy se encontr6 en niveles
inferiores a los descritos por Bader et al. (20p&)a los cultivares sensibles a la

salinidad.

En estudios previos, el cv. Picual ha sido des@@mo tolerante a la salinidad

en funcién de la inhibicion del crecimiento con X8 NaCl (Marin et al., 1995). Sin
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embargo, segun Greenway and Munns (1980), la taleraa la salinidad de las
glicofitas esta asociada a la capacidad de linktabsorcion y/o transporte de iones
salinos desde la rizosfera a la parte aérea. Ruostente, Tattini et al. (1994) y
Chartzoulakis (2005) indicaron que la tolerancieobvo se asocia con un mecanismo
efectivo de exclusion de iones y de retencién deyNal en la raiz. En el caso del cv.
Picual, se acumul6 mas Na&n raiz que en hoja (Figura 2.9). Por tanto, mogst
resultados confirman la conclusion de Marin e{1895) con el cv. Picual. Ademas, en
el cv. Picual con 50 mM se acumulé mas Ma raiz (68% mas que en hoja) que con
100 mM (63% mas que en hoja). Chartzoulakis g28l05) comentan que con 25 y 50
mM NaCl la exclusién de Napuede ser efectiva independientemente de la taera
del cultivar, y que con 100 y 200 mM NaCl, el'N& transporta y acumula en la parte
aérea, apareciendo sintomas de toxicidad en Idivarels que no son tolerantes a la
salinidad. Sin embargo Kchaou et al. (2010), dbmon diferente capacidad de
exclusion de Nacon 50 mM NaCl entre distintos cultivares, sieeftectivo en los méas

tolerantes.

El Na" de hoja y raiz se correlaciond negativamente td¢" €le hoja y raiz y
positivamente con el Gade raiz (Tabla 2.8). Por tanto, el Hescendié en hoja y raiz
por la salinidad (Tabla 2.3), lo que pudo debersa @nterferencia del Naen la
absorcion del Ka nivel de raiz (Rus et al., 2001; Bandeh-hagt. £2008). Bader et al.
(2015) también describieron un descenso deled hoja y raiz del cv. Ascolana,
sensible a la salinidad. Sin embargo, estos migsmtzses describieron un descenso del
K* por la salinidad sélo en raiz de otro cultivar siigle (‘Meski) y tolerante
(‘Picholine’). De igual forma, Vigo et al. (2005ptkctaron un descenso del gor la

salinidad en hoja y raiz de ‘Chondrolia ChalkidikisManzanilla de Sevilla’. Segun
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estos autores, dichos cultivares son mas sengjbkegl cv. Kalamata (tolerante), en el
cual so6lo se detectd un descenso déleK raiz. En otros cultivos, se relaciona la
capacidad de retencion del kn raiz con la tolerancia a la salinidad parairdes

cultivares (Smethurst et al., 2008; Sun et al. 9200

El aumento de Nay descenso de *Ktrajo consigo un descenso de la relacion
K*/Na" (Tabla 2.3). Tattini et al. (2008) afirman quedkerancia del olivo a la salinidad
se basa en la capacidad de exclusion de la salrdézly en su habilidad para mantener
una apropiada relacion*KNa’ en los tejidos en crecimiento. De hecho, la rélaci
K*/Na" es considerada por algunos autores un indicexitidad (Chaparzadeh et al.,
2003), puesto que el Naompite con el Kpor la unién a enzimas e inhibe su actividad
(Maathuis, 2009). Bader et al. (2015), describidrajos niveles de la relacion fla’
en hoja de cultivares sensibles a la salinidadog &n un cultivar tolerante. Igualmente,
Chartzoulakis et al. (2005) describieron niveles raios de K/Na' en los cultivares
mas tolerantes. Sin embargo, Perica et al. (208@)cthron niveles similares dé/Ka’
en cultivares tolerantes y sensibles a la salinifiatbs autores describen una reduccion
de la relacion K/Na’ de hoja para ‘Frantoio’ (tolerante) similar a ksdrita para el cv.
Picual en este trabajo. Igualmente, Melgar et24l07) describieron un descenso de la
relacion K/Na’ en hoja de plantas enraizadas de ‘Arbequina’, i@mbescrito como

tolerante a la salinidad (Chartzoulakis, 2005).

El exceso de Nadesplaza al Gade la membrana, lo que implica un cambio en
la selectividad de absorcién dé fente a N& (Cramer et al., 1985). Por tanto, e’Ca
juega un importante papel en la tolerancia a lmidad ya que limita el efecto toxico
del Nd& a nivel de membrana. En condiciones de estrésosaél C&" aumentd

principalmente en raiz (Tabla 2.3). De forma simiBader et al. (2015) describieron un
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aumento del CGa por la salinidad en raiz, del cv. Ascolana (sdekitaunque estas
pautas no se repitieron para los cvs. Picholiner@iate) y Meski (sensible). Por otra
parte, Melgar et al. (2007) no describieron aumettb C&" en hoja de plantas
enraizadas del cv. Arbequina con 100 mM NacCl, atremio de lo que ocurrié en el cv.
Picual. Vigo et al. (2005), detectaron un desceteoC&" por la salinidad en hoja y
raiz de los cvs. Chondrolia Chalkidikis y Manzanille Sevilla, mientras que, en el cv.
Kalamata, descrito por estos autores como el mésatie de los tres, solo se detecto

este descenso en hoja.

En el cv. Picual, el RWC so6lo descendié con nivelesados de sal (100 mM
NaCl) (Tabla 2.4). Resultados similares fueron descpor Ben Ahmed et al. (2009)
para el cultivar tolerante ‘Chemlali’. Esto indioaa pérdida de turgencia de la hoja, lo
que limitaria la expansion celular (Katerji et a997). De hecho, el RWC se
correlacioné positivamente con los parametros dmimiento en expansion y de
acumulacion de materia seca, al igual que cd®, (@abla 2.8). De hecho, el RWC y la
Pn s6lo descendieron con 100 mM NaCl. En consonarariaestos resultados, Lawlor
and Cornic (2002), afirman que, en plantas supesjozl descenso defa y el RWC
estan asociados. A pesar del descenso del RWC,néuntee S de la hoja por la
salinidad, lo que puede deberse a la mayor sedsithitiel crecimiento en expansién de

la hoja que la acumulacién de materia seca.

Una vez que el Nalega al xilema en la raiz, la corriente de la$giracion lo
transporta hasta la parte aérea, de donde esl dd@iicular de nuevo hasta la raiz,
puesto que el movimiento del Nan el floema se hace en muy pequefias cantidades
(Munns et al., 2006). Por tanto, el descenso dE l@onstituye un mecanismo para

reducir la carga de iones en plantas que crecenegiio salino (Romero-Aranda et al.,
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2001). En el cv. Picual, el descenso de la E fepgrcional al nivel de NaCl (Tabla
2.4). De hecho, la E presentd una correlacion inegatevada con los niveles de™Nen
hoja y raiz (=-0,893 ¢ -0,883, respectivamenis0,001). En consonancia con estos
resultados, Melgar et al. (2008) describieron wscdeso de la E en plantas de 6 meses
del cv. Picual crecidas con 100 mM NacCl, en corgrasn plantas del cv. Koroneiki,

considerado menos tolerante, no descendio.

La P,, junto con el crecimiento, se encuentran entrepliiscipales procesos
afectados por la salinidad (Munns et al., 2006)e E$ecto puede deberse a la menor
disponibilidad del C@por descenso de la difusion a través de los estgnmesofilo
(Flexas et al., 2004, 2007) y a la acumulaciénothes en los tejidos (Chartzoulakis et
al., 2002). En nuestro caso, ambos tratamientasosatedujeron lays, pero sélo con
100 mM se redujo I@, (Tabla 2.5). Remorini et al. (2009), también ddsami un
descenso de IR, y lags con 125 mM NacCl en el cv. Cipressino. Segun Chaves.
(2009), bajo estrés moderadeb() mM), un descenso de ¢g puede tener un efecto
protector ya que permite a la planta ahorrar agoeejprar la eficiencia en su uso. En
relacion a laP,, Chartzoulakis et al. (2002) describieron una wesfa similar en
cultivares de olivo moderadamente tolerantes (‘Aisg’ y ‘Koroneiki’) y tolerantes
(‘Kothreiki’ y ‘Kalamata’) a la salinidad; seguntes autores, con 100 y 200 mM NacCl
(100 y 200 mM) laP,, descendid, mientras que con 50 mM no se afect@oBtraste,
estos mismos autores describen un descensoRieta 50, 100 y 200 mM NacCl en los
cvs. Mastoidis (moderadamente tolerante) y Megar{tolerante). De forma similar,
Kchaou et al. (2013) describieron un descenso &g tan 50, 100 y 200 mM NaCl en
los cvs. Chetoui (sensible), Koroneiki (moderadaimenierante), Arbequina (tolerante)

y Arbosana (moderadamente tolerante); mientrasequel cv. Chemlali (tolerante), la

143



Estrés salino en estaquillas enraizadas

P, solo se afectd con 200 mM. Segun Farquhar anck&n#t982), cuando lgs es la
principal responsable del descenso dePjlase detecta un descenso de la Ci. Sin
embargo, en nuestro ensayo la Ci aumento por iaidad (Tabla 2.5). Resultados
similares han sido descritos para distintos geostige citricos (Lopez-Climent et al.,
2008). Por tanto, el sistema fotosintético es difsgmente afectado bajo estas
condiciones adversas, y limitaciones no estomagsoastambién importantes con 100
mM NacCl. Por otro lado, el aumento de la densidathdoja (LMA; tabla 2.8) con 100
mM, podria limitar la difusion del COa través del mesdfilo (desde la cavidad
subestomatica hasta los cloroplastos) (Parkhurd94,1 Syvertsen et al.,, 1995),
afirmacion que se justifica en nuestros datos lgpoprrelacidn negativa existente entre
la LMA vy la P, (r=-0,658; P<0,01). Ademas, en el cv. Picual B3 se correlaciono
negativamente con el Nade la hoja 1=-0,566; P<0,05) y positivamente con los
pigmentos fotosintéticos. Por lo que, el desceres¢adP, también pudo deberse a un
efecto directo de los iones salinos sobre las agldél mesofilo y al descenso de |a,C
(100 mM NacCl). En estudios realizados por otroi@st, también se relacion6 el
descenso de I&, con el de clorofila; con 100 y 200 mM en el cve@iali (tolerante)
(Ben Ahmed et al., 2010), y con 100 y 125 mM en dws. Arbequina (tolerante),
Koroneiki (moderadamente tolerante) y Ascolana ée), y con 75 mM NaCl en
Arbequina (tolerante) (Petridis and Therios, 20E2) contraste, Melgar et al. (2008) no
observaron ningun efecto con 100 mM en los cvaidPig Koroneiki. Segun Kchaou et
al. (2013), la G+« no mostré una respuesta clara a la salinidad yaagueentd o
descendié en funcién del cultivar (‘Chemlali’, ‘Gbei’, ‘Koroneiki’, ‘Arbequina’ y

‘Arbosana’).

El descenso de B, y el aumento del N en hoja en condiciones de £stikno,
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trajo consigo un aumento de la PNUE, al igual qubadescrito para otras especies de

plantas (Cardona-Olarte et al., 2013).

En las plantas en las que la exclusién de ionesl @sincipal mecanismo de
tolerancia a la salinidad, la sal debe manteners@fde los meristemos (principalmente
de la parte aérea) y de las hojas que se estandi&pédo y fotosintetizando. Para ello,
acumulan solutos organicos y/o iones inorganicos,sas células; de esta forma,
descienden su potencial hidrico sin descenso tigdancia de la célula (Ashraf, 2004).
Entre los solutos determinados en el cv. Picudd, 88 aminoacidos incrementaron en
funcién del nivel de NaCl ensayado. Por tanto, denarregulacién por acumulo de
aminoacidos podria ser una estrategia predomirdgitev. Picual para adaptarse al
estrés salino hasta niveles de 100 mM NaCl. Refgtaimilares han sido descritos

para otras especies de glicofitas (Di Martino £t24103; Chen et al., 2007).

En relacion a otros solutos determinados, la respudependié del nivel de
NacCl; asi, prolina y proteina soluble se acumula@o con 100 mM NacCl (Tabla 2.7).
La acumulacion de proteina soluble ha sido aso@adatros autores con la formacion
de proteinas inducidas por el estrés salino (LE#§,cuales protegen la estructura y
componentes celulares (Sairam and Tyagi, 2004 prbbna ademas de ser un soluto
osmoticamente activo, interviene en la eliminacienradicales libres, estabiliza las
estructuras subcelulares y regula el potencialxrezio condiciones de estrés (Tuteja,
2007). La acumulacion de prolina en hoja tambiérsida descrita por Petridis and
Therios (2012) en cultivares de olivo toleranteérlfequina’), moderadamente
tolerantes (‘Zard’ y ‘Koroneiki’) y sensibles (‘Atana’). Aunque segun los resultados
descritos por estos autores, el nivel de NaCl al se acumulé prolina vario entre los

cultivares. Ademas, Ben Ahmed et al. (2010) desaoin acumulacién de prolina en el
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cv. Chemlali (tolerante) con 100 y 200 mM NaCl. dssautores también detectaron
acumulo de azucares solubles en hoja, en contaakteobservado en el cv. Picual

(Tabla 2.7)

Una de las principales consecuencias del estré@soses el estrés oxidativo
producido por el aumento de las especies reactieh®xigeno (ROS) causantes de
dafio en las membranas y otras estructuras celul@escta et al., 2007). En
condiciones normales, las ROS son eliminadas papssanecanismos de defensa
antioxidantes, existiendo un equilibrio entre ladarccién y eliminacién de moléculas
ROS (Foyer and Noctor, 2005). Este equilibro setupea por el estrés salino,
incrementandose las ROS, lo que lleva a la plantaroglucir antioxidantes para
eliminarlas (Grace, 2005). Entre estos antioxidgrge incluyen fenoles y flavonoides
(Blokhina et al., 2003; «vdal et al., 2010). En general, se ha descritoequias plantas
la sintesis de fenoles y su acumulacién es estdawta respuesta a un estrés bibtico o
abidtico (Dixon and Paiva, 1995; Naczk and Shah2i04), como el estrés salino
(Navarro et al., 2006). Sin embargo, nuestros t@soé mostraron un descenso del
contenido de fenoles y flavonoides con la salinitg@mM y 100 mM NacCl) en todos
los 6rganos estudiados, excepto en hoja con 50 EmMtontraste, Petridis et al. (2012)
detectaron acumulacion de fenoles en hoja y raizai®s cultivares de olivo con
distinto grado de tolerancia a la salinidad; esta®res, describen aumento de fenoles
en hoja con 75 y 125 mM NaCl y en raiz con 75 mkteeto en ‘Arbequina’, el tnico
tolerante que utilizaron, en el cual en hoja s@ocasumularon fenoles con 125 mM

NaCl y en raiz no se acumulé.

Puesto que, en el cv. Picual, los compuestos f@m®lho intervinieron en la

destruccion de radicales libres en condiciones steés salino, determinamos la
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capacidad antioxidante del extracto de hoja, atido DPPH (Figura 2.13). Los
resultados mostraron un descenso de la capacidexkidante conforme aumento el

nivel de NacCl, al contrario de lo que describe Dahet al. (2011) para el cv. Gemlik.
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3. Importancia de los reguladores del crecimientorela respuesta de
estaquillas enraizadas deO. europaea cv. Picual frente al estrés

salino

3.1. Resultados
3.1.1. Crecimiento vegetativo

Los parametros relacionados con el crecimienttag#anta, peso seco de parte
aérea (PSPA), peso seco (PS) de raiz, relaciofpaeiz aérea (R/PA), elongacion de
tallo, area foliar (AF) total y numero de hojasdetallan en las tablas 3.1, 3.2, 3.3, 3.4

y 3.5.

Segun el analisis estadistico (Tabla 3.1), lacgyad fuente de variacion para el
PSPA y el PS de raiz a las 3 semanas de trataniient regulador,£=0,253 y 0,422,
respectivamentd®<0,001), seguido en ambos casos por la salinigfa® (170 y 0,253,
respectivamente;’<0,001) y su interacciény?=0,104 y 0,064, respectivamente;
P<0,001); mientras que, a las 6 semanas, el PSPAes& grincipalmente por la
interaccién £°=0,225; P<0,001), seguido de cerca por el regulador y lanistid
(#°=0,176 y 0,169, respectivamente<0,001). En cambio, el PS de raiz se afecté
principalmente por el regulador y la salinidagf=0,230 y 0,278, respectivamente;

P<0,001) y en menor medida por su interacciffr@,145;P<0,001).

Segun los valores medios para cada reguladorlaatap pretratadas con QUIN
y GA; se observaron los valores mas altos de PSPARyld&semanas de exposicion a
la sal (Tabla 3.3). Los pretratamientos con AIA S Ao tuvieron un efecto significativo

(P<0,05) en ninguna de las recogidas. Atendiendoval die sal (100 y 200 mM NacCl),
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a las 3 semanas, el PSPA se redujo un 15% con W09 am 26% con 200 mM. A las 6

semanas, ambos niveles de sal redujeron el PSP§ymir21%).

Tabla 3.1. Valor F y coeficiente de determinacién? para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del peso seco de parteaa@@SPA), peso seco (PS) de raiz, relacion raie/pa
aérea (R/PA), elongacion de tallo, area foliar (A6%al y nimero de hojas de plantas de olivo
pretratadas con distintos reguladores del crectmignsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl) durante 3 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F n
PSPA 10,07 0,253 13,55 0,170 2,07 0,104
PS raiz 30,43 0,422 36,43 0,253 2,31 0,064
R/PA 8,35" 0,259 5,40 0,084 1,2%° -
Elongacion 5,45 0,100 51,30 0,473 2,21 0,081
AF total 5,94" 0,146 22,89 0,281 2,26 0,111
N° hojas 5,18 0,128 23,01 0,285 2,49 0,123

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Tabla 3.2. Valor F y coeficiente de determinacién? para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del peso seco de parteaa@@SPA), peso seco (PS) de raiz, relacion raie/pa
aérea (R/PA), elongacion de tallo, area foliar (&f&l, area final de la hoja (AFH), niUmero de koja
tasa de expansién foliar de plantas de olivo piadess con distintos reguladores del crecimiento y
sometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM NaGhrie 6 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
PSPA 7,65 0,176 14,717 0,169 4,91 0,225
PS raiz 12,44 0,230 30,09 0,278 3,97 0,145
R/PA 4,36 0,135 2,18 - 4,08" 0,252
Elongacion 8,45 0,147 51,75 0,451 2,15 0,075
AF total 16,85" 0,265 27,70 0,218 7,00 0,220
AFH 6,137 0,100 67,28 0,550 5,10 0,166
N° hojas 2,83 0,062 37,94 0,417 2,46 0,108
Expansion 3,91 0,082 54,48 0,573 2,56 0,108

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.
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Tabla 3.3.Peso seco de parte aérea (PSPA) y peso secodP&die plantas de olivo pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidasteés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 3y 6
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢a@ilizaron como control.

PSPA PS raiz
(g plantd’) (g plantd’)
Semanas tras la aplicacion del NaCl Semanas tras la aplicacion del NaCl
0 3 6 0 3 6
Regulador
NP 0,912 b 1,15b 0,239 ¢ 0,366 b
GA; 1,13 a 1,38 a 0,317 b 0,363 b
AlA 0,855 b 1,05b 0,219 ¢ 0,251 ¢
AS 0,889 b 1,15b 0,242 ¢ 0,380 b
QUIN 124 a 145a 0,370 a 0,444 a
Salinidad
0mM 1,17 a 1,43 a 0,330 a 0,453 a
100 mM 0,989 b 1,19b 0,281 b 0,339 b
200 mM 0,862 c 1,08 b 0,222 ¢ 0,290 ¢
Regulador x Salinidad
Control 0,733 1,24 a 1,65a 0,18 0,294 de 0,502 ab
NP+100 - 0,756 d 0,969 ef - 0,233 f 0,320 def
NP+200 - 0,737d 0,795 f - 0,189 f 0,276 fg
GAs+0 0,818 1,28 a 1,48 abc 0,25 0,386 ab 0,433 bc
GA;+100 - 1,27 a 1,37 abc - 0,352 bc 0,393 cde
GA;+200 - 0,846 cd 1,29 bed - 0,214 f 0,264 fg
AlA+0 0,731 0,966 bcd 1,05 def 0,20 0,241 ef 0,300 ef
AIA+100 - 0,816 d 1,20 cde - 0,206 f 0,257 fg
AlA+200 - 0,785d 0,903 ef - 0,209 f 0,197 g
AS+0 0,703 1,09 abc 1,60 a 0,22 0,296 de 0,566 a
AS+100 - 0,863 cd 0,984 ef - 0,234 f 0,322 def
AS+200 - 0,712d 0,865 f - 0,197 f 0,251 fg
QUIN+0 0,928 1,25a 1,40 abc 0,17 0,432 a 0,465 bc
QUIN+100 - 1,24 a 1,41 abc - 0,376 ab 0,405 cd
QUIN+200 - 1,23 ab 1,52 ab - 0,301 cd 0,463 bc

En cada columna, para cada fuente de variacionl@egr, salinidad o su interaccion), las mediasiis&g por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest LSD P<0,05).

Tras 3 semanas de pretratamiento con reguladotesadamiento (0 semanas),

no se observaron diferencias significativiadsq,01) para el PSPA. Segun la interaccién

entre regulador y salinidad, en plantas NP, el PS&#hibié en un porcentaje medio

del 40% por la salinidad tras 3 semanas de exgosiila sal, mientras que, a las 6

semanas la inhibicion media fue del 46%. A lasrBas®s, el pretratamiento con AlA
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redujo un 22%R<0,05) el PSPA de plantas con 0 mM NaCl respectartgs control.

En contraste, el PSPA de plantas con 100 y 200 na@|Mo se inhibio respecto al
control en las pretratadas con QUIN, por tant@retratamiento con QUIN las protegio
frente al efecto negativo de la salinidad sobfeSfA. Algo parecido ocurrié en plantas
con 100 mM pretratadas con @AEste efecto se mantuvo a las 6 semanas de
tratamiento salino; ademas, en plantas con 200 naik2lNel pretratamiento con GA
s6lo inhibié el PSPA un 22% respecto a plantasrobnpor lo que se mejoré el

crecimiento respecto a plantas NP.

Atendiendo a los valores medios para cada regulaopretratamiento con
QUIN increment6 el PS de raiz a las 3 (55%) y 6%{bkemanas de tratamiento
respecto a plantas NP (Tabla 3.3). CorgGAincrementd un 33% a las 3 semanas, pero
no se afecté a las 6 semanas. Con AIA y AS, el @&tk no varié a las 3 semanas,
mientras que, a las 6 semanas se redujo un 31%.léorEl aumento de la sal en el
medio trajo consigo un descenso del PS de raiz5dgl33% con 100 y 200 mM NaCl a
las 3 semanas; esta reduccion del PS de raiz fyerradas 6 semanas de tratamiento

salino (25 y 36% con 100 y 200 mM, respectivamente)

Al igual que ocurrié con el PSPA, el PS de raizand por los pretratamientos
antes de la aplicacion del NaCl (0 semanas). Skxgiualores para la interaccion, en
plantas NP, la aplicacion de 100 y 200 mM redujoigoal el PS de raiz alas 3y 6
semanas28 y 41%, respectivamente). A las 3 semanas dariranto salino, el PS de
raiz aumento respecto al control en plantas corllOOymM NacCl £25%) pretratadas
con GAs (25%) y QUIN £37%). Ademas, con 200 mM, las pretratadas con QuiN
mostraron diferencia$’€0,05) respecto al control. A las 6 semanas dentiatdo, sélo

con 200 mM se mejoro la respuesta respecto a pl&iRaen las pretratadas con QUIN,
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las cuales incrementaron el PS de raiz un 68% ctspelantas NP con 200 mM NaCl

(P<0,05).

Tabla 3.4. Relacion raiz/parte aérea (R/PA) y elongacionatle te plantas de olivo pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidasteés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 3y 6
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢a@ilizaron como control.

Elongacién de tallo

RIPA (cm plant&)
Semanas tras la aplicacion del NaCl Semanas tras la aplicacion del NaCl
0 3 6 0 3 6
Regulador
NP 0,240 b 0,333 a 10,70 b 13,85d
GA; 0,272 a 0,305 ab 12,68 a 16,31 bc
AlA 0,211 b 0,254 ¢ 12,59 a 17,35 ab
AS 0,282 a 0,283 bc 10,85 b 14,19 cd
QUIN 0,281 a 0,324 ab 13,88 a 19,26 a
Salinidad
0 mMm 0,270 a 0,281 15,28 a 20,79 a
100 mM 0,267 a 0,315 12,25 b 15,56 b
200 mM 0,235 b 0,304 8,89 ¢ 12,23 ¢
Regulador x Salinidad
Control 0,206 bc 0,258 0,250 de 9,73 13,43 cde 19,90 ab
NP+100 - 0,248 0,372 abc - 11,48 def 11,93 def
NP+200 - 0,215 0,377 ab - 7,18 h 9,72 ef
GA;+0 0,340 a 0,297 0,297 cd 8,00 15,48 abc 20,87 ab
GA;+100 - 0,294 0,304 bcd - 14,13 bcd 15,38 cd
GAz+200 - 0,225 0,316 bcd - 8,42 gh 12,68 de
AlIA+0 0,169 ¢ 0,194 0,301 cd 10,60 16,67 ab 2@[9
AIA+100 - 0,214 0,214 e - 10,23 fg 18,86 abc
AlA+200 - 0,224 0,246 de - 10,87 efg 12,71 de
AS+0 0,251 b 0,298 0,291 d 7,78 13,08 cde 21,28 a
AS+100 - 0,285 0,274 de - 12,38 def 12,58 de
AS+200 - 0,262 0,284 de - 7,10 h 8,72 f
QUIN+0 0,181 ¢c 0,305 0,265 de 8,30 17,76 a 21,40 a
QUIN+100 - 0,291 0,412 a - 13,00cdef 19,06 abc
QUIN+200 - 0,248 0,295d - 10,88 efg 17,32 bc

En cada columna, para cada fuente de variaciénl@egr, salinidad o su interaccidn), las mediasisag por la
distinta letra son estadisticamente diferentesrseftest LSD P<0,05).

Segun el andlisis multifactorial (Tablas 3.1 y 3.) relacion R/PA estuvo
condicionada principalmente por el regulador epriaera recogida, realizada a las tres

semanas 7#=0,259; P<0,001); la interaccién entre regulador y salinidaol fue
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significativa. En contraste, a las 6 semanas, laciin R/PA estuvo condicionada
principalmente por dicha interaccién®$0,252; P<0,001), seguida de cerca por el
regulador £°=0,135; P<0,001); en este caso, el efecto de la salinidadfue
significativo. Segun los valores medios para cadgallador (Tabla 3.4), a las 3 semanas
con GAg, AS y QUIN, la relacion R/PA aument6 aproximadataem 16%, en cambio,
no hubo efecto con AIA. A las 6 semanas, la refad®dPA descendio en torno a un
19% con AIA y AS. Segun la salinidad, a las 3 seasage tratamiento con 200 mM

NaCl se redujo la relacion R/PA un 13%.

A diferencia del PSPA y del PS de raiz, en laciéta R/PA si se detecté una
influencia del pretratamiento antes de la exposieida sal. Las plantas pretratadas con
GA3; aumentaron su relacion R/PA un 16% comparado tzntgs NP. No hubo efecto

significativo con AIA, AS y QUIN.

Segun los valores medios para la interaccion (eelgul x salinidad), a las 6
semanas de exposicion a la sal, en plantas NBlifedad (100 y 200 mM) incremento
la relacion R/PA aproximadamente un 50%. En cuanims pretratamientos, ninguno
de los reguladores mostro diferencias significativaespecto al control
independientemente del nivel de sal, excepto coNQU100 mM NaCl que aumento
la relacion R/PA un 65%P&0,05) respecto a plantas control; sin embargoosi |

comparamos con plantas NP con 100 y 200 mM, netsetdron diferencias.

El analisis estadistico mostr6 que la principatnte de variacion para la
elongacién de tallo fue la salinidad (Tablas 33.3), responsable de un 47 y 45% del
efecto observado a las 3 y 6 semanas, respectivam@f=0,473 y 0,451,

respectivamentd?<0,001). Durante todo el experimento, los pretragatos con GA
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AIA y QUIN incrementaron la elongacion respecto lanfas NP; en cambio, el
pretratamiento con AS no mostro efecto sobre eatanpetro (Tabla 3.4). Segun la
salinidad, los valores medios descendieron conyl@00 mM NaCl un 20 y 42%,
respectivamente, a las 3 semanas y un 25 y 41@ea@smmente, a las 6 semanas de

exposicién a la sal.

De forma similar al PSPA y al PS de raiz, no sealaton diferencias en la
elongacién de tallo entre plantas pretratadas yra#*3 semanas de pretratamiento con
reguladores del crecimiento. En plantas NP, laggoidn de tallo sélo se inhibié con
100 mM a las 6 semanas (40%), mientras que, com@@MWacCl, se inhibi6 tanto a las
3 como a las 6 semanas de exposicion al NaCl (8%, respectivamente). Tras 3
semanas, las plantas crecidas en ausencia de saM(MNaCl) con AIA y QUIN
aumentaron la elongacion de tallo una media del g&8pecto al control. Ademas, con
QUIN las plantas salinizadas (100 y 200 mM NaCl)mastraron diferencias respecto
al control, al igual que ocurrié con 200 mM y AIRQ0 mM y GA, y 100 mM y AS. A
las 6 semanas, con 0 y 100 mM, las plantas conyAQUIN no mostraron diferencias

respecto al controP<0,05); con 200 mM NaCl esto s6lo ocurrié con QUIN.

En lo que respecta a la hoja, se estudiaron désnadros: AF total y nimero de
hojas. Como muestran las tablas 3.1 y 3.2, a asranas ambos parametros estuvieron
condicionados principalmente por la salinidad=0,281 y 0,285, respectivamente;
P<0,001), seguidos por el regulador y la interac&ditre ambos. A las 6 semanas, el
namero de hojas también estuvo condicionado pmhtipnte por la salinidad,
responsable del 42% del efecto observafe((417;P<0,001), mientras que, el AF
total estuvo condicionada en mayor medida por laraccion entre regulador y

salinidad §°=0,265; P<0,001), aunque regulador y salinidad tuvieron urfuéncia
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similar (7°=0,235 y 0,193, respectivameni0,001).

Tabla 3.5. Area foliar (AF) total y nimero de hojas de plantie olivo pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a estt#og@, 100 y 200 mM NaCl) durante 3 y 6 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl sizatdn como control.

(C:FFpﬁZ;iL'ﬁ) N° hojas planta
Semanas tras la aplicacion del NaCl Semanas tras la aplicacion del NaCl
0 3 6 0 3 6

Regulador

NP 64,51 b 78,23 ¢ 19,72 b 23,19 ab

GA; 75,52 a 86,91 b 22,28 a 26,39 a

AlA 61,35b 65,31d 19,61 b 24,61 ab

AS 63,71 b 71,74 cd 16,67 c 20,91 b

QUIN 73,11 a 96,57 a 19,83 ab 21,47 b
Salinidad

0 mM 77,50 a 91,55a 23,03 a 29,68 a
100 mM 66,92 b 80,62 b 19,27 b 23,37 b
200 mM 58,50 ¢ 67,08 c 16,57 ¢ 16,89 c

Regulador x Salinidad

Control 46,70 ab 77,13 abc 106,68 a 18,67 21,83 bc 30,40 ab
NP+100 - 59,57 de 69,50 de - 19,00 cde 22,00 cde
NP+200 - 56,83 e 58,51 efg - 18,83 def 17,17 ef
GAz+0 54,06 ab 81,98 ab 89,37 bc 17,17 28,50 a 36,50
GA;+100 - 80,30 abc 92,29 abc - 23,17 bc 22,00 cde
GAz+200 - 64,28 de 79,08 cd - 15,17 ef 17,17 ef
AIA+0 44,63 ab 78,29 abc 74,26 d 19,67 24,17b 536,
AIA+100 - 53,84 e 73,64 d - 18,00 def 25,00 bcd
AIA+200 - 51,92 e 48,01 g - 16,67 ef 17,67 ef
AS+0 38,51b 63,83 de 97,79 ab 15,67 17,83 def 6738b
AS+100 - 71,49 bed 66,03 def - 17,50 def 19,67 de
AS+200 - 55,82 e 51,41 fg - 14,67 f 12,40 f
QUIN+O0 61,48 a 86,27 a 89,66 bc 16,17 23,33 b 2edke
QUIN+100 - 69,39 cd 101,66 ab - 18,67 def 22,18 cd
QUIN+200 - 63,66 de 98,40 ab - 17,50 def 19,40 de

En cada columna, para cada fuente de variacidnl@egr, salinidad o su interaccion), las mediasuiskg por
distinta letra son estadisticamente diferentesrsegtest LSD P<0,05).

Segun los valores medios para cada regulador (Bab)jalas plantas pretratadas

con GA y QUIN aumentaron el AF total una media del 25%4sa3 semanas, y un 11y
23%, respectivamente, a las 6 semanas. Con AlAFdbtal descendié un 16% a las 6

semanas. La salinidad indujo un descenso de lasesamedios funcion del nivel de
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sal, tanto a las 3 como a las 6 semanas.

Antes de la aplicacién del NaCl (0 semanas) noesecthron diferencias entre
los pretratamientos y las plantas control, aunqusesobservé una mayor AF total
(P<0,05) en plantas con QUIN comparado con plantas ABn En cuanto a la
interaccion entre el regulador y la salinidad, secté un comportamiento distinto entre
los pretratamientos en respuesta al estrés s@limglantas NP, la salinidad redujo el
AF total aunque no se observaron diferencias eamtnbos niveles de sal; a las 3
semanas, la reduccion media fue del 24% y a lagrasas del 40%. A las 3 semanas,
en plantas crecidas sin sal, sélo las pretratama#£\8 inhibieron el AF total respecto al
control (17%;P<0,05). Con 100 mM, las plantas con £AS y QUIN no mostraron
diferencias respecto a plantas control, sin embhado con GA aumenté el AF total
respecto a plantas NP con 100 mM NacCl. A las 6 sasjacon 0 mM NaCl se detectd
un descenso del AF total con @3 QUIN (=16%), en contraste, con 100 y 200 mM
NaCl no se observaron cambios respecto al comtxokpto con 200 mM y GAdonde
a pesar de que se redujo, mostré niveles superitreSF total a los detectados en

plantas con 200 mM NHAP£0,05).

A las 3 semanas, los valores medios de numero @e lpara cada regulador
mostraron un aumento en plantas conzGE3%) y un descenso en plantas con AS
(15%); con AIA y QUIN no se observaron diferenciaspecto a plantas NP. A las 6
semanas, ningun regulador mostro diferencias réspaalantas NP. Si consideramos la
salinidad, el N° de hojas descendio en funcionndedl de sal (100 y 200 mM NaCl);
este descenso fue mayor a las 6 semanas (21 y 489160 y 200 mM,
respectivamente) que a las 3 semanas (16 y 28%0by 200 mM, respectivamente).

Antes del comienzo del tratamiento salino, el namée hojas no varidé entre los
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reguladores y las plantas NP. En cuanto a la ictema entre regulador y salinidad, en
plantas NP, a las 6 semanas, se redujo el N° és hop media del 35% con 100 y 200
mM NaCl. A las 3 semanas de exposicion a la sal,@8s y 0 mM se observo el
mayor numero de hojas (28,50), que supuso un 37%qué el control. Con 100 mM,
ningun pretratamiento mostro diferencias respektmiatrol; en cambio, con 200 mM
todos los pretratamientos redujeron el numero dashoomparado con el control,
aungue no mostraron diferencias respecto a plaota200 mM NP. A las 6 semanas,
con QUIN, independientemente del nivel de saleh@ro de hojas se redujo respecto a
plantas control%29%), sin que se observaran diferencias respegplandéas salinizadas
NP. El resto de plantas pretratadas mostraron ampedamiento similar a las NP,
excepto las plantas con AIA y 100 mM que no mostraliferencias respecto al control

(P<0,05) en el N° de hojas.

4 - —e— Control
35 | Tasade expansion foliar (nimia®) —O—GA3
a ——AIA
3 | Control 18,62 ab
o GA, 22,81a —mAS
§25 AA 14,07 b ab —e—QUIN
5 AS 16,80b b
= 2 QUIN 15,77b b
315 b
<L
1 -
0,5 -
O T T T T T T
0 3 7 10 13 17

Dias tras comienzo del pretratamiento

Figura 3.1. Expansién de la hoja y tasa de expansion foligpldetas de olivo durante las 3 semanas de
pretratamiento con reguladores del crecimiento. plastas control no se pretrataron. Los datos son
medias + SE (n=4). Para la expansion foliar, alfuhel pretratamiento, distinta letra indica diferias
significativas segun el test LSD<®,05). Para la tasa de expansion foliar, en cadagtamiento, las
medias seguidas por distinta letra indica dife@nsignificativas segun el test LSB(R05).
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Con el objeto de profundizar en el efecto de lingkd y los reguladores del
crecimiento sobre la hoja, se estudio su expardudante el periodo de pretratamiento
con reguladores y de exposicion al NaCl, asi cantada de expansion foliar y el area
final de la hoja (AFH). Como podemos observar enfigmra 3.1, durante los
pretratamientos ningun regulador mostré diferenoéspecto al control en la tasa de
expansion foliar, ni en el AFH alcanzada. Sin embaes destacable que las plantas
con GA; mostraron una tasa de expansién foliar (18,62 uhia’) y AFH (3,11 crf)

significativamenteR<0,05) superiores a la del resto de reguladores.

Tabla 3.6. Area final de la hoja (AFH) y tasa de

expansion foliar de plantas de olivo pretratadas co
distintos reguladores del crecimiento y sometidas a
estrés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 6

semanas.
AFH Tasa de expansion
(cn? hoja) foliar (mn? dia?)
Regulador
NP 2,95 ab 14,27 ab
GA; 2,98 ab 13,78 ab
AlA 2,19 ¢ 10,08 c
AS 2,62 bc 12,27 bc
QUIN 3,24 a 15,32 a
Salinidad
0mM 3,69 a 18,52 a
100 mM 3,04b 14,04 b
200 mM 1,66 c 6,87 c

En cada columna, para cada fuente de variaciouléegr o
salinidad), las medias seguidas por distinta letra
estadisticamente diferentes segun el test IF3D,05).

Segun el coeficiente de determinaciéf),(el AFH y la tasa de expansion foliar
estan determinados principalmente por la salin{gaeD,550 y 0,573, respectivamente;
P<0,001; tabla 3.2). Segun los valores medios pada cagulador, el AFH y tasa de
expansion foliar s6lo descendieron respecto agsaNP en plantas con AIA y AS18

y ~21%, respectivamente). En el caso de la salinidadhos parametros descendieron
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en funcion del nivel de NaCl (Tabla 3.6).

Como muestra la figura 3.2, las hojas de plantesidas sin sal alcanzaron su
AFH a los 21 dias, excepto las plantas con Ge la alcanzaron a los 25 dias. Con 100
mM, el tiempo necesario para alcanzar el AFH segétrespecto a plantas control 4
dias con GA, AS y QUIN (25 dias) y 8 dias con AIA (29 diask plantas NP el
namero de dias no varié respecto al control. Cdhr, este retraso fue de 4 dias en
plantas NP y con QUIN (25 dias) 6 de 8 dias conZ%dias). Es importante destacar
qgue en plantas con GA/ AIA no hubo expansién de la hoja durante losd&ss de

crecimiento en condiciones salin&(,05).

El AFH alcanzada se representa en la figura 3.8a3das plantas crecidas en
ausencia de sal mostraron el mismo AFH, indepeteheente del pretratamiento. Con
100 mM, se detecté un descenso medio del AFH d# @4 plantas NP, con AIA y
QUIN, mientras que, con 200 mM este descenso setdeeén todos los casos20%

para NP y QUIN=62% para GAy AS y 90% para AlA).

La tasa de expansion foliar (figura 3.4), en plaii® y pretratadas con G4
AS, solo descendi6 por la aplicacion de 200 mMVe dsiscenso fue del 44% en plantas
NP y en torno al 56% en plantas con{3AAS. Con AIA y QUIN ambos niveles de sal
redujeron la tasa de expansion foliar respectmiatrol (37 y 95% con 100 y 200 mM,

respectivamente, con AlA;35% con QUIN).
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Figura 3.2. Expansion de la hoja de plantas de olivo pretesgtatn distintos reguladores del crecimiento
y sometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM Ned@iante 6 semanas. Plantas no pretratadas (NR) y co
0 mM NaCl se utilizaron como control. Las datos swmtdias + SE (n=4). La flecha indica el dia en que
se estabilizé el crecimiento de la hoja segunstIli8D (F<0,05).
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Figura 3.3. Area final de la hoja (AFH) de plantas de olivotpatadas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 10009 &M NaCl) durante 6 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron caroatrol. Losdatos son medias + SE (n=4). Las

medias seguidas por la misma letra no son estalistinte diferentes segun el test LEB(,05).
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Figura 3.4. Tasa de expansion foliar de plantas de olivo piedess con distintos reguladores del

crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 10009 &M NaCl) durante 6 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl se utilizaron caroatrol. Losdatos son medias + SE (n=4). Las
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3.1.2. Contenido de nutrientes

Como podemos observar en la tabla 3.7, la prindipamte de variacion para
todos los iones determinados fue la salinidad, gecen el porcentaje de Nde la
hoja respecto al de la raiz, en el que la prindipahte de variacion fue el regulador

(7°=0,832;P<0,001).

Tabla 3.7. Valor F y coeficiente de determinaciéon?( para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del contenido de sodio*jNpotasio (K), relacion potasio/sodio (KNa') en
hoja y raiz y, porcentaje de Nan hoja respecto a la raiz (%Nde plantas de olivo pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometida&staés salino (0, 100 y 200 mM NacCl) durante 6
semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 7 Valor F 7 Valor F e
Na' hoja 7,327 0,063 176,72° 0,763 4,40" 0,076
K*hoja 4,28™ 0,093 48,16° 0,525 3,12 0,136
K*/Na" hoja 395,20 0,096 5461,41 0,666 482,68 0,235
Na' raiz 5583,69" 0,034 303326,69 0,927 3142,31 0,038
K* raiz 3684,71 0,087 74381,80 0,879 702,34 0,033
K*/Na" raiz 8422,7% 0,065 204638,74 0,786 9687,77 0,149
%Na" 52,00" 0,832 0,08° - 2,95 0,047

NS, * ** *= indican diferencias no significatia o diferencias significativas paif<0,05, 0,01 é 0,001,
respectivamente.

Segun los valores medios para cada regulador (Ta8)ael contenido de Na
de hoja se redujo por igual en todos los pretraatos respecto al contret{1%). En
raiz, sin embargo, si se observaron diferencias & pretratamientos con reguladores
del crecimiento; las plantas con @#ostraron la mayor reduccion frente a plantas NP
(25%), seguidas por AS (23%) y QUIN (20%). En camtdn AIA, el contenido de
Na’ de raiz se incremento un 7%. La presencia densel medio provocé un aumento
del contenido de Ngroporcional al nivel de sal; este aumento fue mayaaiz que en
hoja (434 y 548% para 100 y 200 mM en hoja, 630/§% para 100 y 200 mM en

raiz).
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Tabla 3.8.Contenido de sodio (N potasio (K) y relacion K/Na" (K*/Na’) de hoja y raiz de plantas
de olivo pretratadas con distintos reguladorecimiento y sometidas a estrés salino (0, 1000y 2
mM NaCl) durante 6 semanas. Plantas no pretratdi@s y con 0 mM NaCl se utilizaron como
control.

Na' (%) K" (%) K'/Na"
Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
Regulador
NP 1,06 a 2,99b 1,12 a 1,98b 2,96 c 1,03d
GA; 0,835b 2,19e 101c 1,35e 4,12 b 1,62b
AlA 0,708 b 3,20 a 1,14 a 2,00 a 2,47d 0,83 e
AS 0,696 b 2,34d 1,09 ab 1,48 ¢ 2,00 e 2,02 a
QUIN 0,829 b 2,40 ¢ 1,03 bc 1,41d 5,83 a 124 c
Salinidad
0 mM 0,193 ¢ 0,437 ¢ 124 a 2,92 a 8,58 a 3,44 a
100 mM 1,03 b 3,19b 1,04 b 1,14 b 0,956 b 0,374 b
200 mM 125a 3,83 a 0,960 ¢ 0,877 ¢ 0,894 b 0,225 ¢
Regulador x Salinidad
Control 0,185 hi 0,282 1,40 a 3,35a 7,57 c 2,38d
NP+100 1,40 ab 4,12 e 0,966 fg 1,55 f 0,688 ij 0,486 f
NP+200 159a 4,37 a 0,986 fg 1,04 0,633 ij 0,239
GAs+0 0,107 hi 0,551 | 1,17 bcd 2,36 e 10,95 b 4,28 b
GA5+100 1,13 cde 2,83f 0,876 g 1,21 0,536 j 0,47 g
GA;+200 1,27 bed 3,20 e 0,983 fg 0,486 o 0,863 hij 0,152 j
AlA+0 0,239 hi 0,369 i 1,19 bc 3,27b 5,00d 1,77 e
AIA+100 0,799 fg 3,66 d 1,04 def 1,47 g 1,28 fg 0,402 g
AlA+200 1,08 de 4,09b 1,18 bc 1,27 h 1,11 fgh 0,309 h
AS+0 0,363 h 0,488 m 1,30 ab 2,68d 3,57 e 5,50 a
AS+100 0,769 g 2,73 g 0,954 fg 0,822 1 1,34 f 0,301 h
AS+200 0,953 efg 38lc 1,03 ef 0,951 k 1,09 fgh 0,249
QUIN+0 0,071 0,447 k 1,13 cde 293¢ 15,79 a 3,28 ¢
QUIN+100 1,05 def 2,63 h 0,965 fg 0,666 m 0,936 ghi 0,253
QUIN+200 1,36 abc 3,66d 1,01 efg 0,636 n 0,765 hij 0,174 j

En cada columna, para cada fuente de variaciomléegr, salinidad o su interaccién), las mediasiisieg por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest LSD P<0,05).

La interaccion significativaR<0,05) entre regulador y salinidad mostré una
respuesta distinta entre pretratamientos frenéstaés salino. En hoja, todas las plantas
pretratadas crecidas en ausencia de sal mostramisrao P<0,05) contenido de Na
gue el control (Tabla 3.8). Por otra parte, entalsuNP y pretratadas con @Acon AS

no se observaron diferencias entre 100 y 200 mMINBR estos casos, la salinidad

163



Reguladores del crecimiento en estaquillas enraigad

incrementé el contenido de Nan hoja respecto al control una media del 708,649
365% en plantas NP, con G# con AS, respectivamente. Sin embargo, es imptertan
destacar que si comparamos cada nivel de salldasap con GAy AS acumularon
menos Naen la hoja que las NP. En el caso de AIA y QUINssiobservaron
diferencias significativas entre 100 y 200 mM; cb®0 mM el contenido de Na
aumento respecto al control una media del 400%Ad8ny QUIN, mientras que, con
200 mM los respectivos incrementos fueron del 488%%. Con estos reguladores, las
plantas salinizadas también mostraron valoresiorée a las NP, excepto con QUIN y

200mM NacCl.

En cuanto al contenido de Nde raiz, en plantas NP, a diferencia de la hoja, co
200 mM se acumulo mas Ngue con 100 mM NaClP<0,05) comparado con el
control (1361 y 1450% con 100 y 200 mM, respectiearm). Ademas las plantas NP
con 200 mM mostraron el valor mas elevado (4,378b)gual que plantas NP, con
todos los reguladores se detectaron diferencias éd tratamientos salinos. Con 100
mM, el regulador que menos incrementd su contetédld de raiz respecto al control
fue QUIN (833%), seguido por AS, GAr AlA (868, 903 y 1198%, respectivamente);
mientras que, con 200 mM el que menos &taumuld fue GA(1034%), seguido por

QUIN, AS y AIA (1198, 1251 y 1350%, respectivaménte

Como podemos observar en la figura 3.5, en plavgsl contenido de Nade
la hoja respecto al de la raiz fue, en término medkl 35% con 100 y 200 mM NacCl.
En cuanto a los reguladores del crecimiento, podediferenciar dos grupos; uno
formado por GAy QUIN, cuyos porcentajes de acumulacion déésehoja respecto a
la raiz no mostraron diferencias entre 100 y 200 ynfdmpoco respecto a plantas NP

con 200 mM. El segundo grupo estaria formado p&rYAS, en los que se detectaron
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porcentajes de acumulacion de'Nsspecto a la raiz inferioreB<0,05) a los de plantas
NP con 100 y 200 mM NacCl (22 y 26% con 100 y 200 mpévia AlA,~27% para AS
con ambos niveles de sal), por tanto, con estosllaggres hubo una mayor
acumulacion de Naen raiz que en plantas NP. Es interesante sefiakareq
experimentos previos (Figura 1.3, pag. 77), lastpktratadas con 200 mM NaCl del
cv. Picual mostraron un porcentaje de' @ hoja respecto al de raiz muy superior
(95%) al observado en el presente experimento; pstmle deberse al tiempo de
exposicion al NaCl y a la posible entrada de |atal&n la fase i6nica del estrés salino

después de 6 semanas de crecimiento con NaCl.
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Figura 3.5. Porcentaje de concentracion de sodio"{Na hoja (%PS) comparado con la concentracion
de sodio (N§ de la raiz (%PS), de plantas de olivo pretratadasdistintos reguladores del crecimiento
y sometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM Nd@iante 6 semanas. Ldatos son medias + SE (n=4).
Las medias seguidas por la misma letra no sonisstainente diferentes segun el test LEBQ05).

En relacién al contenido de*Katendiendo a los valores medios para cada
regulador (Tabla 3.8), en hoja disminuy6 respegbtaatas NP por los pretratamientos

con GAyy QUIN (=9%), mientras que, con AlA y AS no se observardereincias. En
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raiz, el contenido de Kaumento un 1% respecto a plantas NP por el pretiatéo con
AlA, en cambio, descendi6 con el resto de regukesl(25, 29 y 32% para AS, QUIN, y
GA;, respectivamente). Para salinidad, el contenid&den hoja y raiz se redujo en
funcién del nivel de sal adicionado, siendo maygia eeduccion en raiz (61 y 70% con
100 y 200 mM, respectivamente) que en hoja (16 % a2dn 100 y 200 mM,

respectivamente).

En hoja de las plantas crecidas sin NaCl, solopledratadas con AS no
mostraron diferencias respecto al control, el redopretratamientos redujeron el
contenido de K en hoja una media del 17%. En plantas NP, 100 y 200
descendieron por igual el contenido dé éh hoja £30%), al igual que ocurrié en
plantas con G4 AS y QUIN 33, 29 y 29%, respectivamente). Con AlA el contenid
de K en hoja descendi6 un 26% con 100 mM y un 15% €6nn2M. Los valores para
plantas con AIA y 200 mM NacCl fueron un 20% supeysoa los de plantas NP con 200

mM NacCl.

En raiz, el nivel de Kmas elevado se observo en plantas control (3,36%4).
100 mM, la mayor reduccién del contenido ded€ detectd en el pretratamiento con
QUIN (80%), seguido por AS (75%), G64%), AlA (56%) y, por ultimo, plantas NP
(54%). Con 200 mM, el pretratamiento con 34e el que mostré una mayor reduccion

(85%), seguido por QUIN (81%), AS (72%), NP (69%AIA (62%).

Los valores medios para cada regulador de laidelak’/Na" aumentaron
respecto a plantas NP, en los pretratamientos ddiN97%) y GAs (39%) v,
descendieron con AIA (16%) y AS (32%). En raiz rfuelas plantas con AS las que

mayor relacion K/Na' mostraron (96% mayor que plantas NP); cons GAQUIN
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aumento respecto a NP un 57 y 20%, respetivamegeiras que, con AlA descendid
un 19%. El tratamiento con 100 y 200 mM NacCl redajeelacion K/Na" en hoja una

media del 72%. En raiz, con 100 mM descendi6 un $@&n 200 mM NaCl un 94%.

En hoja, las plantas crecidas sin sal (0 mM NaGlh QUIN fueron las que
mostraron una mayor relacion'/Ka" (15,79), la cual fue un 109% superior a la de
plantas control. En plantas con 0 mM NaCl, lasrptatias con AIA y AS mostraron
una relacion K/Na" inferior a la de plantas controP<0,05). Para un mismo
pretratamiento, no se observaron diferencias émtredacion K/Na' de plantas con 100
y 200 mM NaCl. Es importante destacar que, en atasdlinizadas, los pretratamientos
con AIA y AS aumentaron la relacion #la’ respecto a plantas NR84%), mientras

gue con el resto de pretratamientos no se obserdiierencias®<0,05).

En raiz, todos los reguladores aumentaron laiéeld€’/Na’ respecto al control
en ausencia de sal, excepto con AlA, donde seoadup6%. La relacion ¥Na" méas
elevada la presentaron las plantas con AS (5,58).100 mM, el mayor descenso de la
relacion K/Na' respecto al control, tuvo lugar en plantas con XD{89%), seguidos
por plantas con AS (87%), AIA y GA=82%), y NP (79%). Con 200 mM, fueron las
plantas con GAy QUIN las que descendieron la relaciéliNG en mayor proporcion

(r93%), seguidas por plantas NP y con A89%), y plantas con AIA (87%).
3.1.3. Estado hidrico de la planta

La fuente de variacion que mas influyo en los ieslielacionados con el estado
hidrico de la hoja, contenido hidrico relativo (RYYQontenido hidrico para la
saturacion (WCS) y déficit de saturacién hidricoS®, fue la salinidad;=0,491,

0,724 y 0,411, respectivaments0,001), seguida en todos los casos por el regulador
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(y°=0,116, 0,084 y 0,125, respectivamerigD,001) y por la interaccién entre ambos

(#°=0,079, 0,038 y 0,095, respectivameift€d,05) (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Valor F y coeficiente de determinacién?( para regulador, salinidad y su interaccion
(regulador x salinidad), del contenido hidrico tiga (RWC), contenido hidrico para la saturacion
(WCS) y déficit de saturacion hidrico (WSD) de péende olivo pretratadas con distintos reguladores
del crecimiento y sometidas a estrés salino (0,y1200 mM NacCl) durante 6 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Salahid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
RWC 6,90" 0,116 58,58 0,491 2,36 0,079
WCS 10,26" 0,084 175,94 0,724 2,29 0,038
WSD 6,35 0,125 41,77 0,411 2,42 0,095

NS, * =** **=* indican diferencias no significatiwa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Tabla 3.10. Contenido hidrico relativo (RWC), contenido hidric
para la saturacion (WCS) y déficit de saturaciaribd (WSD) en
hoja de plantas de olivo pretratadas con distingggiladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 100¢ @M NacCl)
durante 6 semanas.

RWC WCS WSD
(%) (g HO g* PS) (%)
Regulador
NP 85,30 ab 0,312 bc 14,39 ¢
GA; 81,36 d 0,396 a 18,99 a
AlA 86,53 a 0,301 c 13,61c
AS 81,86 cd 0,340 b 18,20 ab
QUIN 84,15 bc 0,294 ¢ 15,78 bc
Salinidad
0 mM 88,78 a 0,206 ¢ 11,72 ¢
100 mM 83,93 b 0,308 b 15,85b
200 mM 78,81 c 0,472 a 2101a

En cada columna, para cada fuente de variaciomléegr o salinidad), las
medias seguidas por distinta letra son estadisticerdiferentes segun el
test LSD P<0,05).

Las plantas pretratadas con AIA y QUIN no mostraddarencias en el RWC
respecto a plantas NP (Tabla 3.10), mientras quglarias con GAy AS se redujo

(r4%). EI WCS so6lo aumentd con @f27%), en contraste, en el resto de reguladores
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no se detectaron diferencias respecto a plantagENRI caso del WSD, aumentd con
GA3z y AS (r29%), mientras que, con el resto de reguladoresanid. La salinidad
redujo el RWC un 5% con 100 mM y un 11% con 200 M&CI; en contraste, el WCS
y el WSD aumentaron con 100 (49 y 35%, respectivi@ey 200 mM (129 y 79%,

respectivamente).

Los valores mas elevados de RWC (Figura 3.6) seraé®n en plantas control
y con AlA crecidas sin sak03,31%). En el resto de pretratamientos sin Naledujo
respecto a plantas control. EI RWC en plantas @hriM descendié una media del
10% y una media del 12% con 200 mM, tanto en pgaNf& como con reguladores del

crecimiento.

Oo0mM @100 mM m200 mM

1007 a a
90 - cd Cdedef
fg
80 -
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10

bcd
bc
efg cdef

g

RWC (%)

Control

NP GA3 AlA AS QUIN

Figura 3.6. Contenido hidrico relativo (RWC) en hoja de plantes olivo pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a esti@sos@, 100 y 200 mM NaCl) durante 6 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl s&atdn como control. Loslatos son medias + SE
(n=6). Las medias seguidas por la misma letra moestadisticamente diferentes segun el test LSD
(P<0,05).

El efecto de la sal sobre el WCS y el WSD fue alespo al observado en el
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RWC. En cuanto al WCS (Figura 3.7), en ausencigalecon GA y AS aumento,
aproximadamente, un 93% respecto al control; masnfue, con AIA y QUIN, no se
observaron diferenciag?£0,05). Con 100 y 200 mM NacCl, tanto plantas prattas
como plantas NP incrementaron el WCS respecto afrap con 100 mM soélo se
observaron diferencias respecto a plantas NP ertaglaon QUIN, en las cuales se

redujo un 25%, mientras que, con 200 mM las difgeenno fueron significativas

(P<0,05).
O0mM B100 mM ®m200 mM
0,7 -
06 a
~ ab ab b
Oos- b
b c
o
0 0,4 - cd de de q
T ef 0€
20,3 fg ef
(9]
‘g 021 ¢ 9
01 -
c
(@)
O I ) T T T T
NP GA3 AIA AS QUIN

Figura 3.7. Contenido hidrico para la saturacién (WCS) en higaplantas de olivo pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidastaés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 6
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢éailizaron como control. Ladatos son medias
+ SE (n=6). Las medias seguidas por la misma feiraon estadisticamente diferentes segun el td3t LS
(P<0,05).

En plantas sin sal (0 mM NacCl), el WSD aument6 Géa, AS y QUIN (Figura
3.8). Con 100 mM NacCl, el WSD aumente<0,05) en todos los casos respecto al
control, sin embargo, ningun regulador del creamuemostrd diferencias comparado

con plantas NP, al igual que ocurrié con 200 mM NaC
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Oo0mM E100 mM m200 mM

30 1

abc abc

WSD (%)

GA3 AlA AS QUIN

Figura 3.8. Déficit de saturacién hidrico (WSD) en hoja de pdande olivo pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a esti@sosg, 100 y 200 mM NaCl) durante 6 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl s&atdn como control. Loslatos son medias + SE
(n=6). Las medias seguidas por la misma letra moestadisticamente diferentes segun el test LSD

(P<0,05).

3.1.4. Pigmentos fotosintéticos

En relacion al contenido de pigmentos fotosintéti€babla 3.11), la variacion
de clorofila total (G+y,), carotenoides (Car) y relacién clorofila a/claeofo (CJ/Cp)
estuvo condicionada principalmente por el regula@g=0,748, 0,833 y 0,734,
respectivamente;P<0,001). Sin embargo, la relacion clorofila totalttanoides
(Ca+/Car) se afectd principalmente por la interacciotreeel regulador y la salinidad

(y°=0,672;P<0,001).

Como podemos observar en la tabla 3.12, los vatoegBos de ¢, aumentaron
en plantas con GAAS &49%) y QUIN (69%) y descendieron en las pretrataxbes
AlA (18%). Los valores medios para la salinidadcgeslieron un 2% con 100 mM y un

6% con 200 mM de NacCl.
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Tabla 3.11. Valor F y coeficiente de determinacién?( para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del contenido de clorofitdal (G..), carotenoides (Car), relacion clorofila
a/clorofila b (G/Cy) y relacién clorofila total/carotenoides (gCar) en hoja de plantas de olivo
pretratadas con distintos reguladores del crectmignsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl) durante 6 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 7 Valor F 7 Valor F 7

Casb 4481,98" 0,748 89,63 0,007 728,44 0,243

Car 3706,54° 0,833 58,80° 0,007 349,77 0,157

CJCs 850,28~ 0,734 90,19 0,039 125,55 0,217

Cas/Car 239,67 0,180 372,28 0,140 448,17 0,672

NS, * **, ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun la interaccién entre regulador y salinighdontenido de &y en plantas
NP se redujo un 22% con 100 mM y un 42% con 200Ma@| (Tabla 3.12). En cuanto
a los reguladores, las plantas pretratadas cop, &8 y QUIN incrementaron el
contenido de &, respecto al control con 0, 100 y 200 mM, obseredacel valor mas
alto en plantas con QUIN y 200 mM (4,04 mg BS). En contraste, las plantas
pretratadas con AIA redujeron el contenido dg,@n 6, 57 y 45% con 0, 100 y 200
mM, respectivamente. Ademas, con XS y QUIN, la G+ aumentd con la salinidad
comparado con sus respectivas plantas pretratadasalk mientras que, con AlA

descendid.

El contenido de Car se afecté por los reguladdeesrecimiento de la misma
forma que la &, aumentando con GAAS y QUIN (54, 46 y 72%, respectivamente) y
descendiendo con AlA (16%). El contenido de Carévde forma diferente segun el
nivel de sal, aumentando un 1% con 100 mM y deserdd un 4% con 200 mM de

NacCl.
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Tabla 3.12.Contenido de clorofila total (&), carotenoides (Car), relacién clorofila
a/clorofila b (G/Cy,) vy relacion clorofila total/carotenoides (gCar) en hoja de
plantas de olivo pretratadas con distintos regukslael crecimiento y sometidas a
estrés salino (0, 100 y 200 mM NacCl) durante 6 sexmaPlantas no pretratadas (NP)
y con 0 mM NacCl se utilizaron como control.

Casb Car
(mgg'PS)  (mgg'ps) O CandCar
Regulador
NP 2,23 ¢ 0,518d 2,60 c 4,26 b
GA; 3,31b 0,797 b 2,79b 4,14 c
AlA 1,82d 0,435e 2,55d 4,09d
AS 3,33b 0,756 ¢ 291 a 4,39 a
QUIN 3,77 a 0,892 a 2,92 a 4,24 b
Salinidad
0mM 2,97 a 0,685 b 2,76 b 4,35 a
100 mM 291b 0,695 a 2,80 a 4,13 c
200 mM 2,79¢ 0,659 ¢ 2,71c 4,18 b
Regulador x Salinidad
Control 2,849 0,609 h 2,719 4,66 a
NP+100 2,20 0,527 j 2,68 h 4,17 f
NP+200 1,65]j 0,418 k 2,421 3,94
GAs+0 2,90 f 0,732 f 2,82 f 3,96 ]
GA5+100 3,85b 0,891 b 2,92 cd 4,32 d
GAz+200 317 e 0,769 e 2,641 4,13 ¢g
AlA+0 2,68 h 0,591 i 2,48 k 4,54 b
AIA+100 1,211 0,324 m 2,55] 3,73k
AlA+200 1,56 k 0,389 | 2,621 4,00i
AS+0 2,94 f 0,689 g 281f 4,28 e
AS+100 3,50 cd 0,795 cd 2,94 bc 4,40 c
AS+200 3,54c 0,785d 2,97 a 451b
QUIN+0 3,48d 0,806 ¢ 2,96 ab 4,32d
QUIN+100 3,81b 0,938 a 2,89 e 4,06 h
QUIN+200 4,04 a 0,931 a 2,90 de 4,33d

En cada columna, para cada fuente de variaciéruléegr, salinidad o su interaccién), las
medias seguidas por distinta letra son estadistictndiferentes segun el test LI5Q,05).

Al igual que la G:, €en la interaccion entre regulador y salinidad;aitenido
de Car aument6 respecto al control corgG¥S y QUIN, independientemente del nivel
de sal, y se redujo con AIA. En plantas NP, el eoito de Car descendié por la
salinidad en menor proporcion que el contenido gg €ste descenso fue del 13% con

100 mM NacCl y del 31% con 200 mM. Los valores miéssade Car se detectaron en
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plantas salinizadas y pretratadas con QUW0|434 mg g PS).

Para conocer el efecto del estrés salino sob@g Yala G, se calculé la relacion
CJ/Cy, (Tabla 3.12). Los pretratamientos con£ASy QUIN incrementaron los valores
medios de la relacion L, este aumento fue del 7% en el caso de; GA
aproximadamente, un 12% en el caso de AS y QUINpaoado con plantas NP; en
contraste, con AlA descendié un 2%. El efecto dsalinidad sobre la relacion/Cy
fue diferente segun el nivel de sal; con 100mMnseeimento un 1% respecto a plantas

crecidas sin sal, mientras que, con 200 mM deséandR%.

En cuanto a la interaccion entre regulador y mhiloh en plantas NP, los
tratamientos con 100 y 200 mM redujeron la relaciBgCy, un 1 y 11%,
respectivamente, comparado con el control. Con &&JIN, la relacion @C, aumento
en todos los casos respecto al control, lo que@dn descenso de la Especto a la
C.. Los valores mas elevados se detectaron en plaota&$ y 200 mM (2,97) y en
plantas con QUIN y 0 mM NaCl (2,96). En contrasten AIA se redujo la relacion
C4J/C;, respecto al control con 0, 100 y 200 mM (8, 6 y, B8spectivamente). En el caso
de GAs, la relacion @C, vario dependiendo del nivel de sal, aumentand® grl00
mM (4 y 8%, respectivamente) y descendiendo en rA80 (3%); a pesar de este
descenso, la relaciony/Cy en plantas con GAy 200 mM fue mayor que la de plantas

NP con 200 mM NacCl.

Atendiendo a los reguladores del crecimiento,elacion G.y/Car, en plantas
con QUIN no mostré diferenciaP<0,05) respecto a plantas NP, descendi6é cop Y5A
AlA (3 y 4%, respectivamente) y, se incremento & (3%). La salinidad redujo la

relacion G+y/Car con 100 mM (5%) mas que con 200 mM NaCl (4%).
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En cuanto a la interaccion entre regulador y sidoh el valor mas alto para la
relacion G+y/Car se detecto en plantas control (4,66). En ataN con 100 y 200 mM
NaCl disminuydé un 10 y 15%, respectivamente. Laaiéh G./Car descendié en
mayor o menor medida, dependiendo del nivel decsaltodos los reguladores del
crecimiento; con 100 mM, la menor reducciéon sealéten AS (5%), seguido por GA
(7%), QUIN (13%) y AIA (20%); en el caso de AS y @A reduccién fue menor que
en plantas NP con 100 mM NaCl. Con 200 mM, al igna con 100 mM, la menor
reduccion se observo en AS (3%), seguido por QUB)( GAg (11%) y AIA (14%).
Ademas, con 200 mM NacCl, en todos los pretratargesé alcanzo una mayor relacion

Cas+/Car que en plantas NP.
3.1.5. Metabolitos e indicadores del estrés enltaja

En experimentos previos expuestos en este trabajse detectaron cambios en
el contenido de azucares solubles totales de &agwjel estrés salino, por tanto, en este

experimento se analizaron los azucares por separado

En las tablas 3.13 y 3.14 se exponen los resultalt@nidos para los distintos
azucares analizados. Segun el andlisis multifatt@fiabla 3.13), el contenido de
manitol, sacarosa e inositol estuvo condicionadmcjgralmente por la salinidad,
responsable del 76, 82 y 53% del efecto observadpectivamenteP€0,001). Para la
glucosa, la principal fuente de variacion fue kiiaccion entre regulador y la salinidad
(7°=0,408;P<0,001), seguido muy de cerca por la salinidad neglilador £°=0,303 y
0,233, respectivament®<0,001); mientras que, para la fructosa lo fue gulador
(#°=0,633; P<0,01) En lo que respecta al almidén, su contenido seté&fpor el

regulador y por la interaccién entre reguladorlinsad en la misma medida®0,375
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y 0,372, respectivament®<0,001), aunque el efecto de la salinidad tambi&o tun
papel importante 5f=0,233; P<0,001). En el caso de la relacion manitol/glucosa
(Man/Glc), la principal fuente de variacion fue salinidad §°=0,501; P<0,001),
seguida por la interaccién®0,359;P<0,001) y finalmente por el reguladef£0,125;

P<0,001).

Tabla 3.13. Valor F y coeficiente de determinacién?( para regulador, salinidad y su interaccion

(regulador x salinidad), del contenido de maniggcarosa, inositol, glucosa, fructosa, almidon vy
relacion manitol/glucosa (Man/Glc) en hoja de m@ande olivo pretratadas con distintos reguladores
del crecimiento y sometidas a estrés salino (0,y1200 mM NacCl) durante 6 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
Manitol 8,08 0,047 294,34 0,764 14,44 0,150
Sacarosa 2,36 - 151,43" 0,825 3,11 0,068
Inositol 7,93" 0,114 72,81 0,528 8,58 0,249
Glucosa 31,07 0,233 80,58 0,303 27,15 0,408
Fructosa 959,41 0,633 264,41 0,087 208,60 0,275
Almidén 217,11 0,375 270,43 0,233 107,97 0,372
Man/Glc 60,91" 0,125 489,89 0,501 87,74 0,359

NS, * **, ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun los valores medios para cada regulador,reémiolo de manitol mostro
los valores mas elevados en plantas pretratadag\l@ory QUIN (=13% mayor que
plantas NP; tabla 3.14). Por otra parte, el codtede manitol se increment6 con 100 y
200 mM NaCl £75%). En cuanto a las interacciones, en plantasaNdplicacion de
100 mM NaCl provocé un aumento del manitol (32%pexto al control, mientras que,
con 200 mM se mantuvieron los mismos nivel®0(05). En el caso de los
reguladores, todas las plantas pretratadas cresidasal presentaron valores inferiores
al control; en contraste, todas las plantas salil@g y pretratadas con reguladores del
crecimiento incrementaron el contenido de manibohjgarado con el control y con sus

respectivas plantas con regulador sin sal. Conra®Q el contenido de manitol se
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incrementd respecto al control un porcentaje mddlal6% en los pretratamientos con
AIA, AS y QUIN, mientras que, con Gfeste incremento fue del 32%. Con 200 mM,

en los pretratamientos con GAAIA y QUIN aumenté en torno al 55%, mientras que,
con AS aument6 un 21%.
Tabla 3.14.Contenido de manitol, sacarosa, inositol, glugpdauctosa en hoja de plantas de olivo

pretratadas con distintos reguladores del crecimignsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl) durante 6 semanas. Plantas no pretratadgsy(btth 0 mM NacCl se utilizaron como control.

Manitol

Sacarosa Inositol Glucosa Fructosa
(mgg'PS) (mgg'PS) (mgg'PS)  (mgg'PS) (mg g* PS)
Regulador
NP 25,41 cd 11,49 0,999 a 33,40 a 14,53 e
GA; 26,89 bc 10,90 0,810b 19,41 b 16,44 d
AIA 28,53 ab 10,33 1,02 a 31,96 a 22,56 a
AS 2494d 10,29 0,679b 22,58 b 17,94 c
QUIN 28,77 a 11,12 0,785b 33,74 a 18,59 b
Salinidad
0 mM 17,95 b 12,76 a 122a 2431b 19,26 a
100 mM 31,66 a 12,64 a 0,820 b 22,49 b 17,94 b
200 mM 31,11a 7,08 b 0,534 c 37,85a 16,84 ¢
Regulador x Salinidad
Control 22,52 e 13,40 ab 1,59 a 23,10 de 1521¢g
NP+100 29,79 cd 14,17 a 0,905 cd 4524 a 14,60 h
NP+200 23,92e 6,90 e 0,502 fgh 31,85 bc 13,79
GAz+0 17,32 fg 12,35 bed 0,862 cde 14,96 f 21,58 bc
GA5+100 29,64 cd 13,46 ab 0,874 cde 19,34 def 14,70 h
GA5+200 33,70 ab 691e 0,694 defg 23,92d 13,05]
AIA+O 17,79 f 13,13 abc 1,66 a 30,77 ¢ 22,05b
AIA+100 32,06 bc 11,17d 1,01 bc 14,99 f 21,87b
AlIA+200 35,74 a 6,70 e 0,401 h 50,13 a 23,76 a
AS+0 14,62 g 11,17d 0,757 cdef 15,59 f 19,79d
AS+100 32,85 ab 11,60 cd 0,690 defg 15,58 f 17,19f
AS+200 27,35d 8,09 e 0,590 fgh 36,56 bc 16,85 f
QUIN+O0 17,54 f 13,77 ab 1,25b 37,12b 17,68 e
QUIN+100 33,94 ab 12,81 abcd 0,618 efgh 17,32 ef 21,34 c
QUIN+200 34,83 ab 6,79 e 0,482 gh 46,77 a 16,75 f

En cada columna, para cada fuente de variacidnléegr, salinidad o su interaccion), las mediasuisieg por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseftest LSD P<0,05).

En cuanto a la sacarosa, la aplicacion de 200 rest¢ahdidé su contenido un

44%, sin embargo con 100 mM NaCl no hubo diferenoggpecto a 0 mM NacCl. La
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interaccion entre regulador y salinidad revel6 escgnso de la sacarosa con 200 mM
NaCl tanto en plantas NP como en las pretratadasreguladores del crecimiento
(r47%), mientras que, con 100 mM este descenso wadoliigar en plantas con AlA 'y
AS (r11%). Ademas, las plantas con AS crecidas en aiaselgc sal redujeron su

contenido de sacarosa respecto al control un 17%.

Atendiendo a los valores medios para cada reguylai@ontenido de inositol
descendié con GAAS y QUIN &24%). En lo que respecta a la salinidad, descaamdio
proporcion al nivel de sal (33 y 56% para 100 y @00 NacCl, respectivamente). Segun
la interaccion entre regulador y salinidad, en faarNP el contenido de inositol se
redujo con 100 (43%P<0,05) y 200 mM NaCl (68%P<0,05) respecto a plantas
control. Con GA 'y AS descendié respecto al control por igual amos los niveles de
NaCl ensayados, mientras que, con AlA descendmmt 100 y 200 mM NacCl (36 y
75%, respectivamente). En plantas con QUIN sin Nd&3cendié un 21%, mientras

que, con 100 y 200 mM el descenso medio fue del 65%

Segun los valores medios para cada reguladorpmteido de glucosa en
plantas pretratadas con @4 AS descendio respecto a plantas NB706), mientras
que, con AIA y QUIN no varioR<0,05). En cuanto a la salinidad, el contenido de
glucosa aumento solo con 200 mM (56%). La companagde medias en la interaccion,
mostré que la respuesta al NaCl del contenido deogh varié entre pretratamientos
(Tabla 3.14). En plantas sin sal, aument6 respactmntrol con AlA (33%) y QUIN
(61%) vy, descendié con GAy AS (r34%). En plantas crecidas con 100 mM, el
contenido de glucosa aumenté en plantas NP ($6%,05), descendio con AIA y AS
(=34%) y no se observaron diferencias respecto dtalaon GA y QUIN. En plantas

con 200 mM, se incrementd en todos los casos, exaam GA, que no mostro
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diferencias respecto al control. Con 200 mM NaGhalor incremento se observé con

QUIN y AIA (=109%).

Todos los reguladores del crecimiento aumentdroargenido de fructosa hasta
valores superiores a los de plantas NP. El pretiatdo que mas lo incrementé fue
AlA (55%), seguido por QUIN (28%), AS (23%) vy fimante GA (13%). El estrés
salino redujo el contenido de fructosa proporciolte al nivel de sal (7 y 12% con
100 y 200 mM NacCl, respectivamente). Segun la @cmon entre regulador y
salinidad, en plantas NP la aplicacion de 100 mMCINdisminuyé el contenido de
fructosa un 4%, mientras que, con 200 mM lo disydnun 9%. Con AlA, AS y QUIN,
el contenido de fructosa aumen#<(,05) con 0, 100 y 200 mM NaCl, observandose
en plantas pretratadas con AIA los mayores incrémsed4% para 0 y 100 mM; 56%
para 200 mM de NaCl). En cambio con £ Al contenido de fructosa aument6 un 42%

con 0 mM y se redujo con 100 y 200 mM (3 y 14%peesivamente).

En consecuencia, podemos afirmar que en planta®metidas a estrés salino,
se favorecio la acumulacion de fructosa y glucasantras que la fructosa se acumulo
con todos los reguladores del crecimiento, la glac®lo se acumuld con AIA y QUIN.
Cuando las plantas crecieron en condiciones detsestalino sin reguladores del
crecimiento (NP), aumentaron manitol y glucosa t66 mM, y solo glucosa con 200
mM NaCl. Sin embargo, la aplicacion de reguladatelscrecimiento influyé en esta
respuesta, de forma que, con 200 mM se acumulaohggon 100 mM sus niveles se
incrementaron respecto a los de plantas NP. Enidela la glucosa, con 200 mM se
incrementd su acumulacion respecto a plantas NRapaplicacion de AIA y QUIN.
Ademas, la fructosa aumentoé sus niveles en plaaiasl00 mM pretratadas con AlA,

AS y QUIN.
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Los contenidos de manitol y glucosa se correlacmngositivamente con el
contenido de Naen hoja, siendo mas alta la correlacién con elitmia(P<0,001)
(Tabla 3.18.b). Sin embargo, el contenido d€ Ma hoja mostré una correlacion

negativa con los contenidos de sacarosa, inositigtosa y almidon.

domM ®E100mM ®200 mM

2,5
a a
b
2 4
c
c
d
e
1 fg f f
h
9 h
GA3 AlA AS QUIN

Figura 3.10. Relacion manitol/glucosa (Man/Glic) en hoja de @ante olivo pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a esti@sosg, 100 y 200 mM NaCl) durante 6 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl se&artdn como control. Loslatos son medias + SE
(n=3). Las medias seguidas por distinta letra stedésticamente diferentes segun el test LS 05).

Con el fin de comparar la respuesta de distintpsstide azucares frente al
pretratamiento con reguladores del crecimiento gsg#s salino calculamos la relacion
manitol/glucosa (Man/Glc) (Tabla 3.15; Figura 3.1B3te parametro, segun los valores
medios, aumenté respecto a plantas NP con todasdosadores del crecimiento y con

100 mM NacCl respecto a 0 mM (104%).
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Tabla 3.15. Contenido de almidén y relacion
manitol/glucosa (Man/Glc) en hoja de plantas de
olivo pretratadas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 100 y
200 mM NacCl) durante 6 semanas.

Almidén Man/Glc
(mg g' PS)
Regulador
NP 12,73 ¢ 0,795 e
GA; 13,27 ¢ 1,37 a
AlA 3,87d 1,14 c
AS 24,26 a 1,26 b
QUIN 16,29 b 1,06d
Salinidad
0mM 17,98 a 0,824 b
100 mM 15,51 a 1,68 a
200 mM 6,77 b 0,873 b

En cada columna, para cada fuente de variacion
(regulador o salinidad), las medias seguidas pstintt
letra son estadisticamente diferentes segin elLf&5t
(P<0,05).

En plantas NP, en condiciones de estrés salindaws®ecié el acumulo de
glucosa respecto al de manitol, lo cual se manifien un descenso de la relacion
Man/Glc £27%). En cuanto a los pretratamientos, el efectia dalinidad fue diferente
segun el regulador. En plantas crecidas sin salMONaCl), las pretratadas con AlA 'y
QUIN redujeron la relacion Man/Glc aproximadamemte46%, con GAaumento un
19% y con AS no se observaron diferencRs0(05) respecto al control. Con 100 mM,
todos los pretratamientos incrementaron la relablé@n/Glc respecto al control, puesto
que se favorecio la acumulacion de manitol y/aiesles de glucosa descendieron; con
AlIA y AS aumento en torno al 117%, con QUIN un 10¥%on GA un 57%. Los
valores mas elevados se observaron con AlA y¥#31@%). En contraste, con 200 mM
todos los reguladores mostraron una relacion Manf@nor que el control e igual a
plantas NP (200 mM), excepto las plantas cons @Ae la incrementaron un 45%

(P<0,05) respecto a plantas control. Es interesandéacl® que las plantas con GA
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incrementaron la relacion Man/Glc independientemeet nivel de NaCl.

El contenido de almidon aumentd respecto a plaNRen las pretratadas con
AS (91%), QUIN (28%) y descendio en las pretratadas AIA (70%) (Tabla 3.15).
Atendiendo a los valores medios para cada nivéaiel, solo descendié con 200 mM

(62%).

Como podemos observar en la figura 3.9, la sak@faccontenido de almidon
de forma diferente en cada pretratamiento. En aéantecidas sin sal, las pretratadas
con AIA redujeron un 85% el contenido de almidéniemtras que, con AS se
incrementd un 143%PK0,05), observandose en estas plantas el valor hoag38,18
mg g* PS). Con GAy QUIN no se observaron diferencias respecto rtrob(P<0,05).
En plantas NP, los niveles de almidon sdélo deseeodirespecto al control con 200
mM NaCl (64%). En plantas con GA QUIN, el contenido de almidén varié de forma
diferente segun el nivel de sal, con 100 mM seementd un 38 y 89%,
respectivamente, y con 200 mM descendio en torr8@8%® en ambos pretratamientos.
Con AIA, 100 y 200 mM NaCl redujeron el contenidmalmidon respecto al control un
82 y 61 %, respectivamente; sin embargo si lo coampas con plantas con AIA 'y 0
mM, la aplicacion de 200 mM lo aument6 un 161%.chHanto al AS, el contenido de
almidon de plantas con 100 y 200 mM no mostro difelas respecto al control, en
cambio, respecto a plantas con AS crecidas en aasee sal (0 mM NaCl) descendio

(=57%, P<0,05).

El contenido de almid6n se correlacioné de formgatiea con el contenido de
glucosa (=-0,399;P<0,001,; tabla 3.18.b) y de forma positiva con leasasa (=0,447;

P<0,001).
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gomM E100mM ®200 mM

NP GA3 AlA AS QUIN

Figura 3.9. Contenido de almidén en hoja de plantas de oliatrgtadas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 1000§ &hM NaCl) durante 6 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron caroatrol. Losdatos son medias + SE (n=4). Las

medias seguidas por la misma letra no son estalistinte diferentes segun el test LEB(,05).

Otro metabolito importante a tener en cuenta enlicaones de estrés salino es
la prolina. Atendiendo al analisis estadisticofuente de variacion que mayor efecto
tuvo sobre su contenido fue el reguladgf=0,695; P<0,001), seguido por la
interaccién entre regulador y salinidagf=0,212; P<0,001) (Tabla 3.16). Segun los
valores medios para cada regulador (Tabla 3.17M\l4&lfue el Unico regulador que
redujo el contenido de prolina respecto a plantBs(N%). Con GAy AS aumenté
una media del 60% y con QUIN un 20%. La salinidackeémentd el contenido de
prolina sélo con 100 mM (12%). En lo que respecta ateraccion, las plantas NP
crecidas con 100 mM aumentaron el contenido denarain 17% respecto al control.
Las plantas pretratadas con £SAAS aumentaron la prolina con todos los niveles d
sal. Es interesante destacar que con AS, las plaotasal incrementaron el contenido

de prolina respecto a plantas con AS sin NaCl, esitbargo, con GA ocurrié lo
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contrario. Las plantas pretratadas con QUIN increaren el contenido de prolina con
100 y 200 mM (58 y 16%, respectivamente). Con AlA se detectaron diferencias
respecto al control con 0 y 100 mM NaCl, mientras,gqon 200 mM NaCl se redujo un
21%. Por tanto, los pretratamientos que favoregieeb acumulo de prolina en
condiciones de estrés salino (100 y 200 mM), enpawation con plantas NP, fueron

GAs, AS y QUIN

Las poliaminas estudiadas en este trabajo fuerguermsna (SPM) vy
espermidina (SPD). La SPM estuvo condicionada pahmente por el regulador
(7°=0,626; P<0,001), mientras que en la SPD, fue la interacantre regulador y

salinidad la principal fuente de variaciéi<0,380;P<0,001) (Tabla 3.16).

Tabla 3.16. Valor F y coeficiente de determinacién?( para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del contenido de proliespermina (SPM), espermidina (SPD) y produccién
de etileno en hoja de plantas de olivo pretratadaglistintos reguladores del crecimiento y sonastid
a estrés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durantenGeses.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F e Valor F e Valor F e
Prolina 141,56 0,695 15,29 0,037 21,64 0,212
SPM 43,29 0,626 2,48° - 6,69 0,193
SPD 2,77 0,111 2,8Y° - 4,757 0,380
Etileno 47,86 0,475 32,36 0,161 8,93 0,177

NS, * ** =*= jndican diferencias no significativa o diferencias significativas pafs0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Las plantas pretratadas con £3# mostraron diferencias respecto a plantas NP
(P<0,05) en el contenido de SPM, en cambio, redujero80% el contenido de SPD.
Con AIA y QUIN, el contenido de SPM aumenté respexiplantas NP en torno a un
58%, mientras que con AS aumento un 196%. En ieire SPD de plantas con AlA,
AS y QUIN no mostro diferencias respecto a plaiNBs(P<0,05). Segun los valores

medios para salinidad, 100 y 200 mM no afectaraoatenido de SPM comparado con
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0 mM NaCl. Sin embargo, si comparamos ambos nivdkessal, detectamos un

descenso del 13% con 200 mM respecto a 100 mM NEC#l caso de la SPD, con 100

mM se redujo un 23%, mientras que, con 200 mM midva

Tabla 3.17.Contenido de prolina, espermina (SPM), espermi@8RD) y produccién de etileno en
hoja de plantas de olivo pretratadas con distiregaladores del crecimiento y sometidas a estté®sa
(0, 100 y 200 mM NaCl) durante 6 semanas. Plarggsetratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron

como control.

Prolina SPM SPD Etileno
(ug g* PS) (umol g* PS) (umol g* PS) (nl g* PF R
Regulador
NP 154,51 c 0,355d 0,345 a 3,13a
GA; 247,99 a 0,442 cd 0,240 b 1,63 bc
AlA 128,69 d 0,570 b 0,389 a 2,84 a
AS 246,03 a 1,05a 0,340 ab 1,38 ¢
QUIN 186,18 b 0,556 bc 0,379 a 1,82b
Salinidad
0mM 186,13 b 0,619 ab 0,390 a 2,27b
100 mM 208,37 a 0,630 a 0,300 b 1,62 ¢
200 mM 183,54 b 0,538 b 0,326 ab 2,59 a
Regulador x Salinidad
Control 144,81 hi 0,425 cd 0,319 bed 2,46 cd
NP+100 169,47 fg 0,307 de 0,304 cd 2,47 cd
NP+200 149,26 ghi 0,331 cde 0,411 abc 4,46 a
GAz+0 297,61 a 0,463 cd 0,438 abc 1,59 fg
GA;+100 238,40 ¢ 0,527 c 0,203 de 1,17 gh
GA;+200 207,97 de 0,336 cde 0,080 e 2,14 de
AlIA+0 137,29 i 0,748 b 0,349 bcd 3,67b
AlIA+100 133,90 jj 0,770 b 0,324 bcd 1,88 ef
AlA+200 114,90 0,193 e 0,492 ab 2,98 ¢
AS+0 189,52 ef 1,03 a 0,270 cd 1,59 fg
AS+100 270,84 b 1,05a 0,330 bcd 0,96 fg
AS+200 277,72 ab 1,08 a 0,421 abc 1,59 h
QUIN+0 161,44 gh 0,424 cd 0,575a 2,05 def
QUIN+100 229,24 cd 0,495 cd 0,337 bcd 1,63 efg
QUIN+200 167,85 fg 0,748 b 0,226 de 1,77 ef

En cada columna, para cada fuente de variaciémul@egr, salinidad o su interaccién), las mediasiisieg por

distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest LSD P<0,05).

Segun la interaccion entre regulador y salinidadplantas NP el estrés salino

no tuvo ningun efecto sobre el contenido de pol@a®i(SPM y SPD). Con AS, se
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observd un incremento significativo P€0,05) del contenido de SPM,
independientemente del nivel de sal, comparado mlantas control X148%). El
pretratamiento con G2no afecté al contenido de SPM con ninguno de iesles de
NaCl ensayado. Con AIA, en 0 y 100 mM aument6 aptagamente un 79%, mientras
que con 200 mM se redujo un 54%. Con QUIN, la SPM sumenté con 200 mM
NaCl (76%). La SPD, descendi6é en plantas pretratada GA y con 200 mM NaCl

(75%) y aumenté en plantas con QUIN sin sal (80%).

El analisis estadistico mostr6 que la principatnte de variacion para la
produccién de etileno fue el reguladgf=0,475;P<0,001). Segin los valores medios
para cada regulador, en comparacion con plantaddsMRyretratadas con GAAS y
QUIN descendieron significativamente<,05) la produccion de etileno, mientras que,
las pretratadas con AIA no mostraron diferencidaadésticas. Para salinidad, el etileno

se redujo un 29% con 100 mM, en cambio aumentai@i don 200 mM.

Segun la interaccion entre regulador y salinidad cemparacion con plantas
control, la produccién de etileno en plantas cieisin NaCl descendio con @R AS
(=35%), aumento con AlA (49%) y no mostro diferengRs0,05) con QUIN. Con 100
mM, la produccion de etileno descendio con todssréguladores (52, 23, 61 y 34%
para GA AIA, AS, QUIN, respectivamente). Con 200 mM, lasarpias NP
incrementaron la produccion de etileno un 81% retspa control, ademas mostraron el
valor mas elevado (4,46 ni‘¢PF h'); con AS y QUIN se redujdPk0,05) un 35 y 28%,
respectivamente, mientras que, con 3GA AIA no se observaron diferencias

significativas.
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Tabla 3.18.a. Matriz de correlaciones entre las variables estizdia

PSraiz R/PA  ElongacioAF total N° hojas AFH ExpansiénNa" hoja K hoja  K/Na'hoja Na'raiz K raiz  K/Na raiz RWC WCS

PS PA 0,650 -0,012% 0,464~ 0,780° 0520 0,442° 0,415  -0,314 0,276 0,343 -0,475° 0,277 0,431 0,240 -0,306
PS raiz 0,02 0,545" 0,671 0,435 0,518" 0,522" -0,371" 0,319 0,420" -0,551" 0,392" 0,573 0,295  -0,394"
RIPA -0,17%¢  0,060* -0,070° 0,073 0,081 0,349 -0,264 -0,247 0,150  -0,218 -0,137°  -0,088° 0,102'°
Elongacién 0,536 0,572" 0,495" 0,524 -0,568" 0,395 0,585 -0,667" 0,558 0,577 0,586~  -0,558"
AF total 0,431" 0,573" 0576”7 -0,248 0,228 0,317 -0,491" 0,304" 0,398" 0,354"  -0,370"
N° hojas 0,572 0,498 -0,480" 0,348" 0,527" -0,567" 0,535" 0,561 0,376"  -0,445"
AFH 0,930 -0,489" 0,13%" 0,518 -0,637" 0,557" 0,513" 0,464 -0,611"
Expansion -0,506 0,211 0,555" -0,684" 0,621 0,550” 0,527" -0,643"
Na' hoja 05217 -0885" 0,848 -0,761" -0,703"  -0,547" 0,638
K* hoja 0,678 -0,628" 0,734" 0,637 0,489"  -0,475"
K*/Na" hoja -0,894" 0,861 0,784 0,581"  -0,642"
Na' raiz -0,846 -0,826" -0,627" 0,735
K* raiz 0,755 0,703"  -0,731"
K*/Na' raiz 0,380 -0,517"
RWC 0,778
WCS

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par®<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 3.18.b. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

WSD Cb Car G/C, CuJCar Manitol Sacarosa Inositol Glucosa Fructosa igddm Prolina SPM SPD Etileno
PS PA -0,182 0,348" 0,360° 0,281 0,140 -0,204" 0,229 0,192 -0,303° 0,014 0,291° 0,066 0,039 -0,133* -0,316
PS raiz -0,245 0,401" 0,394 0,377" 0,279° -0,421" 0,337 0,203 -0,235  -0,054° 0,484 0,071 0,103 -0,097° -0,289
RIPA 0,124 0,130 0,174 -0,039 -0,082° 0,078 0,028 -0,171° 0,040 -0,192° 0,168 0,159 -0,164° -0,116° 0,138
Elongaciéon -0,510° 0,129 0,138 0,084° 0,068 -0,441" 0,423" 0,458" -0,308° 0,390" 0,225 -0,117° 0,040 0,034 -0,179°
AF total 0,292 0,417" 0,418" 0,271 0,232 -0,245 0,290° 0,255 -0,281" -0,112* 0,249 0,027 0,002 -0,233 -0,253
N° hojas  -0,327 -0,078° -0,064° -0,070" -0,032* -0,452" 0,440" 0,396" -0,426" 0,285 0,211 0,024 0,013 0,044 -0,112¢
AFH -0,430" 0,313 0,295 0,267 0,270 -0,560" 0,717" 0,546 -0,399" -0,033° 0,343" 0,166° 0,160° 0,050° -0,169
Expansién -0,475 0,281 0,256 0,223 0,310° -0,600" 0,720 0,589" -0,359" -0,051 0,338 0,004 0,099 0,017 -0,119°
Na“ hoja 0,465 -0,107° -0,068° -0,212 -0,311" 0,652" -0519" -0,620" 0,372 -0,438" -0,256 -0,090° -0,236 -0,268 0,208
K* hoja -0,408" -0,20f -0,259 -0,154" 0,281° -0,537" 0,168 0,479" -0,012° 0,319 0,128 -0,322° -0,008° 0,253 0,217
K*/Na' hoja -0,496" 0,040 0,008 0,070 0,289° -0,764" 0,469" 0,664 -0,226 0,315 0,133 0,000 -0,002° 0,340° 0,018
Na' raiz 056" -0,27f" -0,233 -0,169" -0,437" 0,780 -0,579" -0,694" 0,406 -0,251 -0,356" -0,068° -0,133° .0,138° 0,107°
K* raiz -0,648" -0,141 -0,217 -0,146° 0,380" -0,825" 0,577 0,807" -0,113° 0,256 0,178 -0,295 -0,008° 0,294" 0,199
K*/Na' raiz -0,325 0,059 0,056° 0,146 0,136 -0,852" 0,386 0,366 -0,324" 0,273 0,504 0,084 0,143° 0,202 -0,113¢
RWC -0,874" -0,0610° -0,118" -0,129° 0,315° -0,432" 0,621 0,754" -0,192° 0,233 0,104 -0,284" -0,00#° 0,088 0,087
WCS 0,758" -0,062° -0,023% .0,058° -0,313" 0,504" -0,757" -0,714" 0,334 -0,325° -0,339° 0,132 -0,090° -0,157"¢ 0,058
WSD 0,058 0,10 0,126 -0,307° 0,384" -0,556" -0,693" 0,178 -0,188° -0,0908° 0,316° 0,008 -0,070' -0,107*¢
Casb 0,987 0,812 0569”7 0,013 0,160 -0,038° -0,128° -0,267 0,381 0,583" 0,315 -0,214 -0,551"
Car 0,810 0,435" 0,049 0,143¢ .0,114* -0,164° -0,233 0,395" 0,621 0,258 0,221  -0,571"
CJC, 0,366" 0,053 0,218 -0,184° -0,009* -0,082 0,544" 0,635 0,361" 0,048 -0,750"
CafCar -0,267 0,245 0,452 0,121 -0,289" 0,175 0,207 0,348 -0,070* -0,107°
Manitol -0,401" -0,526" 0,241 -0,107 -0,328" -0,010° -0,134° -0,266 -0,175"S
Sacarosa 0,686 -0,350" 0,108° 0,447 0,218° -0,000 0,098 -0,240
Inositol 0,16 0,058 0,058 -0,266 -0,028° 0,088 0,144"°
Glucosa -0,086 -0,399" -0,436" -0,318" 0,207 0,370"
Fructosa 0,05 -0,124% 0,131 0,362" -0,022'¢
Almidén 0,407 0,275 0,049 -0,436"
Prolina 0,365 -0,083¢ -0,597"
SPM 0,07 -0,391"
SPD 0,188

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.
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3.2. Discusioén

El efecto adverso que produce la salinidad soboeegimiento y desarrollo del
olivo ha sido descrito por diferentes autores (Reet al., 2008; Kchaou et al., 2010,
2013; Bader et al., 2015) y, mas concretamentegletv. Picual por Melgar et al.
(2008). Sin embargo, como se pone de manifiestoexmerimentos anteriores
presentados en este trabajo, el efecto de ladatirdepende del grado de tolerancia del
cultivar, del nivel de sal y del tiempo de expasiciEn general, en el cv. Picual, la
inhibicion del crecimiento se acentud con el tieng@ exposicion y el nivel de sal

(Tablas 3.3, 3.4y 3.5).

Segun Kaya et al. (2009), la reduccién del creaitoieen condiciones de estrés
salino puede ser el resultado de un desequiliboionbnal, por tanto, la aplicacién
exdgena de reguladores del crecimiento podria aoastar el efecto negativo de la
salinidad. De hecho, en otros cultivos se ha deseriejora del crecimiento en
condiciones de estrés salino por la aplicaciodiftgentes reguladores del crecimiento
(Kaya et al., 2009). En plantas enraizadas ddPmuwal, los reguladores del crecimiento
gue favorecieron el crecimiento en presencia del Nla&on QUIN, GA y AlA. En
general, las plantas pretratadas con QUIN increanentel PSPA (100 y 200 mM), PS
de raiz (200 mM), AF total (100 y 200 mM) y elongexcde tallo (100 y 200 mM); con
GA;3 se incrementd el PSPA (100 y 200 mM) y AF tot@i)(¥ 200 mM), mientras que,
con AIA sélo aument6 la elongacion de tallo (100 !mNDtros autores también
describieron una mejora del crecimiento en plaotesreguladores de crecimiento; asi
Wu et al. (2012), observaron un aumento del pesscéry seco y de la altura por la
aplicacion de QUIN en plantas de berenjena sonwefdestrés salino (90 mM NacCl).

Khan et al. (2010) detectaron mayor PSPA y AF paglicacion de GAen plantas de
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lino en condiciones de salinidad (150 mM NaCl). oema similar, Shomeili et al.
(2011) observaron un incremento del PS de plargasida de azUcar con @Aor otro
lado, El-Samad (2013) describe incremento del wnecito de plantas de trigo

salinizadas por la aplicacion de @AAIA, siendo mas efectivo el GAjue el AlA.

En contraste, en el cv. Picual la aplicacion de msSmejoré ninguno de los
parametros de crecimiento estudiados. Sin embéagglantas con AS y AIA fueron
las que mostraron la mayor capacidad de exclus®msadl (Figura 3.5), puesto que
acumularon mayor cantidad de Nen la raiz evitando asi su transporte hacia & par
aérea. Por tanto, y de acuerdo a la afirmacionlaledrs and Yeo (1995), el descenso
del crecimiento por la salinidad puede suponer eoamismo de tolerancia que proteja
a la parte aérea de la acumulacion excesiva de is@anos. Esto se confirma con la
elevada correlacion negativa observada entre €l ddaraiz y PSPAr&-0,475,
P<0,001), PS de raiz%£-0,551,P<0,001), elongacion de tallo<-0,667,P<0,001), AF
total (=-0,491, P<0,001), numero de hojag=0,567, P<0,001), AFH (=-0,637,
P<0,001) y expansion de la hoja=(0,684,P<0,001) (Tabla 3.18.a). De hecho en el cv.
Picual, la menor capacidad de exclusién se obsemvplantas con GAy QUIN que

fueron las que aumentaron su crecimiento en canbsi de estés salino.

Segun Chartzoulakis (2005), una mayor capacidaskdesion de iones salinos,
se asocia con una mayor tolerancia del olivo atésssalino. Por lo tanto, los
pretratamientos con AS AIA mejoraron la tolerarmbéh cv. Picual al estrés salino. En
consonancia con estos resultados, otros autoresdbaarito un descenso de la
acumulacion de iones salinos en hoja por la apboage AS (Gunes et al., 2007; Syeed
et al., 2011). Por otra parte, Igbal and Ashraf0{)0describieron mejora del

crecimiento de plantas de trigo sometidas a estiso y menor absorcion de Nior
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la raiz, por la aplicacion de AlA.

El Na' interfiere en la absorcién de’ igor la raiz (Bandeh-hagh et al., 2008), en
consecuencia, en el cv. Picual el contenido tedscendid por la salinidad, siendo este
descenso mayor en raiz que en hoja en todos los;ae hecho, el Kde hoja y raiz se
correlaciona de forma negativa con el' @ hoja y raiz. Por tanto, la relacioivida’
también descendid con la salinidad en ambos org&tsie es importante, puesto que
Tattini et al. (2008) relacionan la tolerancia asédinidad no sélo con la capacidad de
exclusion de sales de la parte aérea sino tamlmériac capacidad de mantener una
apropiada relacion ¥Na" en los tejidos en crecimiento activo. De hechs,diantas
del cv. Picual pretratadas con AS y AIA fuerondag menos Naacumularon en hoja
y las que menos redujeron la relacioiVN&'. Este efecto del AS también ha sido
descrito en otras especies vegetales, asi, engspiha descrito menor acumulacién de
Na" y mayor acumulacion de’ken hoja y raiz de plantas sometidas a estrégadin
la aplicacién de AS (Baninasab and Baghbanha, 208@mas, en plantas de trigo
bajo estrés salino (80 mM), la relacion’/Ma’ aumenta en proporcion a la

concentracion de AS aplicado (Kaydan et al., 2007).

En el cv. Picual, el descenso del RWC, junto coawhento del WCS vy el
WSD, indica la pérdida de agua por la planta amasibn de estrés salino. Resultados
similares describieron Ben Ahmed et al. (2009) ynBeni et al. (2009) para otros
cultivares de olivo. Segun Katerji et al. (1997)escenso del RWC indica una pérdida
de turgencia de la hoja, lo cual limita la expansaglular; de hecho, el RWC se
correlaciond de forma positiva con los paramet@secimiento estudiados, excepto
con la relacion R/PA. La mejora del estado hidpoo la aplicacion de reguladores del

crecimiento ha sido descrita por Gadallah et @99) (QUIN en trigo), Khan et al.
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(2010) (GA; en lino) y Agami et al. (2013) (AS en maiz) erdtes. Sin embargo, en
nuestro experimento ninguno de los reguladorescdstimiento mejoré el estado

hidrico de la planta en condiciones de salinidad.

El efecto adverso de la salinidad sobre el contedil pigmentos fotosintéticos
ha sido descrito previamente en otros cultivareslige (Ben Ahmed et al., 2009, 2010,
2011; Kchaou et al., 2013). Segun Smirnoff (1998)trata de un sintoma del estrés
oxidativo producido en condiciones de salinidadugge ser resultado de la destrucciéon
o inhibicién en la sintesis de clorofila. En comalies de estrés salino, un descenso de
la relacién @GC;, tuvo lugar en plantas NP y con AlA (Tabla 3.18)gle indica mayor
sensibilidad de la £al estrés salino que 1a.CSegun Mane et al. (2011), el descenso de
la relacion G/Cy, por la salinidad indica que la;@odria ser reemplazada por lg C
Ademas, en el cv. Picual, descendid la relacign/Car en todos los casos por la
salinidad. Esto es importante, puesto que Paridbas (2005), describen los Car
como antioxidantes no enzimaticos implicados eorddeccion de las plantas frente al
estrés oxidativo. Por tanto, su acumulacién protage la planta frente al estrés
oxidativo que se genera en condiciones de estriiso.s&n el cv. Picual, los
pretratamientos con GAAS y QUIN aumentaron Car y.& en condiciones de
salinidad. En el caso de la QUIN podria ser dehid@ capacidad de esta fitohormona
para reducir la actividad clorofilasa, estimulardelsarrollo de los cloroplastos y la
sintesis de pigmentos (Chernyad’ev, 2009). Resudtaimilares a los nuestros fueron
descritos en plantas de trigo y arroz sometidasti@s salino y tratadas con QUIN
(Gadallah, 1999). Saeedipour (2014), también desariejora de la concentracion de
clorofila en condiciones de estrés salino por lecapon de AIA y ninguna mejora por

la aplicacion de G4 en contraste a lo que ocurre con el cv. Picual.egbargo, en
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plantas de lino con 150 mM NaCl, Khan et al. (20bBservaron una mejora del
contenido de clorofila por la aplicacion de &A&or otra parte, Moussa et al. (2003)
detectaron un aumento de los pigmentos fotosio®tmor la aplicacion de AS en

plantas de maiz crecidas con sal (50, 100 y 150NmaMl).

Glucosa, manitol, fructosa, inositol, sacarosanyi@gbn, en orden decreciente de
abundancia, son algunos de los azUcares presemtés loja de olivo (Flora and
Madore, 1993; Romani et al., 1994). Segun Tattirdle (1996), en hoja de olivo la
concentraciéon de manitol y glucosa aumenta comllaidad, mientras que, el resto de
azucares no se afectan. Los resultados obtenidas plantas NP del cv. Picual
coinciden, en parte, con lo descrito por estosragtga que en condiciones de estrés
salino, glucosa y manitol aumentaron, aunque eash del manitol sélo con 100 mM
NaCl, y el resto de azlucares descendieron (Talik).3Esto podria implicar que los
azucares totales solubles no se modifiqguen paaliaidad, explicandose de esta forma
los resultados expuestos en las tablas 1.12 ypag. 02 y 117, respectivamente) de este
trabajo. EI aumento de glucosa fue mayor que ehdeitol en plantas NP, lo cual dio
lugar al descenso de la relacion Man/Glc con lmisiald; en contraste, segun Tattini et
al. (1996), en condiciones de salinidad, la acuoiditade manitol tiene lugar antes que
la de glucosa, aumentando, por tanto, la relacian/Mic; esto puede deberse a que la
formacion de nuevos asimilados del carbono sealpigferentemente hacia el manitol
a expensas de la glucosa (Gucci et al., 1998, 1#39)s resultados si coinciden con lo
observado en plantas pretratadas y crecidas coomM)NacCl, lo que indica que con
este nivel de sal todos los reguladores del crecitnifavorecieron la acumulacion de
manitol. AIA y AS fueron los pretratamientos quesna@imentaron la relacion Man/Glc.

Ademas, con G4 también se favorecio la formacion de manitol koaso de plantas
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crecidas con 200 mM. La acumulacién de manitol guag papel importante en la
bioquimica de las plantas de olivo sometidas aégstalino (Tattini et al., 1996;
RejSkova et al., 2007), ya que puede actuar corlutosoompatible contribuyendo al
ajuste osmotico (Tattini et al., 1996, 2002) o caamtioxidante capaz de eliminar los

radicales hidroxilo (Shen et al., 1997; Seki et2007).

Segun Parida et al. (2002), ademas de azucaresneitiones de estrés salino
también se acumula almidén; dicha afirmacion caliteanuestros resultados en plantas
NP. Sin embargo, con GA QUIN si se observo acumulacion de almidon cdn b
NaCl. Javid et al. (2011), en arroz, describen meremento del almidon con la
aplicacién exdégena de AIA y QUIN en condicionessaénidad; nuestros resultados

con QUIN y 100 mM NacCl coinciden con lo descrito pstos autores.

Numerosos autores han descrito una mayor acumaldeirolina que de otros
aminoacidos en plantas sometidas a estrés salinm (Wnes, 1981; Ashraf, 1993,
1994; Ali et al.,, 1999; Abraham et al., 2003), yaegeste aminoacido, ademas de
contribuir al ajuste osmdtico, interviene en langhacion de radicales libres, contribuye
a la estabilidad de la membrana y regula el paaémedox (Tuteja, 2007). En olivo,
también se ha descrito aumento de prolina en siue€ de estrés salino, aunque el
nivel de sal a partir del cual se acumula este @acido depende del cultivar (Petridis
and Therios, 2012). En consonancia con lo despdtaestos autores, en el cv. Picual se
acumulo prolina con 100 mM, pero no con 200 mM Na€$ultados que se confirman
con los datos obtenidos en otros ensayos del geegabajo (Tabla 1.12; pag. 92). Sin
embargo, la aplicacion de GAAS y QUIN incrementd el contenido de prolina con
todos los niveles de NaCl. Segun Igbal et al. (204 fitohormonas o la interaccion

entre ellas, regulan el metabolismo de la proliraliante la acumulacién de N 0*Ca
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Tuna et al. (2008) y Khan et al. (2010) describennecremento de prolina en plantas
salinizadas de maiz y lino por la aplicacion de;G&n contraste, Kaya et al. (2006)
describen una reduccion de la prolina en plantaszsdas de maiz. Segun Palma et al.
(2009), la tolerancia a la salinidad en plantagudiéa a las que se les aplic6 AS se
relaciond con la acumulacion de prolina y gliciraina. Alsokari (2011), describe un
aumento de prolina en plantas dgna sinensigo estresadas por la aplicaciéon de
QUIN, aunque en plantas salinizadas la aplicaci@n QUIN no favorecié su

acumulacion.

El efecto del estrés salino sobre el metabolismiasi@oliaminas varia segun la
especie y segun el tiempo de exposicion (Ashraf Hadis, 2004). Prakash and
Prathapasenan (1988) detectaron un descenso davédss de poliaminas en plantulas
de arroz crecidas en condiciones de estrés s&lmoontraste, El-Shintinanawy (2000)
observo un aumento del contenido en SPM y SPD amtgd de trigo en estrés salino.
En nuestro experimento, el contenido de SPM y SBRBenafectd por la salinidad en
plantas NP. Las plantas pretratadas con AS increma@nnotablemente el contenido de
SPM, independientemente de si crecieron con o si@lNTabla 3.17). Palma et al.
(2013), observaron que en plantas de alfalfa recseulé SPD ni SPM en condiciones
de estrés salino (200 mM NaCl) por la aplicacionAf® Segun estos autores, en
presencia de AS, se indujo la sintesis de etilémaual explicaria el descenso de
poliaminas, ya que ambas comparten precursor. Ew €licual, el aumento de SPM en
plantas pretratadas con AS coincide con una inidibien la produccion de etileno. De

hecho, la SPM se correlacioné negativamente cetileho (Tabla 3.18.b).
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4. Importancia de los reguladores del crecimientorela respuesta de

plantas de 1 afio d®©. europaea cv. Picual frente al estrés salino

4.1. Resultados
4.1.1. Crecimiento vegetativo

El andlisis estadistico mostré que la principahfaede variacién para el peso
seco (PS) de hoja y el area foliar (AF) total faeshlinidad, con un coeficiente de

determinacion;®) de 0,635 y 0,717, respectivamente (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Valor F y coeficiente de determinacién®) para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), del peso seco (PS) de, lioga foliar (AF) total, PS de tallo, elongacidn d
tallo y relacion raiz/parte aérea (R/PA) de plandasolivo de 1 afio pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a estig®g8, 100 y 200 mM NacCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Salthid
Valor F e Valor F e Valor F e
PS hoja 3,66 0,060 97,18 0,635 2,12 0,069
AF total 577" 0,048 216,31 0,717 6,98 0,116
PS tallo 20,46 0,356 32,18 0,224 4,87 0,168
Elongacion 2,77 0,079 29,88 0,339 3,04 0,173
RIPA 4,09 0,080 49,81 0,390 6,36 0,249

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paR<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun los valores medios para cada regulador,amagl pretratadas con AlA,
AS, SPD y QUIN se observaron los valores mas aéoPS de hoja y AF total (Tabla
4.2). Atendiendo a la salinidad, el PS de hoja #keltotal se redujeron en funcién del

nivel de NaCl aplicado (100 y 200 mM NacCl).

Segun la interaccion entre regulador y salinidddP® de hoja de plantas

crecidas sin NaCl aument6 un 29% respecto al doctiendo se aplico AIA y QUIN
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(Tabla 4.2). En plantas NP y con 100 mM NacCl, eld@Shoja no mostré diferencias
respecto a plantas contrd*<{0,05). En plantas pretratadas con sz aplicacion de
100 mM NaCl descendio6 el PS de hoja un 42% respeptantas control. Por otro lado,
el tratamiento con 200 mM redujo el PS de hojacelog los casos; las plantas NP y
pretratadas con GAy SPD mostraron la mayor inhibicior62% respecto a plantas
control), mientras que, las pretratadas con AIA,YAQUIN fueron las que menos lo
inhibieron £37%), de forma que, los valores del PS de hojaofyaproximadamente,

un 133% superiores a los de plantas NP.

En plantas crecidas sin NaCl, con AlA y AS se olisen incremento medio del
AF total del 30% respecto a plantas control. Cob @ NaCl, el AF total se inhibio
en mayor proporcion en plantas NP y pretratadas@dfn AlIA y QUIN (=73%). Las
plantas pretratadas con AS y SPD no inhibieronfelt&al respecto a plantas control.
El tratamiento con 200 mM NaCl inhibié el AF total todos los casos; las plantas NP
y las pretratadas con AS y SPD mostraron una icibibimedia del 67% respecto al
control, mientras que, las plantas con QUIN inhimeel AF total un 23%. Finalmente,

las pretratadas con GAx AIA mostraron una inhibicion intermediaq4%).

En relacion al crecimiento del tallo, la variacidal PS estuvo condicionada
principalmente por el regulador;?0,356; P<0,001), seguido por la salinidad
(y°=0,224:P<0,001) y la interaccién entre amb@é=0,168;P<0,001). Sin embargo, la
elongacién descendié principalmente por la salthiqa®=0,339; P<0,001) y la
interaccién entre salinidad y reguladgf=0,173;P<0,01) (Tabla 4.1). Por tanto, los
valores medios de elongacion de tallo para cadaladgr (Tabla 4.2) no mostraron
diferencias IP<0,05) respecto a plantas NP. En contraste, el R8lldese afecto por el

pretratamiento con reguladores del crecimiento,esiamdo en las plantas con AlA

197



Reguladores del crecimiento en plantas de 1 afo

(24%) y descendiendo en las pretratadas con SP®)(39

Tabla 4.2. Peso seco (PS) de hoja, area foliar (AF) totald@%allo, elongacion de tallo y relacion
raiz/parte aérea (R/PA) de plantas de olivo de 4 pretratadas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 100 @M NaCl) durante 4 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron camotrol.

PS hoja AF total PS tallo Elongacién RIPA
(g plantd’) (cn? planta®) (g plantd’) (cm plantd)

Regulador
NP 0,630 b 57,17 ¢ 0,190 b 19,92 abc 0,253 ¢
GA;3 0,681 b 62,60 bc 0,182 b 21,21 ab 0,247 ¢
AlA 0,813 a 69,85 ab 0,235 a 21,96 a 0,266 bc
AS 0,813 a 76,16 a 0,196 b 17,01 c 0,296 a
SPD 0,740 ab 70,76 a 0,116 ¢ 18,02 bc 0,282 ab
QUIN 0,839 a 71,25a 0,186 b 18,22 bc 0,251 ¢

Salinidad

0mM 1,069 a 96,84 a 0,218 a 22,98 a 0,225¢

100 mM 0,730 b 69,46 b 0,186 b 20,89 a 0,254 b
200 mM 0,459 c 37,59 ¢ 0,149 ¢ 14,29 b 0,320 a

Regulador x Salinidad
Control 0,907 cde 86,04 b 0,211 bcd 24,72 abc 0,176
NP+100 0,739 ef 66,18 d 0,218 bc 25,95 ab 0,198 hi
NP+200 0,244 i 19,30 f 0,142 efg 9,10f 0,386 a
GA;+0 1,094 abc 9351b 0,235 ab 25,07 abc 0,222 fghi
GA5+100 0,535 fgh 55,98 d 0,152 efg 20,22 cd 0,240 efg
GA3+200 0,413 hi 38,30 e 0,159 ef 18,35d 0,279 cde
AIA+0 1,151 ab 110,20 a 0,231 ab 27,67 a 0,216 ghi
AIA+100 0,696 efg 58,84 d 0,239 ab 20,37 bcd 0,290
AlA+200 0,594 fgh 40,53 e 0,236 ab 17,83 de 0,293 c
AS+0 1,113 abc 11341 a 0,268 a 22,01 bed 0,269 def
AS+100 0,820 de 82,01 bc 0,210 bed 18,42 d 0,321 bc
AS+200 0,507 gh 33,05 ef 0,111 gh 10,06 f 0,300 cd
SPD+0 0,955 bcd 95,08 b 0,155 ef 18,95d 0,231 fgh
SPD+100 0,875 de 84,12 b 0,123 fg 22,45 abcd 26
SPD+200 0,391 hi 33,09 ef 0,070 h 12,65 ef 0,355 ab
QUIN+0 1,197 a 82,78 bc 0,207 bcd 19,50 cd 0,284 ef
QUIN+100 0,716 efg 69,66 cd 0,174 de 17,94 de Og?i3
QUIN+200 0,605 fgh 66,30d 0,177 cde 17,22 de 0@RD5

En cada columna, para cada fuente de variaciénl@egr, salinidad o su interaccién), las mediasiiskeg por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseftest LSD P<0,05).

La comparacion de medias en la interaccion (Tabl, 4mostré6 que el

crecimiento del tallo varié entre pretratamientés. plantas sin NaCl, el PS aumento6
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respecto al control en las pretratadas con AS (2Mi@ntras que con SPD descendio
(26%); ademas, las plantas con SPD también desrendia elongacion de tallo un
25%. Por tanto, un determinado regulador del crecita no afectd por igual a todos
los parametros de crecimiento, ni todos los pané@sete crecimiento respondieron por
igual a distintos reguladores. Asi, segun el aisadistadisticoR<0,05), en ausencia de
sal, las plantas con AIA incrementaron el PS dea ol AF total, las plantas con
QUIN aumentaron el PS de hoja y las plantas comdBentaron el AF total y el PS de

tallo. En contraste, las plantas con SPD descesrdedrPS de tallo.

Por otra parte, la respuesta al estrés salino dapdel pretratamiento. Con 100
mM NacCl, el PS y la elongacion de tallo no desoemati en plantas NP, mientras que,
con 200 mM descendieron un 33 y 63%, respectivaané&ilthecho de que, en plantas
NP con 100 mM NaCl no se afecten algunos paramdgasecimiento, puede deberse
a que el tiempo de exposicion a la sal fue de 4ama’s) mientras que, en otros
experimentos presentados en este trabajo el tislapxposicién fue mayor. El PS de
tallo de plantas pretratadas con 43400 y 200 mM), AS (200 mM), SPD (100 mM) y
QUIN (100 y 200 mM) no mostré diferencias signifigcas respecto a plantas NP con
200 mM NacCl. En contraste, en plantas pretratadas®tA no se inhibi6 el PS de tallo
respecto al control con ningun nivel de NaCl, nelangacion de tallo con 100 mM
NaCl. Ademas, es interesante destacar que en plaoitaQUIN, el crecimiento de tallo
(PS y elongacion) no mostré diferencia®<@,05) entre plantas salinizadas y no
salinizadas. Las plantas con AlA, al igual quedkstas con GAy QUIN fueron los
que mostraron un menor descenso de la elongaei®®%4). Por tanto, las plantas
pretratadas con AIA, GAy QUIN, cuando se sometieron a estrés salino €6nn2M

NacCl, elongaron su tallo un 95% mas que las queeron pretratadas.
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En consecuencia, la importancia del pretratamiemoa respuesta al estrés
salino estuvo condicionada por el nivel de NaCln @00 mM, en comparacion con
plantas NP, las plantas con AS y SPD aumentaroXFstotal; por otro lado, el PS de
tallo descendié con GAy SPD vy, su elongacién con AS y QUIN. Sin embango,
descenso del crecimiento en condiciones de estlé® sno tiene que suponer una
desventaja para la planta (0 mM de plantas con SRidliendo ser un mecanismo de
adaptacion. Con 200 mM, los pretratamientos con RIQUIN mejoraron el PS de
hoja, el AF total, el PS de tallo y la elongacid@specto a plantas NP; con ¢Aejord
el AF total y la elongacion de tallo; finalment®ncAS se mejoro el PS de hoja. En
contraste, con 200 mM NacCl, el pretratamiento cBD $hibio el PS de tallo mas que
NP. Por tanto, en lo que respecta a los parameé&@secimiento, el pretratamiento que
trajo consigo un menor descenso del crecimientgcgnliciones de estrés salino fue

AlA, seguido por QUIN, GAy AS.

Con la finalidad de comparar el crecimiento dedete aérea respecto al de raiz,
en respuesta al estrés salino y al pretratamieato reguladores del crecimiento,
calculamos la relacion raiz/parte aérea (R/PA)UBex andlisis multifactorial (Tabla
4.1), en la relacién R/PA la principal fuente deiagi6n fue la salinidad;f=0,390;
P<0,001) seguida por la interaccion entre reguladsalinidad §°=0,249;P<0,001). En
los valores medios para cada regulador, la relaB@A mostré los valores mas
elevados en plantas pretratadas con AS y SPD (BablalLa reduccién del crecimiento
en condiciones de estrés salino se dejé notar mas$ @esarrollo de la parte aérea que
en el de la raiz, lo que se manifiesta en un awnaia relacion R/PA, que llegd a ser

un 42% mayor en plantas con 200 mM que en plaota® enM NacCl.
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En plantas crecidas en ausencia de NaCl, la reld®IBA aumentd en torno a
un 39% P<0,05) en las pretratadas con AS, SPD y QUIN, cuaslcomparan con
plantas control. Con 100 mM NacCl, la relaciéon R/&Anento respecto al control en las
plantas pretratadas con @A SPD ¢£42%) y con AIA y AS £73%). En plantas
pretratadas con GA SPD y QUIN, la relacibn R/PA no mostro diferescia
significativas P<0,05) entre 100 y 0 mM NaCl. Con 200 mM NaCl lasnphs NP y
pretratadas con SPD incrementaron su relacion Ré&PAtermino medio, un 110%,
seguidas de las pretratadas corsGHA, AS y QUIN (=67%). Es importante destacar,
que en las pretratadas con £5AIA y AS no se detectaron diferencias entre f@arton

100 y 200 mM NacCl.
4.1.2. Estado hidrico de la planta

Los indices relacionados con el estado hidricadja se exponen en las tablas
4.3y 4.4. El contenido hidrico relativo (RWC) ydsificit de saturacion hidrico (WSD)
estuvieron condicionados principalmente por lang#did, responsable del 51 y 54%
respectivamenteyf=0,511 y 0,540/P<0,001); en ambos indices la interaccién entre

regulador y salinidad no fue significativia<Q,05).

Tabla 4.3. Valor F y coeficiente de determinacién® para regulador, salinidad y su interacciéon
(regulador x salinidad), del contenido hidrico tiglm (RWC), contenido hidrico para la saturacion
(WCS), déficit de saturacion hidrico (WSD) y traingpion (E) de plantas de olivo de 1 afio
pretratadas con distintos reguladores del crecimigrsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NaCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
RWC 13,07 0,190 87,72" 0,511 1,22% -
WCS 7,027 0,174 27,04 0,268 2,28 0,113
WSD 13,477 0,183 98,88" 0,540 1,12 -
E 102,39" 0,371 320,40 0,465 13,57" 0,098

NS, * **, ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paR<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.
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Los pretratamientos con GASPD y QUIN incrementaron el RWC respecto a
plantas NP, mientras que el WSD descendio en tlmdopretratamientos, excepto con
AlA y AS (Tabla 4.4). Segun la salinidad, los va®medios variaron en funcion del
nivel de NaCl; el RWC descendio (10 y 13% para 10200 mM NaCl,
respectivamente), y el WSD aumenté (53 y 88% pah@ § 200 mM NacCl,

respectivamente).

Para el contenido hidrico para la saturacién (WQa&)principal fuente de
variaciéon fue la salinidad;$=0,268; P<0,001), seguida del reguladop®€0,174;
P<0,001) y la interaccién entre ambog=0,113; P<0,05) (Tabla 4.3). La salinidad
produjo un aumento del WCS, aunque no se detecthferencias significativas entre
100 y 200 mM NacCl. Es importante destacar que glleglor que mostré un descenso

significativo del WCS respecto a NP fue la QUIN%28

La interaccion significativa entre regulador y ws@ad mostré un
comportamiento distinto entre los pretratamientosrespuesta al estrés salino. En
plantas NP, la aplicacion de 100 mM incrementd €SAUn 45% respecto al control.
Sin embargo, las plantas pretratadas con AIA, SPQWYN crecidas con NaCl no
mostraron diferencias significativas respecto akmb en sus valores de WCS, mientras
que, las pretratadas con @ AS los incrementaron con ambos niveles de NaCl p
igual 61). De hecho, en todos los casos no se obserddfienencias significativas
entre 100 y 200 mM NaCl. En consecuencia, los gtatmientos con AlA, SPD y QUIN
mejoraron el balance hidrico de la hoja en condesode estrés salino. En plantas
crecidas sin NacCl, el WCS descendi6 respecto agdarontrol en las pretratadas con

GAs Yy QUIN (33%).
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Tabla 4.4. Contenido hidrico relativo (RWC), contenido hidrigara la saturacién (WCS), déficit de
saturacién hidrico (WSD) y transpiracion (E) denpda de olivo de 1 afio pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a estié®s@®, 100 y 200 mM NacCl) durante 4 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl sizatdn como control.

RwWC WCS WSD E
(%) (9 HO g" PS) (%) (mmol H,O m* s%)
Regulador
NP 73,39 ¢ 0,478 bc 26,61 a 0,354 f
GA; 80,50 ab 0,500 ab 19,50 cd 0,803 ¢
AlA 75,32 ¢ 0,448 bc 24,68 ab 0,605d
AS 74,38 c 0,563 a 25,62 a 1,02 a
SPD 78,93 b 0,404 cd 21,98 bc 0,470 e
QUIN 82,31a 0,344 d 17,69d 0,945 b
Salinidad
0omM 84,58 a 0,334 b 1541c 1,05a
100 mM 76,38 b 0,503 a 23,62 b 0,663 b
200 mM 71,46 c 0,531 a 29,00 a 0,386 ¢
Regulador x Salinidad
Control 81,82 0,388 cdef 18,18 0,607 de
NP+100 74,15 0,563 ab 25,85 0,328 gh
NP+200 64,20 0,484 bcde 35,80 0,125
GA;+0 88,33 0,266 gh 11,67 1,20b
GA;+100 80,01 0,567 ab 19,98 0,720 d
GAz+200 73,15 0,666 a 26,85 0,491 efg
AlA+0 83,23 0,349 efgh 16,77 0,852 ¢
AIA+100 74,02 0,471 bcdef 25,98 0,530 efg
AlA+200 68,72 0,524 bc 31,81 0,433 fgh
AS+0 81,53 0,416 cdef 18,47 1,57 a
AS+100 71,49 0,703 a 28,51 0,947 c
AS+200 70,14 0,569 ab 29,86 0,543 ef
SPD+0 83,94 0,340 fgh 16,06 0,596 de
SPD+100 78,28 0,371 defgh 21,71 0,501 efg
SPD+200 74,58 0,498 bcd 28,17 0,311 h
QUIN+0 88,67 0,246 h 11,33 1,47 a
QUIN+100 80,30 0,343 efgh 19,69 0,949 c
QUIN+200 77,95 0,440 bcdef 22,05 0,410 gh

En cada columna, para cada fuente de variacionl@egr, salinidad o su interaccidn), las mediasiiskag por
distinta letra son estadisticamente diferentesrsegtest LSD P<0,05).

El RWC, el WCS y el WSD se correlacionaron sigaifivamente con los
parametros de crecimiento (Tabla 4.16.a). Esteelamion presentd valores numeéricos

maximos con los parametros relacionados con lg bef@ecialmente con el PS de hoja.
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De hecho, el WCS soélo se correlaciono con el Pisogey el AF total. Los coeficientes
de correlacion del PS de hoja con el RWC, el W& WSD fueron 0,813R<0,001),
-0,654 pP<0,01) y -0,832K<0,001), respectivamente. Ademas, el RWC se coioglac
positivamente con la BE%0,693;P<0,01), lags (r=0,585;P<0,05) y laP, (r=0,696;
P<0,01), mientras que, el WSD se correlacioné negativamémte,706,-0,599 y
-0,736, para la E, lgs y la Py, respectivamentd?<0,01, para la E y lgs, y P<0,001

para laPy).

En el caso de la E, la principal fuente de vadiadie la salinidad;f=0,465;
P<0,001), seguida por el reguladef<0,371; P<0,001; Tabla 4.3). Las plantas que
presentaron un valor medio mas elevado para lefifulas pretratadas con AS (1,02
mmol HO m? sY). En los valores medios de la interaccién podeafs®rvar que, en
plantas crecidas sin sal, la E aumento respectoraitol en los pretratamientos con EA
(97%), AlA (39%), AS y QUIN £49%). Igualmente, para cada uno de los niveles de
NaCl ensayados, las plantas pretratadas mostraayornt que las NP, excepto las
pretratadas con AIA y SPD crecidas con 100 mM qaoemostraron diferencias
significativas respecto a las NP. La E mostré laatacion més alta con Ig (Tabla

4.16.a), de forma que se explica el 85% de su dsece
4.1.3. Intercambio gaseoso

En la tabla 4.6 se exponen los parametros de artéio gaseoso. La principal
fuente de variacion para la tasa de asimilacidéa &), la conductividad estomatica
(gs) v la eficiencia fotosintética en el uso del rggao (PNUE) fue la salinidad
(P<0,001; Tabla 4.5), la cual indujo un descenso devldores medios en funcién del

nivel de NaCl. Este descenso fue mas acentuadag@ndeguido por l&, y la PNUE
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(Tabla 4.6). Segun los valores medios para caddaggr, laP, se incrementd respecto

a plantas NP en las pretratadas con3GAIA y AS. Para la PNUE, todos los

pretratamientos mostraron valores significativamesuperiores a los de plantas NP.
Algo parecido ocurrié con Igs, con excepcion de las pretratadas con SPD, ldsscna

presentaron diferencias significativas respectiaatas NP.

Tabla 4.5. Valor F y coeficiente de determinacién? para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), de tasa de asimilaciom rf@f), conductividad estomaticgs], concentracion
interna de CQ(Ci), eficiencia fotosintética en el uso del nifedo (PNUE) y fotoinhibicion de plantas
de olivo de 1 afio pretratadas con distintos reguésddel crecimiento y sometidas a estrés salino (0
100 y 200 mM NacCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Salahid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
P, 4,23 0,072 70,42” 0,482 4,01" 0,137
Os 43,99” 0,291 165,36" 0,437 11,58" 0,153
Ci 255,23" 0,577 43,29" 0,039 75,68 0,342
PNUE 8,31" 0,087 113,03 0,472 12,16" 0,254
Fotoinhibicion 33,46 0,283 64,10” 0,217 20,60" 0,348

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

En el caso de la concentracion interna de, @QCi), la principal fuente de
variacion fue el regulador;i=0,577; P<0,001), seguido por la interaccién entre

regulador y salinidad;f=0,342:P<0,001; Tabla 4.5).

En los valores medios por regulador, observamodagiplantas NP mostraron
los niveles méas elevados de la Ci (715,26 pmo} @0O"; Tabla 4.6), por tanto, las
plantas pretratadas mostraron los niveles de Rg@ificativamente R<0,05) inferiores
a los de plantas NP. El mayor descenso lo presenias plantas con GA(61%),

seguidas por las plantas con AIA y QU (%), con SPD (45%) y AS (38%).
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Tabla 4.6. Tasa de asimilacion net®,j, conductividad estomaticaf, concentracién interna de GO
(Ci) y eficiencia fotosintética en el uso del njedio (PNUE) de plantas de olivo de 1 afio pretratada
con distintos reguladores del crecimiento y sonasti estrés salino (0, 100 y 200 mM NacCl) durante 4
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢a@ilizaron como control.

Pn Os Ci PNUE
(umol CG m?sY  (mmol O m?s? (umol CQ mol?)  (umol CG mol™* N s%)
Regulador
NP 3,08 ¢c 20,03d 715,26 a 17,38d
GA; 4,12 a 36,10 b 276,57 e 22,91 bc
AlA 3,54 abc 27,76 c 350,11 d 21,05¢
AS 3,68 ab 50,92 a 446,18 b 26,14 a
SPD 299¢ 19,46 d 392,30 ¢ 23,99 ab
QUIN 3,21 bc 33,89 b 354,56 d 21,42 be
Salinidad
0 mM 4,60 a 48,38 a 393,59 b 28,61 a
100 mM 3,59 b 29,46 b 399,80 b 24,30 b
200 mM 2,13¢c 16,24 c 474,10 a 13,54 c
Regulador x Salinidad
Control 5,26 a 31,76 de 499,80 e 25,62 b
NP+100 2,96 def 18,44 ghi 720,53 b 14,13 e
NP+200 101¢g 9,89i 925,44 a 12,40 e
GAz+0 537 a 59,19 b 352,12 ijk 31,10 a
GA5+100 3,77 cd 31,09 e 338,42 ijkl 21,95 bc
GA3+200 3,23 def 18,01 ghi 139,17 n 15,69 de
AIA+0 3,90 bcd 39,95 cd 416,59 fg 25,27 bc
AIA+100 3,82 bcd 24,38 efg 306,68 kim 23,33 bc
AlA+200 2,90 def 18,94 fgh 327,08 jkl 14,55 e
AS+0 4,82 ab 87,87 a 399,06 fgh 32,59 a
AS+100 3,91 bcd 43,79 ¢ 379,93 ghi 31,52a
AS+200 2,32 f 21,11 fgh 559,54 d 14,31 e
SPD+0 4,53 abc 27,12 ef 260,57 m 35,76 a
SPD+100 3,64 cd 18,42 ghi 298,74 Im 32,29 a
SPD+200 0,809 12,85 hi 617,59 c 391f
QUIN+0 3,70 cd 44,39 ¢ 433,38 f 21,32 bc
QUIN+100 3,42 de 40,66 ¢ 354,51 hij 22,59 bc
QUIN+200 2,52 ef 16,63 ghi 275,79 m 20,36 cd

En cada columna, para cada fuente de variacionl@egr, salinidad o su interaccién), las mediasuislag por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseftest LSD P<0,05).

Segun los valores medios para la interaccion [aglgu x salinidad), en plantas
sin NaCl, laP, descendio respecto a plantas control en aquakdsafadas con AlA 'y

QUIN (=28%). En plantas NP, R, se inhibié en funcion del nivel de sal ensayado. E
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general, en los pretratamientos con3GAIA y QUIN no se observaron diferencias
entre los valores de B, de plantas con 100 y 200 mM. En estos casdy, e mostro
diferencias P<0,05) respecto a plantas NP con 100 mM, por lolguehibicion de la
P, fue inferior £<0,05) al de plantas NP con 200 mM. Ademas, en @aobn AS y
200 mM NacCl, laP, no mostro diferencias respecto al resto de pegtigntos con este
nivel de NaCl. Por tanto, en plantas con 200 mMratadas con GA AlA, QUIN y
AS se mantuvieron niveles &g superiores a los de plantas NP. En contraste, te
plantas pretratadas con SPD y crecidas con 200 mMastro diferencias respecto a la
de plantas NP con 200 mM, siendo ambas las quaanmstuna mayor inhibicion dg,
respecto a plantas contrel83%). Es importante destacar que en plantas con dAe
observaron diferencia®€0,05) entre plantas con 0, 100 y 200 mM NacCl, potd con

este pretratamiento no se puso de manifiesto Iaiaibn de laP, por adicion de NaCl.

La P, mostré una significativa correlacion positiva dargs (r=0,678,P<0,01;
tabla 4.16.a), explicando, por tanto un 46% delceleso de ésta. Lgs aumento
respecto al control en plantas sin NaCl con;G26%), AS (177%) y QUIN (41%).
Ademas, con QUIN el tratamiento con 100 mM NaClm presentaron la misng
(=42,52 mmol HO mi? s%). En plantas con 100 mM NaCl, la mayor inhibicifmlags
respecto a plantas control se detectd en las Nietyapadas con SPB:42%); en las
pretratadas con GAy AIA, no se observaron diferencias significativé®<0,05)
respecto a plantas control, manteniendo por tdatmjisma abertura estomatica que
éstas, mientras que, las pretratadas con AS y Qubbktraron unays superior a la de
plantas control~33). Sin embargo, con 200 mM NaCl da descendié en todos los
pretratamientos hasta valores similares a los detgd NP con 200 mM, excepto con

AlA y AS, cuyos valores no mostraron diferenciagngicativas P<0,05) respecto a
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plantas NP con 100 mM NacCl.

En plantas NP, la Ci aumenté respecto a plantasatam 44% con 100 mM y
un 85% con 200 mM NacCl. Por otro lado, en todoglatratamientos los niveles de la
Ci fueron inferiores #<0,05) a los de plantas NP para un mismo nivel d€INa
Ademas, la tendencia de la Ci frente al NaCl dejgeddl pretratamiento; bajé con la
salinidad en plantas con G200 mM NacCl), AIA (100 y 200 mM NaCl) y QUIN (100
y 200 mM NacCl) y aument6 con 200 mM NaCl en plamtais AS y SPD. Los niveles
mas elevados de la Ci se encontraron en plantasoNRR00 mM NacCl (925,44 pmol
CO, molY), mientras que los niveles mas bajos los presemtalantas con GAy 200

mM NacCl (139,17 pmol COmol™).

En lo que respecta a la PNUE, en plantas sin NaQkato respecto al control,
en las pretratadas con GAAS y SPD £29%). Con 100 mM, la PNUE no descendio en
plantas pretratadas con gAAIA y QUIN, mientras que en las NP descendio dfod
ademas, con AS y SPD se incrementd aproximadarmer2d%. En consecuencia, con
100 mM NacCl todas las plantas pretratadas mantuviana relacion adecuada entre
tasa de asimilacion neta de £Pnitrogeno total de la hoja. Sin embargo, con 200
NaCl descendié en todos los pretratamientos, siéaslplantas con QUIN en las que

menos descendid (20%).

La P, mostr6 una elevada correlacion negativa con Ps@f) (r=-0,816,
P<0,001) explicando el 66% del descenso de la fotesisn Este indicador de la
fotoinhibicion estuvo condicionado principalmenta fa interaccion entre regulador y
salinidad (R x S)#?=0,348;P<0,001), seguido por el regulador y la salinidgd0,283

y 0,217, respectivament<0,001; Tabla 4.5).
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Tabla 4.7. Fotoinhibicion de plantas de olivo de 1 afio prattas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 100§ @M NacCl) durante 4 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron caootrol.

Regulador Salinidad
NP GA AlA AS SPD QUIN 0 mM 100mM 200 mM
581 a 4,17d 461c 4,85 bc 510b 4,72 ¢ 4,46¢c4,69b 5,48 a

Para cada fuente de variacion (regulador o sati)jdas medias seguidas por distinta letra sordesteamente
diferentes segun el test LSB<0,05).

O0mM B100mM ®R200mM

(=)}
1
L]

ddd

-In (Pn/Ci)
o a

(S
1

]
1

ATA AS

Figura 4.1. Fotoinhibicion de plantas de olivo de 1 afio ptattas con distintos reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 10009 &M NaCl) durante 4 semanas. Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NacCl se utilizaron caroatrol. Losdatos son medias + SE (n=4). Las
medias seguidas por la misma letra no son estzatistinte diferentes segun el test L$B(J,05).

Segun el analisis estadistico multifactoriak@®5), las plantas NP fueron las
gue mostraron una mayor fotoinhibicién (5,81), rias que las pretratadas con GA
fueron las que mostraron un menor nivel (4,17; dabl7). El descenso de la
fotoinhibicion respecto a plantas NP fue del 14@primadamente, para plantas con
AS y SPD, del 20%, aproximadamente, para plantasitd y QUIN vy, del 28% para

plantas con GA Si nos centramos en el efecto de la salinidadfotainhibicion
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aumento en funcion del nivel de NaCkK@05); con 100 mM se incremento un 5%

respecto a 0 mM NaCl, mientras que con 200 mMaekmento fue del 23%.

La comparacion de datos en funcion de la intedacentre regulador y salinidad
se representa en la figura 4.1. Como podemos arsehindicador de la fotoinhibicién
mostrd valores comprendidos entre 4,09 y 4,78 plarstas crecidas sin NaCl; ademas,
en plantas con SPD descendié un 1P40(05) respecto a plantas control. Con 100
mM NacCl, la fotoinhibicibn aumentd sdélo en plankiB (20%;P<0,05). Sin embargo,
con 200 mM aumenté en plantas NP (58%) y pretratada AS (20%) y SPD (47%).
En consecuencia, las plantas pretratadas cogp @R y QUIN no aumentaron la
fotoinhibicion respecto al control con ninguno des Iniveles de NaCl ensayados,
mientras que en las pretratadas con AS y SPD danfabicion se evité sélo con 100

mM NacCl.
4.1.4. Pigmentos fotosintéticos

Como podemos observar en la tabla 4.8, la prindipahte variacion para
clorofila a (G) carotenoides (Car) y clorofila total {&) fue el pretratamiento con
reguladores del crecimiento’€0,404, 0,498 y 0,405, respectivameni0,001),
siguiéndole muy de cerca la interaccién entre aprl y salinidad (R x Sy$=0,379,

0,372y 0,375, parafCar y G+p, respectivamentd3<0,001).

En el caso de la clorofila b {C ocurrio al revées, estuvo condicionada
principalmente por la interaccién entre el regutagida salinidad (R x S);¢=0,406;
P<0,001), seguido por el reguladay®£0,369; P<0,001). Sin embargo, la relacion
clorofila total/carotenoides (G/Car) estuvo condicionada por R x $°90,425;

P<0,001), seguido por la salinidagf£0,294:P<0,001).
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Tabla 4.8. Valor F y coeficiente de determinacién®) para regulador, salinidad y su interaccion
(regulador x salinidad), del contenido de clorofiléG), clorofila b (G), carotenoides (Car) y clorofila
total (G.y), Y relacién clorofila total/carotenoides (gCar) en hoja de plantas de olivo de 1 afio
pretratadas con distintos reguladores del crectmignsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Salthid
Valor F e Valor F 7 Valor F 7
Ca 777,34 0,404 1016,30" 0,211 365,26 0,379
Co 124,25" 0,369 162,77 0,193 68,36 0,406
Car 426,86 0,498 250,31 0,117 159,31 0,372
Casb 689,95" 0,405 905,12” 0,213 319,45" 0,375
Ca/Car 5,66 0,096 43,15" 0,294 12,46" 0,425

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paR<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

En el analisis estadistico en funcién del regulafiaabla 4.9), las plantas
pretratadas con QUIN mostraron los niveles masadley de pigmentos fotosintéticos
(Cs Gy, Car y G+p). En el caso de lag0o se observaron diferencias entre las plantas
pretratadas con G& QUIN. En cambio, en plantas pretratadas con QtHNletecto el

valor mas bajo de la relacion.@Car.

Por otra parte, la salinidad redujo la, @& G, los Car y la G, de forma
proporcional a la concentracion de NaCl. El valer ld relacion g./Car también
disminuy6 con la sal, pero no hubo diferencias i@ativas (P<0,05) entre plantas

crecidas con 100 y 200 mM NacCl.

En cuanto a la interaccion, la aplicaciéon de 10209 mM NaCl provocd un
descenso de laCla G, los Car, la G, Yy la relacion G./Car respecto al control en
plantas NP (Tabla 4.9). Los pretratamientos cons; GA QUIN aumentaron
significativamente B<0,05) el contenido de Gy Car respecto a plantas control con
todos los niveles de sal (0, 100 y 200 mM NacCl).ptamtas con GA el contenido de

Caaument6é un 7, 15y 32% con 0, 100 y 200 mM Nagdpectivamente, mientras que,
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el contenido de Car aumentd, aproximadamente, &m ddn O y 100 mM, y un 39%

con 200 mM NacCl.

Tabla 4.9. Contenido en clorofila a (; clorofila b (G), carotenoides (Car), clorofila total 4§ v
relacion clorofila total/carotenoides {gCar) en hoja de plantas de olivo de 1 afio pretestaon
distintos reguladores del crecimiento y sometidasteés salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 4
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢a@ilizaron como control.

C Gy Car Casb Casf/Car
(mgg'PS) (mgg'PS) (mgg'PS)  (mgd'PS)
Regulador
NP 2,09d 0,885 e 0,721 e 2,96 e 4,09b
GA; 3,12a 1,16 b 1,01b 431b 4,25 a
AlA 2,06d 0,766 f 0,685 f 2,83 f 4,13 ab
AS 2,75b 0,994 ¢ 0,885¢c 3,74 ¢ 4,21 ab
SPD 241¢c 0,936 d 0,811d 3,34d 4,10 b
QUIN 3,17 a 121a 1,10a 4,38 a 3,95¢c
Salinidad
0 mM 2,99 a 1,13 a 0,949 a 4,13 a 4,36 a
100 mM 2,61b 0,978 b 0,886 b 3,59b 4,04 b
200 mM 2,19¢ 0,863 ¢ 0,773 c 3,06 c 3,96 b
Regulador x Salinidad
Control 2,649 1,23 cd 0,840 e 3,84 fg 4,63 a
NP+100 1,92i 0,783 0,704 g 2,71 3,87 efgh
NP+200 1,69] 0,641 jk 0,618 h 2,331 3,77 ghi
GA;+0 2,83 ef 1,04¢g 0,912d 3,95 ef 4,24 bed
GA;+100 3,05d 1,14 ef 0,948d 4,19d 4,43 ab
GA;+200 349 ¢ 1,29 bc 1,17 b 4,78 ¢ 4,08 de
AlA+0 2,659 0,934 h 0,846 e 3,58 h 4,27 bed
AlA+100 1,77 0,671 0,634 h 2,44 Kl 3,85 fgh
AlA+200 1,76 0,691 j 0,575i 2,46 k 4,27 bed
AS+0 3,68 b 1,32b 1,13 b 5,00 b 4,42 ab
AS+100 3,11d 1,08 fg 1,04 ¢ 4,20 d 4,06 def
AS+200 1,45k 0,575 k 0,487 j 2,02 m 4,16 cd
SPD+0 2,27 h 0,854 i 0,735 fg 3,121 4,25 bed
SPD+100 3,03d 1,14 ef 0,946 d 4,17d 4,41b
SPD+200 1,92 0,816 0,753 f 2,73 3,63
QUIN+0 3,88 a 143 a 1,23 a 53la 4,32 bc
QUIN+100 2,77 f 1,05¢g 1,04 c 3,82¢g 3,65 hi
QUIN+200 2,86 e 1,16 de 1,04 ¢ 4,03 e 3,87 efg

En cada columna, para cada fuente de variaciouléegr, salinidad o su interaccién), las mediagigtas por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseftest LSD P<0,05).
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En plantas con QUIN, el contenido dg &iment6é un 47, 5y 8% con 0, 100 y
200 mM NacCl, respectivamente, y el contenido dedtanentd un 46% con 0 mM y un
24% con 100 y 200 mM NaCl. Ademas, en el caso detrgtamiento con GA las
plantas crecidas con sal aumentaronJaeSpecto a plantas crecidas en ausencia de sal
(8 y 23% para 100 y 200 mM, respectivamente). Bterddo de €y de Car en plantas
con AS, aumento respecto al control con 0 y 100 NaZI, sin embargo, con 200 mM,
mostraron los valores mas bajos (1,45 y 0,49 thB$, respectivamente). En contraste,
en plantas con SPD, la, @ los Car descendieron respecto al control cob40y(13%,
respectivamente) y 200 mM NaCl (27 y 11%, respantiente), mientras que, con 100

mM aumentaron (15 y 12%, respectivamente).

El contenido de g disminuyd significativamenteP€0,05) respecto a plantas
control en plantas con GA15 y 7% para 0 y 100 mM NaCl, respectivamentdfy A
(24 y=45% para 0 y 100 y 200 mM NaCl, respectivament&),(22 y 53% para 100 y
200 mM NaCl, respectivamente), SPD (31, 7 y 33%a@ar100 y 200 mM NacCl,
respectivamente) y QUIN (15% para 100 mM NaCl)naéle aumento6 en plantas con 0
mM NaCl pretratadas con AS (7%) y QUIN (16%). Eteliesante destacar que en
plantas con QUIN sin NaCl se observaron los nivalés elevados de,@3,88 mg ¢
PS), G (1,43 mg @ PS) y Car (1,23 mggPS), seguidos por las plantas con AS, cuyos
respectivos valores fueron 3,68, 1,32 y 1,13 Md§. Por tanto, el contenido dg.C
en ausencia de sal presenté los valores mas altpketas con AS (5,00 mg'dPS) y
QUIN (5,31 mg @ PS). En plantas salinizadas, el contenido gl &imenté por los
pretratamientos con GA9 y 24% con 100 y 200 mM, respectivamente), A% (9n

100 mM), SPD (8% con 100 mM) y QUIN (5% con 200 mM)

En lo que respecta a la relaciop.{Car, descendié con todos los niveles de sal
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ensayados (0, 100 y 200 mM NaCl) respecto a plattasol, excepto en plantas con

GAg; crecidas con 100 mM y en plantas con AS y 0 mMINaC
4.1.5. Enzimas del estrés oxidativo

Los datos obtenidos para las enzimas antioxidardesorbato peroxidasa
(APX), glutation reductasa (GR) y guaiacol perogaldPOD), se exponen en la tabla
4.11 y figuras 4.2, 4.3 y 4.4. Todas las fuentesraigacion influyeron en los datos
obtenidos para estas enzimas (Tabla 4.10). P#&®Xa la principal fuente de variacion
fue la salinidad 5?=0,493; P<0,001), seguida por la interaccién entre regulaglor
salinidad §°=0,264;P<0,001) y el regulador{=0,180;P<0,001). En el caso de la POD
y GR el efecto estuvo mas repartido entre las ftrestes de variacion. En la POD,
practicamente por igual, la salinidad y la inter@dcdueron las principales responsables
de la variacién detectada®0,376 y 0,368, respectivameni0,001), seguidas por el
regulador (q220,241; P<0,001). Finalmente, la GR se afecté principalmeme la
interaccion entre regulador y salinidad=0,426;P<0,001), mientras que el regulador y

la salinidad mostraron un efecto similaf40,271 y 0,248, respectivameni0,001).

Tabla 4.10. Valor F y coeficiente de determinacién? para regulador, salinidad y su interaccion
(regulador x salinidad), de la actividad ascorbpé&voxidasa (APX), glutation reductasa (GR) y
guaiacol peroxidasa (POD) en hoja de plantas de adlé 1 afio pretratadas con distintos reguladores
del crecimiento y sometidas a estrés salino (0,y1200 mM NacCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
APX 30,84” 0,180 211,43 0,493 22,61 0,264
GR 52,74" 0,271 120,77 0,248 41,48 0,426
POD 163,97 0,241 639,25 0,376 125,17 0,368

NS, * =** **=* indican diferencias no significatiwa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun el andlisis de la varianza multifactorial b{@a4.11), en la POD los
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niveles superiores los presentaron las plantas3\® {1mol miit g* PF); por tanto, el
pretratamiento indujo un descenso de la actividadcesta enzima. Este descenso fue
aproximadamente, del 14% para AlA y QUIN, del 20&apGA, del 23% para AS y
del 37% para SPD. La GR aumento un 20% respeckantgap NP en el pretratamiento
con QUIN, mientras que con AIA, AS y SPD descendid 20, 57 y 35%,
respectivamente; en plantas con4s#0 mostro diferencias respecto a NP, al igual que
ocurrio con la APX. La APX, en comparacion con panNP, aumenté un 39% con
AlA y aproximadamente, un 17% con SPD y QUIN; enpeetratadas con GA/ AS

no se observaron diferencid<Q,05) respecto a plantas NP. En cuanto a la satinid
actividad de las tres enzimas aumento con 100 yn2d0NaCl respecto a 0 mM. La
GR fue la que mostré un mayor aumento por la sklthi(107 y 89% para 200 y 100
mM NaCl, respectivamente), seguida por la APX (856% para 200 y 100 mM NaCl,

respectivamente) y la POD (43 y 4% para 200 y 100MacCl, respectivamente).

Tabla 4.11. Actividad ascorbato peroxidasa (APX), glutationuetdsa (GR) y
guaiacol peroxidasa (POD) en hoja de plantas d@ ale 1 afio pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidasteés salino (0, 100 y 200 mM
NaCl) durante 4 semanas. Plantas no pretratada¥y YNf#&n 0 mM NaCl se

utilizaron como control.

APX GR POD
(umol mintg* PF) (umol mirtg* PF) (umol mirtg® PF)

Regulador
NP 1,84 c 0,396 b 3,29 a
GAz 1,69¢c 0,356 bc 2,63 ¢
AlA 2,56 a 0,318 ¢ 2,86 b
AS 1,74 c 0,171 e 2,54d
SPD 2,15b 0,258 d 2,08 e
QUIN 2,17b 0,477 a 2,82b

Salinidad

0mM 145c 0,199 ¢ 2,34c
100 mM 1,96 b 0,377 b 2,43 b
200 mM 2,67 a 0,412 a 3,35a

En cada columna, para cada fuente de variaciénl@egr o salinidad), las medias seguidas
por distinta letra son estadisticamente diferesggsin el test LSDPK0,05).
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Como resultado de la interaccion significati?a@,001) entre regulador vy
salinidad, cada uno de los pretratamientos tuvefaoto diferente en plantas crecidas

con sal.
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Figura 4.2. Actividad guaiacol peroxidasa (POD) en hoja deais de olivo de 1 afio pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidastaés salino (0, 100 y 200 mM NacCl). Plantas no
pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl se utilizaron caroatrol. Losdatos son medias + SE (n=4). Las
medias seguidas por distinta letra son estadiséinterdiferentes segun el test LI#xQ,05).

La actividad POD (Figura 4.2) se increment6 respacplantas control por los
pretratamientos con AS y QUIN (17 y 41%, respeatigate) y descendido con SPD
(24%). La aplicacion de 100 y 200 mM NaCl, trajonsigo un incremento de la
actividad enziméatica en plantas NP y pretratadas@#;, mientras que en plantas con
AIA, AS y SPD, sélo niveles de 200 mM NaCl incrertiagan significativamente la
actividad de la POD. Con 100 mM NaCl, la mayorwagdéd enzimética se alcanzo en
plantas NP, incrementdndose un 55% respecto aloto8bn 200 mM, la actividad fue
maxima en plantas NP y con AIA4,15 pmol miit g* PF), lo que supone un

incremento del 86% respecto a plantas control. QOIN, aunque con 100 y 200 mM
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fue un 19% superior a los de plantas con#gl)(05), los niveles alcanzados supusieron

un descenso significativo del 15% respecto a 0 ndZINen dicho pretratamiento.
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Figura 4.3. Actividad ascorbato peroxidasa (APX) en hoja dmfas de olivo de 1 afio pretratadas con

distintos reguladores del crecimiento y sometidastaés salino (0, 100 y 200 mM NacCl) durante 4

semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢ailizaron como control. Ladatos son medias

+ SE (n=4). Las medias seguidas por distinta Istna estadisticamente diferentes segun el test LSD
(P<0,05).

En lo que respecta a la actividad de la APX (FiguB, con 0 mM, descendio
respecto al control en plantas con AIA y AS81%) y aumentd en plantas con SPD
(39%). La adicion de 100 mM NaCl al medio, no imeeatd la APX en plantas NP
respecto al control, mientras que, en las pretaastadn AlIA se incrementd un 87%, y
en las pretratadas con @AAS, SPD y QUIN, aproximadamente, un 27%. La maxim
actividad se alcanzé en plantas con 200 mM preteataon AIA (3,87 pmol mihg*
PF). La aplicacion de 200 mM NaCl ademas estimakictividad APX en plantas NP y
con SPD y QUIN#79%) hasta niveles similares a los presentadogplpatas con AlA

y 100 mM NaCl; con AS se incremento un 65% respatimontrol, mientras que, en
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plantas con GAno se observaron diferencias significatives(,05) entre 100 y 200

mM NacCl.
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Figura 4.4. Actividad glutation reductasa (GR) en hoja de fdande olivo de 1 afio pretratadas con
distintos reguladores del crecimiento y sometidastaés salino (0, 100 y 200 mM NacCl) durante 4
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM $¢ailizaron como control. Lagatos son medias

+ SE (n=4). Las medias seguidas por distinta Istna estadisticamente diferentes segun el test LSD
(P<0,05).

La enzima GR (Figura 4.4), en ausencia de NaCIND),ree estimulo respecto al
control por la aplicaciéon de GA105%), descendio con AlA, SPB55%) y AS (77%),
y no vario con QUIN. La aplicacion de NaCl indujoaurespuesta distinta segun el
pretratamiento. En plantas NP, con AIA, AS y QUiNestimul6 con 100 y 200 mM
NaCl respecto a los niveles basales de enzima corMONaCl en los respectivos
pretratamientos. Sin embargo, esto no siempre suglaanzar niveles superiores a los
de plantas control. Asi, en plantas con AIA (200 EICI) y con AS (100 y 200 mM
NaCl), la actividad de la GR no mostro diferengi@s0,05) respecto a plantas control.

Sin embargo, en las pretratadas con AIA y QUIN Isar&aron los niveles maximos
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con 100 mM NacCl, al igual que ocurrié en el pretmaiento con SPD y 200 mM NacCl
(0,591 umol mift g* PF). En plantas NP, la GR se estimulé respectmmirol con
100 y 200 mM NaCl (98 y 135%, respectivamente) ehastanzar niveles similares a
los de plantas con GAy 0 mM NaCl. De hecho, en el pretratamiento cor;,GaA
aplicacion de 100 y 200 mM NacCl trajo consigo uscg®so de la actividad enziméatica
respecto a 0 mM, de forma que, con 200 mM NaCl emlsservaron diferencias

(P<0,05) respecto a plantas control.

Por tanto, el pretratamiento con AlA favorecié @ivadad APX hasta niveles
superiores a los de plantas NP para 100 y 200 m@l,Nmientras que, en la GR esto
ocurrié en plantas pretratadas con QUIN. En cottyan la POD el pretratamiento con

reguladores del crecimiento no trajo consigo nilgmejora respecto a plantas NP.
4.1.6. Metabolitos e indicadores del estrés en laja

El contenido de fenoles, flavonoides, prolina y geoduccion de etileno
estuvieron condicionados principalmente por larateion entre regulador y salinidad
(7°=0,443, 0,480, 0,544 6 0,415, respectivameR),001) y por el regulador en el
caso de fenoles, prolina y produccién de etilem6=@,404, 0,361 6 0,332,
respectivamentd?<0,001). En los flavonoides, regulador y salinidaddron un efecto

similar (7°=0,245 6 0,259, respectivamen®=0,001) (Tabla 4.12).

El contenido de fenoles por regulador (Tabla 4.8 ,superior al de plantas NP
en las pretratadas con AIA (35%), e inferior en pastratadas con AS (11%). Sin
embargo, el contenido de flavonoides y prolina ndokis mayores niveles en plantas
con GAg; sus respectivos incrementos respecto a plantagubii®en 12 y 57%. En

contraste, las plantas con QUIN presentaron loslesvmas bajos de flavonoides (14,29
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mg g* PS) y prolina (268,76 pg'gPS). En relacién a la produccién de etileno, las
plantas NP y con AS mostraron los valores mas &#85 nl g* PF h'), mientras que,
con el resto de pretratamientos descendi6 sigtiifanaente P<0,05) respecto a plantas
NP; este descenso fue del 31% para plantas caon d@h47% para plantas con SPD y
del 67%, aproximadamente, para plantas con AlIA yNQWor tanto, en plantas con

QUIN coincidieron los niveles méas bajos de flavalesi prolina y etileno.

Tabla 4.12. Valor F y coeficiente de determinacién® para regulador, salinidad y su interaccién
(regulador x salinidad), de contenido de fenoles,ohoides, prolina y produccion de etileno en tuga
plantas de olivo de 1 afio pretratadas con distirggsladores del crecimiento y sometidas a estrés
salino (0, 100 y 200 mM NaCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Saldhid
Valor F 0 Valor F 0 Valor F 0
Fenoles 235,19 0,404 193,82" 0,133 128,92” 0,443
Flavonoides 164,33 0,245 433,60" 0,259 161,06 0,480
Prolina 284,91 0,361 161,03 0,081 215,01 0,544
Etileno 37,85 0,332 27,13 0,095 23,67 0,415

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paf<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

La aplicacion de NaCl aumentd el contenido de femglflavonoides. En el caso
de los flavonoides, este aumento fue proporciohimcaemento de la concentracién de
NaCl en el medio (100 y 200 mM), mientras que, kraso de los fenoles no se
apreciaron diferencias significativa®<0,05) entre ambos tratamientos salinos. En
contraste, el contenido de prolina se redujo uncd#100 mM y un 21% con 200 mM
NaCl respecto a plantas sin sal (0 mM NaCl). Ladpegion de etileno, se incremento

respecto a 0 mM sélo con 100 mM NaCl (67%).
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Tabla 4.13.Contenido de fenoles, flavonoides, prolina y etilem hoja de plantas de olivo de 1 afio
pretratadas con distintos reguladores del crectmignsometidas a estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl) durante 4 semanas. Plantas no pretratadgsy(bfh 0 mM NacCl se utilizaron como control.

Fenoles Flavonoides Prolina
(mg g' PS) (mg g' PS) (ug d'PS)
Regulador
NP 51,33 b 17,92 b 324,73 d
GA; 51,94 b 20,07 a 497,34 a
AlA 69,26 a 16,60 ¢ 383,13 b
AS 45,66 Cc 17,93 b 344,17 c
SPD 51,88 b 16,46 c 389,99 b
QUIN 50,84 b 14,29d 268,76 e
Salinidad
0mM 47,49b 14,85¢ 399,77 a
100 mM 56,51 a 1751b 382,55b
200 mM 56,45 a 19,21 a 321,74 c
Regulador x Salinidad
Control 48,53 fg 18,64 def 316,39 f
NP+100 42,79 hi 12,84 362,75 e
NP+200 62,67 C 22,27b 295,05 fgh
GAz+0 56,90 de 15,45 h 580,05 a
GA;+100 54,56 e 19,35 cd 550,59 b
GAz+200 44,34 h 25,42 a 361,38 e
AIA+0 57,14 de 14,87 hi 491,31 c
AIA+100 82,09 a 16,68 g 188,03 ]
AIA+200 68,54 b 18,25 f 470,05 c
AS+0 44,50 h 16,66 g 416,39d
AS+100 51,07 f 18,06 f 312,53 f
AS+200 41,41 19,07 cde 303,59 fg
SPD+0 48,24 g 14,57 i 308,85 f
SPD+100 50,02 fg 19,73 ¢ 581,60 a
SPD+200 57,39d 15,07 hi 279,51 h
QUIN+0 29,65 8,90 k 285,61 gh
QUIN+100 58,52 d 18,53 ef 299,79 fgh
QUIN+200 64,36 C 15,44 h 220,87 i

En cada columna, para cada fuente de variaciomléegr, salinidad o su interaccion), las mediasigag por
distinta letra son estadisticamente diferentesrsegtest LSD P<0,05).

En la interaccién entre regulador y salinidad (fa#l13) se observd que, en

plantas con 0 mM NacCl los pretratamientos corg @AIA incrementaron el contenido

de fenoles respecto al control (17 y 18%, respactente), mientras que, los

pretratamientos con AS y QUIN lo redujeron (8 y 39&&pectivamente). La aplicacion
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de NaCl en plantas NP trajo consigo aumento deteotto de fenoles respecto al
control con 200 mM NaCl (29%) y descenso con 100 (hR%). En plantas pretratadas
con reguladores del crecimiento, este parametroeatérrespecto a 0 mM NaCl, en
plantas con 100 y 200 mM NaCl de los pretratamiitm AIA y QUIN, en plantas

con 100 mM del pretratamiento con AS, y en plactas 200 mM del pretratamiento

con SPD. En comparacion con los niveles alcanzadgdantas NP, con 100 mM, los
niveles de fenoles fueron superiores en todosresgtamientos, sin embargo, con 200

mM esto so6lo ocurrid en plantas con AlA.

En ausencia de NaCl, el contenido de flavonoidesbl@l 4.13), descendid
respecto al control por el pretratamiento en tddssxasos. En plantas NP con NaCl, al
igual que ocurrié con el contenido de fenoles, anttheespecto a plantas control con
200 mM (19%) y descendié con 100 mM (31%). En @stér, en plantas pretratadas
con reguladores del crecimiento, el contenido a@eofhoides aumento por la adicion de
100 y 200 mM NacCl, excepto en plantas con SPD y 200, en las cuales se
mantuvieron los mismos niveles que con 0 mM NaGh ¢00 mM fue superior en
todos los pretratamientos respecto a plantas NiPersibargo, con 200 mM sélo en

plantas con GA

En lo que respecta al contenido de prolina en fighala 4.13), en plantas con 0
mM NacCl, aumento en los pretratamientos cons @8%), AlIA (55%) y AS (32%), ¥y
descendié con QUIN (10%). En plantas NP aumentd4f con 100 mM NacCl en
comparacion con plantas control. En plantas con, @&scendio con el aumento de la
salinidad, aunque los niveles fueron siempre sapsia los de plantas NP para una
misma concentracion de NaCl. En plantas con AlA €60 mM descendio un 41%

respecto al control, mientras que, con 200 mM aadnen 49%, manteniéndose en
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niveles similares a los de plantas con 0 mM Na@lpEntas con AS, con 100 y 200
mM NacCl el contenido de prolina no mostro diferascignificativasi<0,05) respecto

a plantas control, sin embargo, los niveles fuenderiores a los de plantas sin NaCl
(r26%). En el pretratamiento con SPD, las plantasl@hmM NaCl aumentaron los
niveles de prolina un 84% respecto a plantas conéro contraste, con 200 mM,
descendi6 hasta niveles similares a los de pl&tfason 200 mM NaCl. Finalmente, el
pretratamiento con QUIN, descendio los niveles ddira en plantas con 200 mM

NaCl hasta niveles inferiores a los de plantasrobgtNP con 200 mM NacCl.
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Figura 4.5. Produccion de etileno en hoja de plantas de ofleol afio pretratadas con distintos
reguladores del crecimiento y sometidas a esti@sos@, 100 y 200 mM NaCl) durante 4 semanas.
Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM NaCl se&atdn como control. Loslatos son medias + SE
(n=6). Las medias seguidas por distinta letra stexdésticamente diferentes segun el test LS 05).

La produccion de etileno se representa en la figlsaComo podemos observar,
en plantas NP sdélo con 100 mM NaCl se observareneticias significativasP<0,05)
respecto al control, aumentando un 142%. Un corapoento similar mostraron las

plantas pretratadas con AS y crecidas con 100 m@®l,Nen las cuales la produccion de

223



Reguladores del crecimiento en plantas de 1 afo

etileno se incrementd un 180% respecto al conBEplel pretratamiento con GAel

etileno aumenté un 66% con 0 mM NaCl, mientras gqo®, 100 y 200 mM no se
observaron diferencias significativa®<Q,05) respecto al control. Con QUIN, la
produccion de etileno se inhibié con 100 y 200 m&ICN con SPD esto ocurrio con

100 mM y con AlA fue con 0 y 200 mM NacCl.
4.1.7. Capacidad antioxidante

El ICso del DPPH estuvo condicionado principalmente por la intei@centre
regulador y salinidad;f=0,557; P<0,001) y la salinidad;{=0,389; P<0,001) (Tabla
4.14). En el caso del kg del ABTS" es interesante destacar que el regulador, la
salinidad y la interaccién entre ambos (R x S)dron un efecto similaryf=0,318,

0,292 6 0,389, respectivamenisg0,001).

Tabla 4.14. Valor F y coeficiente de determinacién?( para regulador, salinidad y su interaccion
(regulador x salinidadyle la actividad de barrido de radicales libres DPPBBTS™ en hoja de plantas
de olivo de 1 afio pretratadas con distintos regutsidel crecimiento y sometidas a estrés salino (0
100 y 200 mM NacCl) durante 4 semanas.

Fuente de variacion

Parametro Regulador Salinidad Regulador x Salahid
Valor F 7 Valor F 7 Valor F 7
DPPH IG; 426,59 0,389 102,99 0,037 305,00 0,557
ABTS ICs 5061,81" 0,318 11628,22 0,292 3101,40 0,389

NS, * ** ** indican diferencias no significativa o diferencias significativas paiR<0,05, 0,01 6 0,001,
respectivamente.

Segun el regulador, en ambos parametros, el major ge 1G, se detectd en
plantas pretratadas con QUIN, mientras que losrealmas bajos correspondieron a
plantas NP; ademas, en plantas pretratadas con é&IACso del DPPH no mostro
diferencias significativasP&0,05) respecto a plantas NP (Tabla 4.15). Atendienth

salinidad, el 1Gy del DPPH descendié un 12% con 100 mM y un 19% con 200 mM
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respecto a 0 mM. En cambio, en el caso del ABTS ICso aumentd un 5% con 100

mM NaCl y descendié un 37% con 200 mM.

Tabla 4.15. Actividad de barrido de radicales libres (DPRHABTS™) en

hoja de plantas de olivo de 1 afio pretratadas ¢stmtds reguladores del
crecimiento y sometidas a estrés salino (0, 100¢ @M NacCl) durante 4
semanas. Plantas no pretratadas (NP) y con 0 mM Bla@tilizaron como

control.
DPPH I1G, ABTS ICy
(ug mr) (ug mt")
Regulador
NP 31,66 e 328,67 f
GA; 53,86 ¢ 434,55d
AlA 30,20 e 346,34 e
AS 59,07 b 446,49 c
SPD 49,07d 559,68 b
QUIN 69,17 a 595,59 a
Salinidad
0mM 54,55 a 505,72 b
100 mM 48,02 b 531,57 a
200 mM 43,94 c 318,37 ¢
Regulador x Salinidad
Control 30,95 280,65 m
NP+100 44,23 g 402,92 h
NP+200 19,80 k 302,43 k
GAs+0 52,40 f 561,99d
GAz+100 56,83 e 453,24 g
GAz+200 52,34 f 288,41 |
AIA+0 39,37 h 380,83
AIA+100 30,14 i 359,08 |
AIA+200 21,08 k 299,12 k
AS+0 55,58 ef 402,05 h
AS+100 63,34 d 646,25 ¢
AS+200 58,31e 291,17 |
SPD+0 101,44 a 889,96 a
SPD+100 20,52 k 559,26 d
SPD+200 25,26 | 229,82 n
QUIN+0 47,56 g 518,82 e
QUIN+100 73,07 c 768,67 b
QUIN+200 86,88 b 499,29 f

En cada columna, para cada fuente de variaciénléegr, salinidad o su interaccion),
las medias seguidas por distinta letra son esizatistnte diferentes segun el test LSD
(P<0,05).
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En la interaccion entre regulador y salinidad, Hogeles basales (0 mM NaCl)
del 1Gso de DPPHy ABTS™ fueron superiores respecto a plantas control éostéos
pretratamientos. Sin embargo, los niveles detestact;m 100 y 200 mM NacCl
estuvieron condicionados por el pretratamiento i@4dhbl5). En el caso del DPRHI
ICso de plantas NP aumenté respecto al control un 48%100 mM NaCl, mientras
que, con 200 mM descendié un 36PQ,05). En los pretratamientos con £AS y
QUIN, el IG5, fue superior al de plantas control en todos leslas de NaCl ensayados
(0, 100 y 200 mM). En cambio, el 4Cde plantas pretratadas con AIA, no mostro
diferencias P<0,05) respecto al de plantas control con 100 mMINa&ntras que, con
200 mM descendié un 32% hasta niveles similaressalé plantas NP con 200 mM.
Con SPD, 100 y 200 mM NaCl redujeron elsJCGespecto al control (34 y 18%,

respectivamente).

En relacion al ABTS, las plantas NP con 100 y 200 mM NacCl, incrememtar
el 1Cso respecto a plantas control un 44 y 8%, respectwéen Por otro lado, con 100
mM NaCl solo las plantas con AIA presentaron valode |G, inferiores a los de
plantas NP. En cambio, con 200 mM NacCl, ejpl@escendio respecto a plantas NP en
las pretratadas con GAAS y SPD, no se modifico con AIA y aumento (7886n
QUIN. Es importante destacar que en plantas con SPQJitaeon de 200 mM NaCl
trajo consigo un descenso significatiie<Q,05) del 1@, respecto a plantas control

(18%).
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Tabla 4.16.a. Matriz de correlaciones entre las variables estizdia

Area PS tallo ElongacioR/PA RwWC WCS WSD E P, Os Ci PNUE -In@,/Ci) C, Cp

PS Hoja 0,938 0,613 0,736  -0,657 0,813° -0,654 -0,832° 0,774  0,783° 0,722° -0,308° 0,733"  -0,552 0,522 0,480
Area 0,577 07777 -0,647 0,775 -0,551 -0,793" 0,701 0,816° 0,739" -0,357° 0,835°  -0,595 0,553 0,516
PS tallo 0,647 -0,426" 0,302 -0,208 -0,349" 0,536 0,647 0,624 -0,213% 0,446  -0,484 0,276 0,228"°
Elongacién -0,808 0,629° -0,348 -0,652° 0,394 0,759" 0,441 0,341 0,547 -0,615 0,397 0,410
R/PA -0,714" 0,459° 0,741 -0,393° -0,741" -0,358° 0,303 -0,456° 0,596 0,323 -0,389'
RWC -0,757" -0,995" 0,693 0,696 0,585 -0,405 0,575 -0,544 0,601" 0,621
WCS 0,754  -0,447° 0,388 -0,359° 0,071 -0,392° 0,157 -0,220' -0,250'
WSD -0,706  -0,736" -0,599° 0,424 -0,617° 0,587 -0,614" -0,628
E 0,64 0,924  -0,312* 0,565 -0,476 0,713" 0,623
P, 0,678 -0,534 0,840"  -0,816" 0,507 0,504
0 0,228 0,613 0,428 0,593 0,510
Ci -0,507 0,897 -0,171 -0,403"
PNUE -0,703 0,493 0,428"°
-In(P,/Ci) -0,35%° -0,506
C, 0,964
Gy

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 4.16.b. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

Car Gt C.. /Car APX GR POD Fenoles Flavonoides  Prolina Etilen DPPH ABTS™
PS Hoja 0,408 0,519 0,558 -0,535 -0,342%  .0,358" -0,344%® -0,616 0,318  .0,138" 0,197% 0,429"
Area 0,455 0,550 0,533 -0,589 -0,359'¢ -0,443'¢ -0,264' -0,464' 0,348  .0,119® 0,302 0,502
PS tallo 0,20%° 0,268 0,324 -0,2471¢ -0,034*¢ -0,018' 0,128 -0,294' 0,137 -0,008' 0,008'¢ 0,061
Elongacién 0,31% 0,406 0,495 -0,527 -0,1435  .0,268"° -0,108% -0,340 0,501 -0,011¢ -0,003% 0,183
R/IPA -0,254¢ -0,343'¢ -0,498 0,383 0,033¢ 0,043 0,339 0,337 -0,353¢ 0,133 -0,230'¢ -0,332'¢
RWC 0,542 0,616 0,456 -0,479 -0,113 -0,344*¢ -0,347¢ -0,571 0,304  -0,313% 0,363 0,467¢
WCS -0,18%¢ -0,238'¢ -0,234*¢ 0,147 -0,049' 0,142 0,069' 0,535 -0,158* 0,496 0,073 -0,367¢
WSD -0,547 -0,628" -0,489 0,471 0,123 0,329' 0,350' 0,548 -0,317¢  0,318"% -0,382'¢ -0,489
E 0,634 0,700 0,420' -0,522 -0,240' -0,219' -0,410' -0,410' 0,237  -0,153% 0,269' 0,344
P, 0,373¢ 0,514 0,691 -0,470 -0,301¢ -0,450' -0,182'¢ 0,177 0,388  -0,068'¢ 0,280 0,416
0 0,508 0,582 0,408 -0,576 -0,244*¢ -0,218'¢ -0,269' -0,278'¢ 0,289  .0,070'® 0,241 0,273¢
Ci -0,289' -0,457¢ 0,076 0,200 -0,022%% -0,141¢ 0,092 0,168 0,004  -0,219% -0,308'¢ -0,390'
PNUE 0,376° 0,483 0,556 -0,362'¢ 0,398 -0,583 -0,118% -0,127¢ 0,338  -0,061° 0,406 0,676
-In(P,/Ci) -0,098  -0,468'° -0,143¢ 0,092 0,186' 0,103 -0,041 0,014 -0,194*  .0,088"° -0,188" -0,440%
A 0,966" 0,998" 0,428 -0,526 -0,287¢ -0,294' -0,484 -0,090' 0,268  -0,228'¢ 0,273 0,308
G 0,041" 0,978" 0,458' -0,464' -0,223'¢ -0,232'¢ -0,491 -0,092' 0,202 0,249 0,238 0,223¢
Car 0,967 0,197 -0,401¢ -0,084'¢ -0,207¢ -0,418'¢ -0,088' 0,120  -0,198'¢ 0,328 0,330
Cast 0,43% -0,516 -0,268'¢ -0,283'¢ -0,486 -0,094* 0,261  .0,229*¢ 0,267 0,290
Cast /Car -0,531 -0,735" -0,379'¢ -0,398'¢ -0,028' 0,567 -0,214* 0,048 0,008
APX 0,602 0,362 0,511 0,084 -0,552  -0,041% 0,048 -0,017¢
GR 0,523 0,431¢ -0,088'S -0,408 0,138 0,059' 0,020
POD -0,16% -0,077¢ -0,328" 0,179 -0,088'¢ -0,308'
Fenoles 0,224 -0,128"  -0,138'¢ -0,228'¢ -0,122'¢
Flavonoides 0,1  -0,028¢ -0,188' -0,268'
Prolina -0,05% -0,211¢ 0,058
Etileno -0,03¥ 0,008
DPPH 0,703

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.
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4.2. Discusion

El descenso del crecimiento del cv. Picual poralanglad (Tabla 4.1), confirma
los resultados obtenidos por Melgar et al. (20@8a @ste mismo cultivar. Ademas, en
trabajos recientes se ha descrito descenso dahieeto en otros cultivares tolerantes y
sensibles a la salinidad (Perica et al., 2008; Kohet al., 2010, 2013; Bader et al.,

2015).

Al igual que ocurre en el cv. Picual (Tabla 4&)aumento del crecimiento de la
planta por aplicacién de reguladores del crecimieht sido descrito en diferentes
cultivos (Khan et al., 2010; Hayat et al., 2012;aAg, 2013; Igbal and Ashraf, 2013).
En el cv. Picual, los reguladores que promovielocrecimiento fueron AlA, QUIN y
AS. Sin embargo, para algunos reguladores delmrecto, en condiciones de estrés
salino la respuesta del crecimiento vino determangdr el nivel de NaCl. Las
diferencias entre 100 y 200 mM NaCl pueden debergee el estrés idnico, implicado
en el estrés salino, depende de la intensidadstiglsey de la tolerancia a la salinidad
(Munns and Tester, 2008). De hecho, en experimemtbsriores presentados en este
trabajo (pag. 110), se comprobd que en estaquhagizadas de ‘Picual’, las plantas
con 100 mM necesitaron 6 semanas mas de exposidiérsal que con 200 mM para

ejercer el mismo efecto sobre el crecimiento dedata.

Kaya et al. (2009), afirmaron que la reducciénaletimiento de la planta por la
salinidad puede ser mitigado por la aplicaciéon eguladores del crecimiento. Sin
embargo, en el cv. Picual, con 100 mM NaCl algupasgdmetros de crecimiento
descendieron mas en plantas pretratadas can 82D, AS y QUIN que en plantas NP

(Tabla 4.2); con 200 mM esto so6lo ocurrié con SBDos autores también han descrito
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un efecto negativo de la aplicacion de AS 0,1 mMrascel crecimiento de plantas de
guisante en condiciones de estrés salino (70 mMINd@arba-Espin et al., 2011).

Segun Prasch and Sonnewald (2015), el descensweatginiento puede deberse a la
adaptacion de la planta a las condiciones de esggegjue parte de la energia y
nutrientes que la planta utiliza para crecer emdiiones optimas, debe desviarlos para
procesos de defensa en condiciones de estrés. Ademé&lescenso del crecimiento
puede proteger la parte aérea de la excesiva aaaidulde iones salinos (Flowers and
Yeo, 1995), y por lo tanto, mejorar la tolerancitaaalinidad. De hecho, la relacion

R/PA aumenté con 200 mM en todos los casos y cOmiN, en las plantas pretratadas
con GAs, SPD, AIA y AS. Segun Younis et al. (2000), el amo de la relacion R/PA

puede jugar un papel importante en la adaptacida gianta al estrés.

Por otro lado, con 200 mM NaCl, se observé un @ldel efecto negativo del
estrés salino sobre el crecimiento de plantas dePicual por el pretratamiento con
AlA, seguidas por las pretratadas con QUIN,3GAAS. Autores como Syeed et al.
(2011), Wu et al. (2012) y EI-Samad (2013) deserdm resultados similares en plantas
de mostaza, berenjena y trigo con AS,;GAUIN y AIA, respectivamente. Ademas,
Igbal and Ashraf (2013) describieron descenso tete inhibidor del estrés salino
sobre el crecimiento de cultivares de trigo (toléza y no tolerantes) pretratados con

GA:s.

Segun Flexas et al. (2007), un descenso de lardispdad de CQ para laP;,
puede deberse a un descenso de la difusion da ésteés de los estomas y mesofilo.
Segun nuestros resultados, en el cv. Picual, ekdss dd>, en plantas sin sal con AIA
y QUIN pudo deberse a efectos del meséfilo mas ajueierre estomatico; esto es

porque en estas plantagglay la E no descendieron en comparacion con plamtasol

230



Resultados y discusion

(Tabla 4.6), a la vez que la acumulacion de mate@a en hoja aumentdé en mayor

proporcion que en plantas control (Tabla 4.2).

El descenso del crecimiento de muchas especiedamap sujetas a estrés
ambiental, esta con frecuencia asociado a unac#gdude |la capacidad fotosintética de
la planta (Moradi and Ismail, 2007; Naeem et &1® Wu et al., 2012). De hecho, en
nuestro trabajo con el cv. Picual observamos un&legion positiva de IR, con todos
los parametros de crecimiento (Tabla 4.16.a). Eteleso de I®, por la salinidad en
olivo, ha sido ampliamente descrito (ChartzoulaRB805; Melgar et al., 2008; Ben
Ahmed et al.,, 2011; Kchaou et al., 2013). En esfeeto, los pretratamientos gGA
AlA, QUIN y AS mejoraron la capacidad fotosintétidel cv. Picual£71%) en plantas
con 200 mM NacCl (Tabla 4.6). En otros cultivos, één se ha descrito menor
reduccion de la asimilacion de g@or la aplicacion exdégena de gQUIN y AS (Wu
et al., 2012; Khan et al., 2010; Igbal and Ash24fl 3; Bastam et al., 2013). Syeed et al.
(2011) describen mejora de la actividad fotosioééty descenso de la abertura
estomatica ds) por la aplicacion de AS 0,5 mM a un cultivar sblesde mostaza
crecido con 50 mM NaCl. En contraste, en plantdsizadas del cv. Picualgs
mantuvo niveles mas elevados que plantas NP cuaedgretrataron con AS.
Resultados similares han sido descritos por Bastaral. (2013) para plantas de
pistacho con 60 y 90 mM NaCl. Ademéas Wu et al. @0publicaron un aumento de
por la aplicacion de QUIN en plantas de berenjema3® mM NaCl. En el cv. Picual
pretratado con QUIN se obtuvieron resultados smeslaon 100 mM NaCl (Tabla 4.6).
Otros autores, también describen aumentaggdpor la aplicacion de GAen otras

especies vegetales en condiciones de estrés gdhaa et al., 2010).

La correlacion positiva entre B, y la gs indica que el cierre estomatico es
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responsable, en parte, de la reduccion d& ken condiciones de estrés. Sin embargo, el
diferente comportamiento de la Ci entre los diesnpretratamientos en respuesta a la
salinidad indica que el sistema fotosintético sectaf de diferente manera bajo estas
condiciones adversas y que las limitaciones non&dioas son también muy
importantes, especialmente en plantas NP y prdaataon AS y SPD (Loreto et al,
2003; Lopez-Climent et al., 2008). De hecho, es@s tipos de plantas fueron los que
mostraron fotoinhibicién con uno (100 mM NaCl; ASKD) o los dos niveles de NaCl

(100 y 200 mM NaCl; NP; Figura 4.1).

Por otro lado, lays presentd una elevada correlacion positiva con (le=g,924,
P<0,001), explicando el 85% del descenso de la Eelé@ada E en plantas salinizadas
del cv. Picual por los pretratamientos cons;GAQUIN, esta en consonancia con los

resultados publicados por Igbal et al. (2013) y hal. (2012) para otras especies.

La inhibicion de la fotosintesis por la salinidadegde traer consigo una
saturacion de la cadena transportadora de elestrame el cloroplasto y, en
consecuencia, aumentar el estrés oxidativo por atomée la reaccion de Mehler
(Koyro et al., 2008; Yazici et al., 2008). En estasunstancias las especies reactivas
del oxigeno (ROS) desnaturalizan las proteinas LU€rando las clorofilas que tienen
ligadas, las cuales seran destruidas por las dbwa$ (Shah, 2007). Esto explicaria el
descenso de pigmentos fotosintéticos observadd ew. @icual por el estrés salino
(Tabla 4.9). Esta respuesta al estrés salino tamfiaiéido descrita para otros cultivares,
tolerantes y sensibles, del olivo (Ben Ahmed et2010; Kchaou et al., 2010) y para
otros cultivos (Gadallah, 1999; Khan et al., 20ABokari, 2011; Pazuki et al., 2013).
La pérdida de clorofila, es por tanto, considereai@o un marcador de estrés salino a

nivel celular (Singh and Dubey, 1995).
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Por otro lado, el descenso de clorofila puede esultado de una inhibicidén de
su biosintesis. Esta inhibicién puede estar medadal aumento de la produccion de
etileno en condiciones de estrés salino, como skeberito para trigo (Khan, 2003). En
el caso del cv. Picual, s6lo hubo aumento de ldyn@ion de etileno en plantas con 100

mM NaCl NP y con AS (Figura 4.5).

La aplicacion de GA AS y QUIN produjo un incremento de los pigmentos
fotosintéticos en plantas no estresadas (Tabla &£&ps resultados confirman los
descritos por otros autores para otros cultivosdéBah, 1999; Pazuki et al., 2013;
Agami, 2013). Ademas, en plantas estresadas @eastcon GAy QUIN los niveles
de Gy Car se mantuvieron en niveles superiores adgqdahtas NP sin sal (Tabla 4.9).
Por tanto, ambas hormonas parecen tener un imp@eéecto en la estabilidad de estos
pigmentos. Las plantas con AS y SPD ejercieron ishm efecto pero s6lo con 100
mM NaCl. Igualmente, otros autores han descritoa mdros cultivos, mejora de los
niveles de pigmentos fotosintéticos en condiciaegstrés salino por la aplicacion de
QUIN, GAs y AS (Gadallah, 1999; Khan, 2010; Agami, 2013).dstudios realizados
por otros autores, se ha demostrado que lasaBwan el efecto del estrés salino sobre
los pigmentos (Shah, 2007). Esto puede ser atobaidque las GA mejoran la
ultraestructura de los plastidios asociada coetiencion de clorofila, evitandose asi su
degradacion por las clorofilasas y retrasandosef@scencia (Shah, 2007). De forma
similar, el AS previene la degradacion del clorefila retrasando la senescencia y
abscision de la hoja (Kulaeva et al., 1991). Egue respecta a la QUIN, también se ha
demostrado que modera el descenso de los pigmeritsintéticos (Kulaeva, 1982;
Kusnetsov et al., 1994; Kulaeva and Kuznetsov, 2@ernyad’ev and Monakhova,

2003). Las citoquininas intervienen en la regulaaié los genes que codifican para las
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enzimas que intervienen en la sintesis de pigméKiometsov et al., 1994).

Las plantas que crecen en ambientes salinos, ad#an@sfrentarse a un estrés
osmotico, producido por la acumulacion de saleslanedio, para absorber agua, y a
una toxicidad ibnica, producida por la acumulacim sales en la planta, deben
enfrentarse a un estrés oxidativo. Esto es poetemcion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) (®; H,0,, HO y '0,). Las ROS alteran la integridad de las
membranas celulares, asi como, la actividad de ragag enzimas y el funcionamiento
de la maquinaria fotosintética (Serrano et al. 9)9Para eliminar las ROS, y por tanto,
evitar el dafio oxidativo, las plantas poseen meoaws de defensa enzimaticos y no
enziméticos. El kD, puede ser sustrato de varias enzimas tales concatédasa,
localizada en los peroxisomas, o las peroxidashegittesol y cloroplastos. Entre las
peroxidasas tenemos la APX y la POD. Feieraben@d5()29 Foyer (1996) describen la
APX como la mas importante, también localizada @ dloroplastos de los tejidos
verdes. Segun los datos obtenidos para el cv. IPienglantas NP la actividad POD
alcanzé niveles superiores a los de la APX en comiés de estrés salino. Por tanto, en
plantas NP, la POD fue de gran importancia enitaighcion del HO,. Sin embargo, el
pretratamiento con reguladores del crecimiento nmemtd la actividad POD en
situaciones de estrés salino. Karray-Bouraoui.et28l10), describen en dos cultivares
de cartamo con diferente tolerancia a la salinidadaumento de la actividad POD en

condiciones salinas (50 mM NacCl).

El aumento de la APX por la salinidad ha sido @eente descrito en olivo y
en otras especies vegetales (Valderrama et alg; Z88nh Ahmed et al., 2009, 2010;
Leyva et al., 2011; Syeed et al., 2011). Ben Aheteal. (2010), detectaron un aumento

de la actividad APX con 100 y 200 mM NaCl, en el ©hemlali de olivo, descrito
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como tolerante a la salinidad (Bouaziz, 1990; Cioarbkis, 2005). En contraste,
Melgar et al. (2009) describieron un descenso &Pl por la aplicacion de 150 mM
NaCl en el cv. Allora. Mittova et al. (2004) puladion resultados similares en otras
especies vegetales. En el cv. Picual con 100 mMINaCactividad APX soélo se
incrementd en plantas pretratadas con reguladaksrdcimiento, destacandose el
pretratamiento con AlA, con el cual se alcanzaocsvhlores mas elevados, al igual que
ocurrio en plantas con 200 mM NaCl (Figura 4.3).dénsecuencia, el pretratamiento
con AlA puede jugar un importante papel en la tolera a la salinidad del cv. Picual,
por su mejora de la actividad antioxidante. En dietu realizados por Syeed et al.
(2011) con mostaza, se asocidé una mayor actividdd }» GR con la tolerancia a la
salinidad. Estos mismos autores, detectaron un @onte estas actividades en estrés
con 50 mM NacCl, por la aplicacion de AS. En el cdsbcv. Picual, el pretratamiento
con AS so6lo mejoro la respuesta de la APX en estiesl00 mM NaCl. Por otro lado,
en nuestro experimento, los pretratamientos con AIQUIN trajeron consigo una
mejora en los niveles de la actividad GR en plastasetidas a estrés salino con 100
mM NaCl. Ambas enzimas, APX y GR, forman parte delo ascorbato-glutation, en
el cual se detoxifica el ¥, a expensas del NAD(P)H. Por lo que, la regenenagda
glutation reducido por la GR en condiciones degestalino con 100 mM NacCl, es més
efectiva en plantas pretratadas con AlA. El incretmele la actividad GR en respuesta
al estrés salino también ha sido descrita en especies (Mostofa et al., 2015), y en

plantulas de olivo in vitro (Valderrama et al., BPO

Entre los principales antioxidantes no enzimatisesncluyen los flavonoides,
antocianinas, compuestos fenolicos y carotenoidlégkén and Demiral, 2009). En el

cv. Picual, los fenoles de la hoja en plantas Niamtaron sélo con 200 mM NaCl
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(Tabla 4.13). Sin embargo, en otros cultivareslo® ¢'Zard’, ‘Ascolana’, ‘Koroneiki’,
‘Arbequina’ y ‘Cipressino’) se describié un aumew® los fenoles totales con niveles
inferiores de NaCl (Remorini et al., 2009; Petridisal., 2012). Esto ocurrio en el cv.
Picual cuando se pretratd con EAIA, AS, SPD y QUIN. Ademas, con 200 mM
NaCl los niveles de fenoles totales de plantagqieetas con AlA fueron superiores a
los de plantas NP. Por tanto, el pretratamiento &b favorecié la produccién de

fenoles en condiciones de estrés salino.

Los flavonoides de plantas NP del cv. Picual, ttoneun comportamiento
similar al de los fenoles, aumentando sélo con 200 NaCl. En el cv. Cipressino
tampoco se detecté aumento de los flavonoides oates de NaCl inferiores a 200
mM (Remorini et al., 2009). No obstante, en elRicual se promovio su produccion en
condiciones de estrés salino con 100 mM NaCl parefratamiento con SPD, y con
200 mM NaCl por el pretratamiento con &Asto es importante, pues los flavonoides
contribuyen a la eliminacion de los radicales Ebfgamasaki et al., 1997; Babu et al.,

2003; Tattini et al., 2004; Agati et al., 2007).

Numerosos estudios describen la prolina como unkaula de bajo peso
molecular que se acumula en situaciones de es#l@® scontribuyendo asi a la
osmorregulacion de la planta (Munns and Tester82@bal et al., 2014). Ademas, la
prolina ha sido descrita en plantas superiores comantioxidante que contribuye a
eliminar los radicales libres producidos durantesttés (Khedr et al., 2003; Kholer et
al., 2009; Igbal et al., 2014). Segun nuestrosltados para el cv. Picual, en plantas NP
se acumulo prolina en hoja sélo con 100 mM NaClsuRados similares fueron
descritos por Demiral et al. (2011) para el cv. Genkn contraste, Ben Ahmed et al.

(2010, 2011) describieron acumulo de prolina cod @M NaCl en el cv. Chemlali,
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tolerante a la salinidad. Segun Ben Ahmed et @092 la acumulacion de prolina en
olivo se relaciona con la eficiencia del mecanisladolerancia a la salinidad. Por tanto,
es probable que la duracion y grado de sintesgalma se relacionen con el nivel de
tolerancia a la salinidad y con la estrategia bimiga del cultivar. Los pretratamientos
con AlA, GAg y AS favorecieron el acumulo de prolina con 200 MRKCI, y por tanto,
favorecieron su tolerancia a la salinidad. Igbale{2014) sugirieron que la aplicacion
de fitohormonas puede influir en la tolerancia adénidad regulando el metabolismo
de la prolina a través del aumento del contenidbl @eC&*. En el cv. Picual, con 100
mM NacCl, las plantas que acumularon mas prolinhaga fueron las pretratadas con
SPD (Tabla 4.13). Un efecto similar fue observadoRarvin et al. (2014) en ginseng
(150 mM NacCl) y por Roychoudhury (2011) en arro202nM NacCl). Parvin et al.
(2014) sugieren que el efecto de la SPD puede regtaionado con la disponibilidad de
sustrato, ya que poliaminas y prolina tienen comezyrsores comunes el glutamato, la

arginina y la ornitina.

El etileno es una hormona implicada en la respustias plantas a diferentes
tipos de estrés (Morgan and Drew, 1997; Cao e2@07). En plantas NP del cv. Picual,
al igual que ocurria con los niveles de prolindg S& incrementd su produccion por el
estrés salino con 100 mM NaCl. En condiciones deéessalino, el etileno esta
implicado en la homeostasis regulando la expres@tos genes de la'FATPasa que
controlan el movimiento del Naa través de la membrana plasmaética, asi como otros
procesos fisiolégicos como la regulacion del pHaeglular, apertura estomatica y
elongacién celular (Cosgrove, 1997; Yang et alQ30ademas, puede ser responsable
de la senescencia y la abscisién producida poéfadidhidrico. En el cv. Picual, salvo

en el caso del AS, el pretratamiento con reguladded crecimiento no favorecio la
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produccion de etileno por el estrés salino. De #osimilar a lo que ocurrié en el cv.
Picual, la produccion de etileno en trigo, en cotlies de estrés salino, descendié por

la aplicacién de GA(EI-Samad, 2013)

Un valor de 1Go bajo para DPPH" y ABTSrefleja una mejora en la captacion
de radicales libres (Molyneux, 2004; Subhasreel.et2@09; Karray-Bouraoui et al.,
2010; Demiral et al., 2011). En el cv. Picual, #pacidad de barrido de radicales libres
se mejoré en plantas con 100 mM NaCl pretratadasAdd y SPD. En el caso de los
radicales catiénicos (ABTY, la mayor capacidad de barrido con 100 mM NaCl se
obtuvo por el pretratamiento con AlA; con 200 mMoescurrié con SPD, GAy AS.
Segun Parvin et al. (2014), la aplicacién exégenAd redujo las ROS en ginseng. Por
otra parte, en el cv. Picual el pretratamiento @HN trajo consigo la menor capacidad
para eliminar radicales libres. En contraste, Ciiadati and Mukherji (2003) afirmaron
que, en soja, la QUIN actua eliminando los radgéiles o que podria estar implicada
en un mecanismo antioxidante relacionado con léepc@n de la purina frente a la

degradacion.
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5. Interaccion entre el acido abscisico y la salinidagn estaquillas

enraizadas deO. europaea cv. Picual

5.1. Resultados

5.1.1. Crecimiento vegetativo

Las plantas que crecieron con 200 mM NaCl, cuarawige les aplicé ABA (0
uM ABA) alcanzaron el 100% de mortandad a las 8ase® de estrés salino, mientras

que con 1y 10 uM ABA la mortandad fue del 70 y 6@08spectivamente.

Segun los parametros de crecimiento estudiadoda§ &bl y 5.2), las plantas
crecidas con 0 uM ABA y 100 mM NacCl durante 8 seasafueron capaces de igualar
su crecimiento al de plantas control tras 3 semdaagcuperacion (sin NaCl), excepto
en la elongacién de tallo y en la masa foliar pudad de area (LMA), que mostraron

una reduccion del 46 y 9%, respectivamente.

La relacion peso seco (PS) de hoja/PS total (LMRpldntas crecidas con ABA
(1 y 10 uM) y 0 mM NaCl no mostro diferencid<(,05) respecto al control (Tabla
5.1). Las plantas crecidas con 1 uM ABA y NaCl (30200 mM) inhibieron la LMR
una media del 39%, mientras que, con 10 uM de ABla se inhibié con 200 mM
NaCl (46%). En cuanto a la relacion peso seco (leSullo/PS total (SMR), sdlo las
plantas crecidas con 1 uM ABA y 100 mM NacCl y, 1d ABA y 200 mM NacCl
mostraron diferencias respecto al control, incrdar@o este parametro
aproximadamente un 68%<0,05). La relacién peso seco (PS) de raiz/PS {@dR)
aumento por la aplicacion de 10 uM ABA en planias\&aCl. Por tanto, la aplicacion

de 10 uM ABA favorecio la acumulacion de materieasen raiz respecto a tallo y hoja.
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Con 1 uM ABA, la RMR aumenté un 52 y 141% con 100260 mM NacCl,
respectivamente; ademas, el valor mas alto de IR R&ldetectd en plantas con 1 uM
ABA y 200 mM NacCl (0,335). Con 10 uM ABA se obsemnd incremento medio del
45% para los tres niveles de sal ensayados. Erecosscia, en plantas tratadas con

ABA, la aplicacion de NacCl afecté mas al PS dedm lque al del tallo y raiz.

El peso seco (PS) total, se redujo respecto ataosm plantas crecidas con 1
uM ABA y NaCl (100 y 200 mM) y con 10 pM ABA sinlsga con 200 mM NacCl

(=49%; P<0,05).

Tabla 5.1. Relacién peso seco (PS) de hoja/PS total (LMR)d@%allo/PS total (SMR), PS de raiz/PS
total (RMR) y raiz/parte aérea (R/PA), y PS totalpdantas de olivo tratadas con ABA (0, 1y 10 uM
ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 crecienocondiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mM
NaCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NaCl se utiliaarcomo control.

LMR SMR RMR RIPA PS total
(g planta)

Control 0,567 ab 0,272 be 0.139d 0,149 d 189a
0 uM ABA+100 0,641 a 0,202 ¢ 0,154 cd 0,196 cd 1,66 ab
0 uM ABA+200 ND ND ND ND ND
1 uM ABA+0 0,577ab 0,243 bc 0,161 cd 0,192 cd 1,53 abc
1 uM ABA+100 0,349 ¢ 0,440 a 0,211 b 0,224 be 1,21 bed
1 uM ABA+200 0,343 ¢ 0,321 b 0.335a 0,510 a 0,719d
10 uM ABA+0 0,534 b 0,264 bc 0211 b 0,220 be 1,17 cd
10uM ABA+100 0,523 b 0,267 bc 0,185 bc 0,216 be 1,46 abc
10uM ABA+200 0,306 ¢ 0,470 a 0,208 b 0,266 b 0,776 d

Para cada parametro, las medias seguidas portdilira son estadisticamente diferentes seg@stel D P<0,05).
ND, no determinado.

La relacion raiz/parte aérea (R/PA) aumenté enot@run 57% respecto al
control en plantas con 10 uM ABA (0, 100 y 200 m&Q{). Con 1 uM ABA, con 100
mM NaCl aumentd hasta niveles similares a los detps con 10 uM ABA mientras
que y con 200 mM aumenté un 242%. Por lo que eodadiciones de experimentacion

se favoreci6é el crecimiento de la raiz mas queeeladparte aérea. Segun los datos
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presentados, el descenso del crecimiento de la parea se debid principalmente al
descenso del crecimiento de la hoja, lo que a suseejustifica por la elevada

correlacion negativa observada entre la relacid®AR/ los parametros de crecimiento
de la hoja =-0,512 y -0,552P<0,001, para la LMR y el AF total, respectivamente;

Tabla 5.7).

En lo que respecta al crecimiento por expansiéeldagacion de tallo se redujo
tanto por la aplicacion de ABA como por el estrékns (Tabla 5.2). En el caso de
plantas crecidas con 0 y 100 mM NaCl, independimatde de la concentracion de
ABA (0, 1 y 10 uM), la inhibicién de la elongacide tallo fue, aproximadamente, del
59%. Con 200 mM NaCl y ABA (1 y 10 puM), la inhibdei fue en torno al 87%
(P<0,05). Es interesante destacar que, en plantad@qrM ABA, no se observaron
diferencias entre los niveles sal ensayados, ycgnel uM ABA sélo se detectaron

diferencias entre 0 y 200 mM Na@®<0,05).

Tabla 5.2. Elongacién de tallo, area foliar (AF) total, mdskar por unidad de area (LMA), relacion
de area foliar (LAR) y densidad de la hoja (D) d&nfas de olivo tratadas con ABA (0, 1 y 10 uM
ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 crecamarondiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mM
NacCl). Plantas con 0 pM ABA y 0 mM NacCl se utiliaarcomo control.

Elongacién de

wallo AF total LMA LAR D

-1 -2 2 -1 -1
(cm plant) (cn? planta’) (g dm?) (m? kg™ (g Kg?)
Control 19,97 a 96,20 a 1,11 a 5,10 ab 327,77 ab
0 uM ABA+100 10,74 b 81,98 ab 1,01c 5,40 a 278,96 bc
0 uM ABA+200 ND ND ND ND ND
1uM ABA+O 8,42 Db 82,47 ab 1,03 b 5,59 a 365,25 a
1uM ABA+100 7,56 bc 49,52 cd 0,954 d 4,16 bc 282,40 bc
1 uM ABA+200 2,75¢c 27,70 d 0,891 e 3,85¢C 264,20 ¢
10 uM ABA+0 7,30 bc 56,63 bcd 1,00 c 5,34 a 279,86 bc
10 uM ABA+100 6,64 bc 75,90 abc 0,976 d 5,38 a 310,18 abc
10 uM ABA+200 2,45 c 54,65 bcd 0,568 f 6,07 a 265,87 ¢

Para cada parametro, las medias seguidas portaigtina son estadisticamente diferentes seguaselLSD
(P<0,05). ND, no determinado.
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El area foliar (AF) total se redujo respecto al tomnuna media del 51%
(P<0,05) por la aplicacion de 1 uM de ABA y NaCl (@00 mM), asi como, por la
aplicacion de 10 uM ABA en plantas sin sal y co® 20M NaCl (Tabla 5.2). En
plantas con 1 uM ABA no se detectaron diferenciaseel00 y 200 mM NacCl, asi
mismo, en plantas con 10 uM ABA no se detectarderelicias entre los niveles de

NaCl ensayados (0, 100 y 200 mM NacCl).

De igual forma que en la elongacion de tallo, lasanfliar por unidad de area
(LMA) se redujo en todos los casos. Con 0 uM ABALGO mM NaCl, la LMA
descendié un 9% respecto al control. Con 1 uM ARAcgndié un 7, 14 y 20% con 0,
100 y 200 mM NacCl, respectivamente, mientras qae,X® UM ABA, los respectivos
descensos fueron del 10, 13 y 499,05). El valor mas bajo de LMA se detectd en

plantas con 10 uM ABA y 200 mM NaCl (0,568 g fm

En el caso de la relacion de area foliar (LAR),dtas con 0 uM ABA y 100
mM NaCl no mostraron diferencias respecto al céntgualmente, las plantas con
ABA no mostraron diferencias respecto al contratepto las crecidas con 1 uM de
ABA y 200 mM NacCl, que redujeron la LAR un 24R®<0,05). Podemos destacar que,
con 1 uM ABA, las plantas sometidas a estrés satidojeron la LAR respecto a las no

salinizadas; en cambio, con 10 uM ABA el estrémaalo tuvo ningun efecto.

En cuanto a la densidad (D) de la hoja, sélo lastpk crecidas con 200 mM
NaCl y ABA (1 y 10 uM de ABA) mostraron un descemsedio del 19% comparado
con el control (Tabla 5.2), aunque no mostraroardricias respecto a plantas con 100
mM NaCl sin ABA. Es interesante destacar que, antps con 1 uM ABA, 100 y 200

mM NaCl redujeron®<0,05) la D respecto a plantas crecidas en ausdeaal (0 mM
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NaCl); en cambio, con 10 uM ABA, la salinidad nedwingun efecto.

En la figura 5.1 se representa la expansion deja imedida durante los 45
primeros dias de exposicidon a la sal. Como podesbheervar, la aplicacion de NacCl
(100 y 200 mM NacCl) inhibi6 la expansion de la hg0,05) en plantas con 0y 1 uM
ABA, mientras que, con 10 uM ABA sdlo lo hizo 200MniNaCl. Estas diferencias se
mantuvieron constantes hasta el final, a partindd. 1, 14 y 30 dias para plantas con 0,
1y 10 uM ABA, respectivamente. En plantas crecetasusencia de sal (0 mM NaCl),
el nimero de dias necesario para que la hoja @ardrea final varié en funcién del
nivel de ABA; en plantas sin ABA fue de 22 diasentias que, con ABA el nimero de
dias se redujo a8 y 11 con 1 y 10 uM ABA, respaatiente. En plantas crecidas con
100 mM NacCl, los dias necesarios fueron 22, 26 p&@ plantas con 0, 1 y 10 uM
ABA, respectivamente. Con 200 mM NacCl, las plargiss ABA necesitaron 30 dias
para alcanzar su area final, en cambio, en platasABA (1 y 10 uM ABA) el area

final no se modificé significativament®<0,05) a lo largo de los 45 dias.

En las figuras 5.2 y 5.3 se representan dos pardsnetlacionados con la
expansion foliar, el area final de la hoja (AFH)aytasa de expansion foliar. EI AFH
(Figura 5.2) no se afectd por la aplicacion de ABAplantas crecidas en ausencia de
sal (0 mM NacCl), en cambio, se redujo un 62%, apnagamente, por la aplicacion de
100 y 200 mM NaCl en plantas con 0 y 1 uM ABA. Hanpas con 10 uM ABA, la

inhibicion del AFH s6lo se observo con 200 mM Ng7%; P<0,05).
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4,57 —o—Control —e—100 MM —0—200 mM

| opuM ABA

0,5 b T

0 3 7 11 14 18 22 26 30 34 38 42 45

457 ——0mM —e—100mM —0—200mM

| 1uM ABA

Area foliar (cm?)

0 3 7 11 14 18 22 26 30 34 38 42 45

10 UM ABA

0 3 7 11 14 18 22 26 30 34 38 42 45
Dias tras el comienzo del tratamiento salino

Figura 5.1. Expansion de la hoja de plantas de olivo tratadasABA (0, 1 y 10 uM ABA) y crecidas en
condiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mM Na&@§ntas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se utilizaron
como control. Logdatos son medias + SE (n=4). Para cada concentrdei\BA, distinta letra indica
diferencias significativas segun el test LIP<@,05). La flecha indica el dia en que se estabidko
crecimiento de la hoja (LSIP<0,05).
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Figura 5.2. Area final de la hoja (AFH) de plantas de olivatadas con ABA (0, 1 y 10 uM ABA)
durante 11 semanas, de las cuales 8 crecieronrglicimmes de estrés salino (0, 100 y 200 mM NacCl).
Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se utilizaron conuntrol. Las barras representan SE (n=4). Las
medias seguidas por distinta letra son estadistintndiferentes segun el test LI#XQ,05).
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Figura 5.3. Tasa de expansion foliar de plantas de olivadi@s con ABA (0, 1 y 10 uM ABA) durante
11 semanas, de las cuales 8 crecieron en condicimestrés salino (0, 100 y 200 mM NacCl). Plantas
con 0 uM ABA y 0 mM NaCl se utilizaron como contrbhs barras representan SE (n=4). Las medias
seguidas por distinta letra son estadisticamefeeedites segin el test LSB<0,05).

245



Interaccién entre ABA y salinidad

La tasa de expansion foliar (Figura 5.3) respomdiiéstrés salino y al ABA de
forma similar al AFH. En plantas sin ABA (0 uM) grc 1 uM ABA, 100 y 200 mM
NaCl inhibieron por igual la tasa de expansionafoliespecto al control=70%,
P<0,05). En cambio, con 10 uM ABA se inhibié un 41860 d00 mM y un 97% con
200 mM NacCl, ademas, con 200 mM se detecté la measax de expansion foliar

(0,352 mm dia?).
5.1.2. Contenido de nutrientes

El contenido de carbono (C), nitrogeno (N) y radaccarbono/nitrégeno (C/N)
se analiz6 en hoja y raiz (Tabla 5.3). Segun disasé@stadistico, el contenido de C y la
relacion C/N fue mayorR<0,05) en hoja que en raiz en todos los casos, &xesp
plantas con 10 uM ABA y 200 mM NacCl, en las quesambservaron diferencias en el
contenido de C entre los dos érganos. En contrastepntenido de N siempre fue

mayor en raiz.

Tabla 5.3.Contenido de carbono (C), nitrégeno (N) y relaagi@nbono/nitrégeno (C/N) en hoja y raiz
de plantas de olivo tratadas con ABA (0, 1 y 10 ABR) durante 11 semanas, de las cuales 8 crecieron
en condiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mi@IN&lantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se
utilizaron como control.

C (%) N (%) CIN
Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz

Control 4582a 38,09d* 197e 3,03ab* 23,26 a 12,57 g*
O uM ABA+100 44,81cd 4257b* 234a 2,86 bc * 19,15f 14,88c *
0 UM ABA+200 ND ND ND ND ND ND

1 uM ABA+0 4586a 41,12c* 2,30 ab 2,88bc* 19,94d 14,23 e *
1 uM ABA+100 45,17 bc 42,96 ab 2,05 de 2,96 abc 22,03 b 14,51d*
1 uM ABA+200 43,20e  41,29c* 2,14cd 2,78 c* 20,19 ¢ 1485c*
10 uM ABA+O 45,51 ab 42,75 ab 197e 2,78 c* 23,10 a 15,38 b *
10 uM ABA+100 44,59d 43,35a* 2,20 abc 3,10a* 20,27 ¢ 13,98 f*
10 uM ABA+200 42,85e  43,38a 2,20 bc 2,40d * 19,48 e 18M15a

En cada columna, las medias seguidas por disgtrea$on estadisticamente diferentes segin dl$&{P<0,05),
mientras que, en cada fila, * indica diferenciaggicativas entre hoja y raiz segun el test L¥8Q,05). ND, no
determinado
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En plantas crecidas con 100 mM NaCl, el conteniddC no se afecté por el
nivel de ABA ensayado (0, 1 y 10 uM), mostrando weduccion media del 2%
respecto a plantas control. Por otra parte, lastggacon ABA no redujeron su
contenido de C respecto al contrBk(,05), sin embargo, las plantas con ABA y 200
mM lo redujeron una media del 6%. A diferenciadeguie ocurre en hoja, el contenido
de C en raiz aumentd respecto al control por lecagpbn de ABA y/o NaCl. Los
menores incrementos se encontraron en plantas pdvh ABA sin sal y con 200 mM

NaCl 8%).

En plantas sin ABA, El contenido de N en hoja antdeor la aplicacion de 100
mM NaCl (19%). Con 1 uM ABA, el contenido de N auntteen plantas con 0 y 200
mM NaCl (17 y 9%, respectivamente). En el casoadeplantas con 10 uM ABA, se
observé un aumento en plantas salinizadas de, iapgdamente, un 12% respecto
plantas control. En cuanto a la raiz, las plant@a®BA no descendieron el contenido
de N por la aplicacién de 100 mM NaCl. Igualmeméeaplicacion de 10 uM ABA
trajo consigo un descenso medio del 8%. Sin embargmdo se aplicé ABA y NacCl,
el contenido de N solo descendié con 200 mM Naiéhdo las plantas con 10 uM

ABA las que mostraron los valores mas bajos (2,40%)

La relacion C/N descendié en hoja (18%) y aumemgaiz (18%) de plantas
con 0 uM ABA y 100 mM NacCl, por lo que en hoja s&drecio la acumulacion de
compuestos nitrogenados. Sin embargo, el ABA pmduj efecto diferente segun el
organo y el nivel de sal; en el caso de 1 uM ABAdlacion C/N en hoja descendi6 en
un 14, 5y 13% con 0, 100 y 200 mM NaCl, respenteate; mientras que, en raiz
aumento un 13, 15y 18% con 0, 100 y 200 mM Nagpectivamente. En plantas con

10 uM ABA, la relacién C/N en hoja se redujo unylB6% con 100 y 200 mM NacCl,
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respectivamente, mientras que, en plantas cregdasNaCl no hubo diferencias
respecto al controlP<0,05); en cambio, en raiz se incrementd un 22, #4% en
plantas con 0, 100 y 200 mM NaCl. De hecho, entatacon 10 uM y 200 mM NaCl se

detectaron los valores més elevados (18,15%).

Como podemos observar en la tabla 5.4, el cordgatgdNa fue mayor P<0,05)

en raiz que en hoja en todos los casos. Ademasuéesle 3 semanas de crecimiento
sin NaCl, el N& fue mayor en plantas con ABA y/o NaCl que en @amontrol, para
ambos 6rganos. En plantas sin ABA, el contenidblaleen hoja y raiz aumenté un 560
y 331%, respectivamente. En raiz, con 100 mM NaGinenté un 525% con 1 uM
ABA y un 728% con 10 uM ABA, mientras que, con 2060 NaCl los respectivos
incrementos fueron 917% y 953%. El contenido dé éahoja, aument6é con 100 mM
un 974 y 1059% con 1 y 10 uM ABA, respectivamentegntras que, con 200 mM los

incrementos fueron del 2687 y2549% con 1 y 10 uMAARSpectivamente.

Tabla 5.4.Contenido de sodio (Njy potasio (K) y relacion potasio/sodio (KNa") en hoja y raiz de
plantas de olivo tratadas con ABA (0, 1 y 10 uM ABAirante 11 semanas, de las cuales 8 crecieron
en condiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mi@IN&lantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se
utilizaron como control.

Na' (%) K" (%) K'/Na" (%)

Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz
Control 0,094 g 0,355g* 1,19b 330a* 12,68 a 9,30 a*
0 uM ABA+100 0,620 e 153e* 1,15¢ 1,55d* 6B 1,01d*
0 UM ABA+200 ND ND ND ND ND ND
1 uM ABA+0 0,479 f 0,640f* 147 a 3,14b* 3,06 b 491b*
1uM ABA+100 1,01d 2,22d* 0,963 d 0,537f* 0,954 e 0,242 f*
1uM ABA+200 2,62 a 361lb* 0,589 f 0,410g* 0,225¢g 0,113 g
10 uM ABA+O 0,454 f 0,642 f * 1,20 b 1,84c* 2,64c 287c*
10 uM ABA+100 1,09 c 294 c* 0,824 e 1,02e* 0,749 f 0,348 e
10 uM ABA+200 2,49 b 3,74 a* 0,525¢g 10le* 0,211 g 0,270 f

En cada columna, las medias seguidas por disteita kon estadisticamente diferentes segin ellL&5t
(P<0,05), mientras que, en cada fila, * indica difeiea significativas entre hoja y raiz segun el t&8D
(P<0,05). ND, no determinado

248



Resultados y discusion

El contenido de Naen hoja respecto al de la raiz fue de un 40% (&igu4),
resultados similares a los descritos en otros ap@stdel presente trabajo (Figuras 2.9 y
3.5, pag. 121 y 165, respectivamente). En plardaslo0 mM NaCl y ABA, se detectd
una respuesta diferente segun la concentraciora derimona. Con 1 uM ABA, el
porcentaje de Naen hoja respecto a la raiz fue un 13% mayor quaaetias sin ABA,
mientras que, con 10 uM ABA fue un 8% menor. Emfalsa.con 200 mM NaCly 1 uM
ABA, se observo el mayor porcentaje de’a hoja respecto a la raiz (72%), seguido
por plantas con 10 pM ABA (67%). Por tanto, la magoumulacion de Naen la raiz

en plantas con 100 mM se detecté con 10 uM ABA.

0100 mM W200mM

80 a

d

%Na* en hojarespecto alaraiz
: +~
<

ND

0 nM ABA 1 nM ABA 10 uM ABA

Figura 5.4. Porcentaje de concentracion de sodioN@ hoja (%PS) comparado con la concentracion
de sodio (N§ de la raiz (%PS), de plantas de olivo tratadasABA (0, 1 y 10 uM ABA) durante 11
semanas, de las cuales 8 crecieron en condiciamestdés salino (100 y 200 mM NacCl). Las barras
representan SE (n=3). Las medias seguidas pontdiséitra son estadisticamente diferentes segi@astel

LSD (P<0,05).

En el caso del K su contenido fue mayor en raiz que en hef®(05), excepto

en plantas con 1 uM ABA y NaCl (Tabla 5.4). A déecia de lo que ocurrioé con el
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Na’, el contenido de Ken hoja y raiz de plantas crecidas sin ABA y cod mM NacCl
descendié respecto al control (3 y 53%, respecktvaa) tras el periodo de
recuperacion del estrés salino. En hoja de plasitasal, la aplicacion de 1 uM ABA
incrementd el contenido de"K0 mM NaCl), mientras que en raiz lo redujo corbam
niveles de ABA (1 y 10 uM). En plantas con ABA y @lael contenido de K
descendio en los dos 6rganos comparado con elotonts valores mas altos de kn
hoja se detectaron en plantas con 1 uM ABA y 0 mdMCN(1,47%), mientras que en

raiz, esto ocurrié en plantas control (3,30%).

La relacion K/Na" descendié con 100 mM NaCl en plantas sin ABA ga lyo
raiz (P<0,05), siendo mayor el descenso en raiz (89%) guwm (85%) (Tabla 5.4).
Esto indica una mayor acumulacion de’ idae de K en plantas crecidas con sal. En
hoja y raiz, el descenso de la relaci6iiN&@" se acentud en plantas crecidas con sal y

ABA.
5.1.3. Estado hidrico de la planta

El contenido hidrico relativo (RWC), descendié extp al control en plantas
sin ABA (0 uM ABA) con 100 mM NaCl y en plantas cbruM ABA y 200 mM NaCl
(aproximadamente un 14%). Ademas, no se obsendiferencias entre los niveles de
NaCl ensayados para una misma concentracion de ABfbién podemos destacar
que, las plantas con ABA y NaCl no mostraron difeias respecto a plantas con 100

mM NacCl sin ABA.

En cuanto a la suculencia (S), tras 3 semanasecigperacion, las plantas
crecidas sin ABA y con 100 mM NaCl no mostraroreddhcias respecto al control

(Tabla 5.5), al igual que ocurrié en plantas crMLABA sin NaCl y con 10 uM ABA
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para todos los niveles de NaCl ensayados (0, ZlDymM). Solo plantas crecidas con

saly 1 uM ABA incrementaron la S respecto al aanina media del 78%°€0,05).

Tabla 5.5. Contenido hidrico relativo (RWC), suculencia (S) y
transpiracion (E) en hoja de plantas de olivo trasacon ABA (0, 1y 10
UM ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 cratien condiciones
de estrés salino (0, 100 y 200 mM NacCl). Plantas@aM ABA y 0 mM
NaCl se utilizaron como control.

RWC S E

(%) (mg H,O cm?) (mmol KO nt sY)
Control 89,12 a 16,18 b 3,18 a
0 uM ABA+100 73,63 b 14,77 b 1,41 bc
0 uM ABA+200 ND ND ND
1 uM ABA+O 79,97 ab 14,00 b 1,71b
1 uM ABA+100 80,02 ab 26,79 a 2,15b
1 uM ABA+200 79,13 b 30,83 a 0,764 cd
10 uM ABA+O 81,50 ab 15,23 b 0,401 d
10 uM ABA+100 81,83 ab 19,19b 0,604 cd
10 uM ABA+200 82,63 ab 19,20 b 0,386 d

Para cada parametro, las medias seguidas portdi#tina son estadisticamente
diferentes segun el test LSB0,05). ND, no determinado.

La transpiracién (E) descendid, en todos los casspecto a plantas control
(P<0,05). Con 100 mM sin ABA, la reduccion fue del 56&6n 1 uM ABA, fue
aproximadamente del 39% con 0 y 100 mM y del 76%2@0 mM NaCl. Finalmente,

con 10 uM ABA la reduccion media de la E fue de¥35

5.1.4. Intercambio gaseoso

En general, tras la fase de recuperacion del estkso, los parametros de
intercambio gaseoso de plantas crecidas sin ABAny1®)0 mM NaCl, no mostraron
diferencias respecto a plantas control, exceptoolaductividad estomaticayd que

mantuvo una reduccion del 77% (Tabla 5.6, figud.5.

La tasa de asimilacion net,} no varié por la aplicacion de ABA (1 y 10 uM)
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respecto a plantas control (Tabla 5.6). El efeetoedtrés salino con 100 mM NaCl no
se modificé por la aplicacion de ABA, por lo ques®observaron diferencia®<0,05)
entre 0, 1 y 10 uM ABA. De forma similar, con 200MnmNaCl no se observaron
diferencias en &P, de plantas con 1 y 10 uM ABA, descendiendo en amba

promedio del 47% respecto a plantas control.

Tabla 5.6.Tasa de asimilaciéon netR,j, conductividad estomaticgg], concentracion interna de GO
(Ci) y eficiencia fotosintética en el uso del ngemo (PNUE) de plantas de olivo tratadas con ABA
(0, 1y 10 uM ABA) durante 11 semanas, de las sulerecieron en condiciones de estrés salino (0,
100 y 200 mM NacCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM N&€ utilizaron como control.

P 9 Ci PNUE

n
(umol CQ m?s?Y)  (mmol O m?s?) (umol CQ mor?) (umol CQ mor* N s%)

Control 515a 159,83 a 356,50 cd 27,98 b
O uM ABA+100 4,61 ab 36,93 cd 415,81 bc 21,92 bc
0 uM ABA+200 ND ND ND ND

1 uM ABA+O 4,57 ab 85,73 b 358,98 cd 25,09 bc
1uM ABA+100 3,31 bc 67,85 bc 944,31 a 16,53 c
1 uM ABA+200 2,89 c 22,57d 538,52 b 16,79 c
10uM ABA+O 4,54 ab 10,95d 273,79 d 29,22 b
10uM ABA+100 3,75 abc 16,41d 502,04 b 24,65 bc
10 uM ABA+200 2,55¢c 8,88 d 134,20 e 56,97 a

Para cada parametro, las medias seguidas portaiina son estadisticamente diferentes seguestlLED
(P<0,05). ND, no determinado.

Segun lo descrito anteriormente,dafue el Unico parametro de intercambio
gaseoso que descendio en plantas sin ABA por leaagin de 100 mM NacCl (Tabla
5.6). Lags de plantas con 1 uM ABA (0 y 100 mM NaCl) se redajproximadamente,
un 55%, mientras que, con 1 uM ABA y 200 mM, y 1@ ABA (0, 100 y 200 mM
NaCl) se redujo un promedio del 89%<0,05). A excepcion de plantas con 1 puM
ABA y sin NaCl, no se observaron diferencias eptamtas con sin ABA con 100 mM

NaCl y plantas con ABA.

En plantas crecidas en ausencia de NaCl, el ABAfaotd a la concentracion
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interna de CQ(Ci); mientras que con NaCly 1 uM ABA, la Ci aumt@ un 165y 51%
con 100 y 200 mM NacCl, respectivamen®e@,05). La mayor Ci se detecto en plantas
con 1 pM ABA y 100 mM NaCl (944,31 pmol G@nol*). Con 10 uM ABA, el efecto
fue diferente segun el nivel de sal ensayado, 66miM Ci aumento un 41%, mientras

que con 200 mM NaCl descendié un 63% comparad&icoontrol.

O0mM 2100mM ®m200mM

a a
6 b ﬂb
bed
5 1 cd d
C 4
)
=3
2
E
1 =
Z
0 .

0 pnM ABA 1 nM ABA 10 uM ABA

Figura 5.5. Fotoinhibion de plantas de olivo tratadas con ABA1 y 10 uM ABA) durante 11 semanas,
de las cuales 8 crecieron en condiciones de esilié® (0, 100 y 200 mM NacCl). Plantas con 0 uM ABA
y 0 mM NacCl se utilizaron como control. Las barrapresentan SE (n=4). Las medias seguidas por
distinta letra son estadisticamente diferentesrseptest LSD P<0,05). ND, no determinado.

El —In(P,/Ci) es un indicador de la inhibicion fotosintétifligura 5.5). Este
parametro se correlacioné negativamente cét (@=-0,504,P<0,001) y positivamente
(r=0,579,P<0,001) con Ci (Tabla 5.7). Tras 3 semanas de reaqig®, las plantas con
0 uM ABA y 100 mM NaCl no mostraron diferenciaspesto al control; sin embargo,
la aplicacion de 1 uM ABA aumentd la fotoinhibicj@proximadamente, un 32% con
100 y 200 mM NaCl, mientras que, con 10 uM ABA antbe aproximadamente, un

18% con 0 y 100 mM NacCl.
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En lo que respecta a la eficiencia fotosintéticaelenso del nitrogeno (PNUE),
con 1 uM ABA no se detectaron diferencias entréQ® y 200 mM NaCl, pero si se
detecté un descenso significativo de PNUE respattoontrol con 100 y 200 mM
(=40%, P<0,05; Tabla 5.6). Con 10 uM ABA, plantas crecidas 6 y 100 mM NaCl
no alteraron el valor de PNUE comparado con elrobnsin embargo con 200 mM

aumenté un 124%.

5.1.5. Enzimas del estrés oxidativo

Los resultados obtenidos para las enzimas antiotedaascorbato peroxidasa

(APX) y guaiacol peroxidasa (POD) se exponen efigasas 5.6 y 5.7.

O0mM B100mM ®R200mM

—_
1

>
[#e}
1

de
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APX (umol min1 g1 PF)
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.

=
(]
1

Control

ND

(=

0 pnM ABA 1 nM ABA 10 uM ABA

Figura 5.6. Actividad ascorbato peroxidasa (APX) en hoja Betas de olivo tratadas con ABA (0, 1y
10 uM ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8ecmaten condiciones de estrés salino (0, 100 y 200
mM NacCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se atilion como control. Las barras representan SE
(n=4). Las medias seguidas por distinta letra stadésticamente diferentes segun el test L& 05).

ND, no determinado.

En plantas sin ABA, la actividad APX no mostro diiecias respecto al control
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por la aplicacion de 100 mM NaCl. Por otra partepkntas sin NacCl, la aplicacion de
ABA produjo un descenso de la APX del 61% paratpiaeon 1 uM ABA y del 33%
para plantas con 10 uM ABA. Ademas, en plantasi@opM ABA la aplicacion de 100
y 200 mM NaCl favorecié el descenso de la activid&X respecto al controk62%).
Sin embargo, con 1 uM la respuesta a la aplicageNaCl fue distinta; con 100 mM
NaCl sélo descendié un 14% respecto al contrahdsiein 118% superior al de plantas

sin NaCl; con 200 mM NaCl, la APX alcanzé nivelasikares a los de 0 mMP&0,05).
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Figura 5.7. Actividad guaiacol peroxidasa (POD) en hoja daas de olivo tratadas con ABA (0, 1y 10
UM ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 catien condiciones de estrés salino (0, 100 y 200
mM NacCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se atilion como control. Las barras representan SE
(n=4). Las medias seguidas por distinta letra stadésticamente diferentes segun el test L& 05).

ND, no determinado.

Al igual que la APX, la actividad de la POD tampaeoafecté con 0 uM ABA y
100 mM NacCl, y descendi6é con 1y 10 uM ABA en toltisscasos, excepto con 1 uM
ABA y 0 mM NaCl, que aumento su actividad un 18%6(@,05) respecto al control. La

méaxima reduccion de la actividad POD se observplamas con ABA (1y 10 uM) y
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200 mM NaCl £54%).

5.1.6. Metabolitos e indicadores del estrés en laja

El contenido de proteina soluble aumento un 44%BiA y con 100 mM NaCl
(Figura 5.8). Por otra parte, con 1 y 10 uM ABA baéé@m aumentd el contenido de
proteina, pero en diferente medida dependiendaidmicentracion; con 1 uM ABA
aumentd un 68% con 0 mM y una media del 49% conyl®@ mM NacCl; ademas, las
plantas crecidas con 1 uM ABA y NaCl no mostrariderdncias respecto a plantas sin
ABA con 100 mM NaCl. Con 10 uM ABA, el contenido pieoteina aumento por igual

con todos los niveles de NaG23%;P<0,05).
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Figura 5.8 Contenido de proteina soluble en hoja de plashaslivo tratadas con ABA (0, 1y 10 uM
ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 crecienocondiciones de estrés salino (0, 100 y 200 mM
NaCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se utiliaarcomo control. Las barras representan SE (n=4).
Las medias seguidas por distinta letra son estzaiis¢nte diferentes segun el test LF3(,05). ND, no
determinado.

En plantas sin ABA, la glicina betaina (GB) de pdancon 100 mM NaCl no
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mostro diferencias respecto a plantas control (gidge9), al igual que ocurriéo en
plantas con 1 y 10 uM ABA sin NaCl (0 mM). Sin emdmg las plantas con ABA (1 y
10 uM) y NaCl (100 y 200 mM) redujeron el contendi® GB una media del 13%
(P<0,05) respecto al control. Es interesante sefialari@ GB de plantas con ABA, no

vario por el nivel de ABA y/o NaCPR<0,05).
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Figura 5.9. Contenido de glicina betaina (GB) en hoja detpkde olivo tratadas con ABA (0, 1y 10
UM ABA) durante 11 semanas, de las cuales 8 catien condiciones de estrés salino (0, 100 y 200
mM NacCl). Plantas con 0 uM ABA y 0 mM NacCl se atilion como control. Las barras representan SE

(n=4). Las medias seguidas por distinta letra stadésticamente diferentes segun el test L& 05).
ND, no determinado.
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Tabla 5.7.a. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

SMR RMR PStotal R/PA Elongacion AF total LMA LAR D Expansion Area finalC hoja Craiz N hoja N raiz
LMR -0,828" -0,551° 0,622 -0,512° 0,474 0,643° 0,617 0,3927 0,349 0,479 0,431 0,672° -0451 0,152* 0,385
SMR 0,18%¢ -0,424" 0,166° -0,314 -0,386" -0,587" -0,241° -0,328 -0,401" 0,377 -0,459" 0,491" -0,187° -0,358
RMR -0,626° 0,805" -0,524" -0,609" -0,310 -0,268" -0,467" -0,401" -0,376° -0,589" 0,084 -0,069 -0,273S
PS total -0,548 0,587 0,587 0,508" 0,208 0,400° 0,369 0,365 0,491 -0,19%° 0,043 0,447
R/PA -0,458 -0,552" -0,330 -0,315 -0,335 -0,367 -0,349  -0,619" -0,038° 0,033 -0,299
Elongacion 0,430 0552”7 0,068 0430 0,465" 0,437" 0,414" -0,084° .0,228° (,258*
AF total 0,324 0,401 0,270° 0,332 0,316 0,383  -0,131° -0,040° 0,249°
LMA -0,17%¢ 0,414 0,658 0,639" 0,753" -0,296 -0,177 0,777
LAR 0,196° 0,048 0,018 0,047 -0,018° 0,253 -0,252¢
D 0,595 0,540" 0,401 -0,023° 0,159 0,353
Expansion 0,955 0,499" 0,180* -0,368 0,455
Area final 0,435 0,239 -0,353 0,513
C hoja -0,405 0,050 0,520
Craiz -0,568 -0,088'
N hoja -0,08%
NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.
Tabla5.7.b. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

C/Nhoja C/Nraiz Nahoja Ndraiz K hoja K raiz K/Na" hoja K/Na raiz RWC S P, Os

LMR -0,133® -0,488" -0,705°  -0,654" 0,697 0,699 0,389 0,339 -0,059* -0,642" 0,18 0,586  0,223"
SMR 0,100  0,479" 0,484" 0,478 -0,527" -0,551" -0,249' -0,213'¢ 0,008 0,424" -0,0425 -0,429° -0,109"
RMR 0,138 0,238  0,702"  0,590" -0,586" -0,564™ -0,462" -0,426" -0,130* 0,631" -0,356 -0,456" -0,372
PS total -0,01% -0,503" -0,625" -0,537" 0,531" 0,428 0,487" 0,453 0,169  -0,504" 0,476" 0,470 0,464"
R/PA 0,005 0,248 0,749 0,617 -0,595" -0,483" -0,443" -0,401" -0,166 0,676 -0,320 -0,463" -0,344
Elongacion 0,258%  -0,522" -0,623" -0,615" 0,477 0,288 0,734 0,706" 0,218 -0,331 0,542 0,339 0,578
AF total -0,130°  -0,309 -0,517"  -0,449 0,440 0,433 0,443 0,423 0,276  -0,579" 0,338 0,417 0,347
LMA 0,326 -0,924" -0,818" -0,770" 0,759" 0,398 0,553" 0,500™ 0,032  -0,209* 0,500" 0,530 0,508
LAR -0,294 0,250  -0,133°  -0,124"° 0,144 0,338 0,048 0,050 0,090 -0,649" -0,028 0,293 -0,013'¢
D -0,067™ -0,407  -0,467" -0,467" 0,534" 0,374 0,375 0,388 0,2348% .0,354 0,319 0,397 0,387
Expansién 0,419  -0,600" -0,670" -0,672" 0,586 0,228 0,536 0,521 0,308 -0,338 0,258 0,456° 0,311
Areafinal 0,397 -0,643" -0,620" -0,552" 0,470™ 0,120 0,478" 0,461 0,295 0,287 0,219 0,368 0,268

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par®<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla 5.7.c. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

C/N hoja C/Nraiz Nahoja N4 raiz K hoja K raiz K'/Na" hoja K/Na'raiz RWC S E P, Os
C hoja 0,048° -0,578" -0,878" -0,787° 0,916  0,703°  0,248% 0,172% 0,178  -0,43%5 0,307 0,566 0,259
C raiz 0,500 0,148 0,178 0,208 -0,381" -0,6906" 0,053 0,100' 0,467 0,152  .0,099° -0,207 0,004
N hoja -0,868" 0,182 0,168  0,2458° 0,053% 0,480  -0,421 -0,416" -0,601"  -0,167° -0,184° -0,080* -0,208*
N raiz 0,21%° -0,882" -0,584"  -0,406 0,428 0,077 0,358 0,327 0,079 0,020 0,455 0,435 0,408
CIN hoja -0,303 -0,252°  -0,339 0,053  -0,464" 0,430 0,415 0,385 0,190 0,228 0,132  0,257¢
CIN raiz 0,664  0,545" -0,540" -0,143*  -0,502" -0,467" -0,108* 0,040 -0526" -0,395  -0,516"
Na" hoja 0,926 -0,898" -0,601" -0,6157 -0,552" -0,209* 0,541 -0,493" -0,658" -0,513"
Na' raiz -0,917" -0,628" -0,710" -0,663" -0,164*° 0,532 -0508" -0,643" -0,57%"
K* hoja 0,797 0,439 0,389 -0,058*  -0,540" 0,408 0,610" 0,438
K* raiz 0,18% 0,144 -0,258  -0,641" 0,133  0486" 0,162°
K*/Na" hoja 0,995 0,365 -0,171% 0,324 0,471"  0,774"
K*/Na' raiz 0,19 -0,262S 0,253 0,431 0,778"
RWC -0,09%¢ 0,211 0,277 0,285
S -0,04% -0,467" -0,152¢
E 0,24%  0,885"
P, 0,322
NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.
Tabla5.7.d. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

Ci PNUE -InP,/Ci) APX POD Proteina GB

LMR -0,188% -0,151¢ -0,280" 0,308 0,703 -0,028" 0,540~
SMR 0,108¢ 0,250 0,123 -0,164* -0,534" -0,100' 0,377
RMR 0,196 -0,103'¢ 0,444 -0,318 -0,634" 0,314 -0,568"
PS total 0,02% -0,081% -0,218"* 0,388 0,604 -0,152% 0,491
RIPA 0,117¢ -0,094% 0,400 -0,357 -0,566" 0,318 -0,462"
Elongacion -0,01% -0,171¢ -0,256" 0,595 0,549 -0,310 0,501
AF total -0,198°¢ 0,088' -0,358 0,237 0,552" -0,117¢ 0,369
LMA 0,288 -0,571" 0,169 0,564 0,687" 0,033 0,371

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.



Tabla5.7.e. Matriz de correlaciones entre las variables estladia

Ci PNUE -InP,/Ci) APX POD Proteina GB

LAR -0,4737 0,465 -0,536 -0,136% 0,177% -0,012% 0,151
D -0,024* -0,048' -0,197¢ -0,048' 0,607 0,054 0,268
Expansién 0,078 -0,195NS -0,03% 0,147 0,474 -0,242%¢ 0,228
Area final -0,030° -0,242NS 0,06% 0,131¢ 0,383 -0,285 0,153
C hoja 0,181 0,371 0,029* 0,469 0,733 0,180' 0,448

Craiz 0,018 0,278 0,032 -0,330 -0,481" -0,422" -0,506"
N hoja -0,10%¢ 0,028 -0,078" -0,305 0,250' 0,485 0,118
N raiz 0,484" -0,476" 0,254'¢ 0,367 0,429 -0,033¢ 0,103
CIN hoja 0,24%° -0,128"* 0,177 0,387 -0,218% -0,445 0,117
C/IN raiz -0,461 0,615 -0,301 -0,476" -0,554" -0,021¢ -0,210%
Na" hoja -0,03%° 0,258' 0,178 -0,587" -0,774" 0,163' -0,509”
Na' raiz 0,118° 0,192 0,258 -0,546" -0,790" 0,142 -0,545"
K* hoja -0,020° -0,271¢ -0,146" 0,397 0,877 0,178 0,494
K* raiz -0,359 -0,032'¢ -0,378" 0,198 0,816™ 0,249 0,616"
K*/Na" hoja -0,17%¢ -0,027* -0,396" 0,565 0,559 -0,523" 0,492"
K*/Na" raiz -0,20%¢ 0,008 -0,403" 0,493" 0,533" -0,516" 0,448

RWC -0,128° 0,231 -0,2271¢ 0,008 0,008 0,435 0,032
S 0,447 -0,234'¢ 0,565" -0,128'¢ -0,536" 0,151 -0,554"
E 0,231% 0,254 -0,083'¢ 0,599™ 0,530™ -0,037¢ 0,211%¢
P, -0,021¢ 0,285 -0,504™ 0,384 0,561" -0,173 0,473"
0 0,113 -0,158' -0,178"¢ 0,520 0,584" -0,162'¢ 0,274
Ci -0,469™ 0,579 0,312 -0,117¢ 0,302 -0,267¢
PNUE -0,718" -0,286 0,206 -0,305 0,016
-In(P,/Ci) -0,064' -0,286 0,341 -0,420°
APX 0,333 -0,263¢ 0,514™
POD 0,17%° 0,578
Proteina -0,275

NS, *, ** *** indica diferencias no significativae significativas par&<0,05, 0,01, 0,001.
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5.2. Discusion

Las estaquillas enraizadas no toleraron nivee2@ mM NaCl durante 8
semanas, resultados que confirman los obtenidosl epartado 3.1.1. del presente
trabajo (pag. 148). Por otra parte, en las plantas ABA descendié la mortandad,
poniéndose de manifiesto la importancia del ABAcendiciones de estrés. De hecho,
el ABA es considerada la “hormona del estrés” (Kesk al., 2010) ya que tiene un
importante papel en la respuesta o en la adaptdeida planta al estrés (Sharma et al.,
2005). La acumulacién de ABA en situaciones desestino ha sido descrita por
varios autores (Zhang et al., 2006; Szepesi eR@09). Zorb et al. (2014) encontraron
un incremento de la concentracion de ABA por lengtdd en hoja de hibridos de maiz
resistentes. Resultados similares fueron desa@itagenotipos de tomate resistentes a la

salinidad (Amjad et al., 2014).

En plantas del cv. Picual con 100 mM NacCl sin ABAg¢recimiento se recuperé
tras 3 semanas de crecimiento sin NaCl, a excem®0ola elongacion de tallo (Tabla
5.2), parametro descrito como uno de los mas dessibla salinidad en el presente
trabajo. Segun Zacarias and Lafuente (2008), labimibin del crecimiento es la
respuesta mas comun de las células al ABA. En .ePmual, la aplicaciéon de 1 uM
ABA descendi6 la elongacion de tallo, mientras tmeplicacion de 10 uM ABA
también redujo el PS total, elongacion de talloFyde la planta, al igual que ocurrié en
plantas crecidas con ABA y NaCl. Esta inhibiciom ctecimiento, incluso después del
periodo de recuperacion sin NaCl, puede ser corse@idel efecto del ABA sobre la
extensibilidad de la pared celular (Zacarias anflidrde, 2008). Por otra parte, en
estudios realizados en otras especies vegetalesjuacion del crecimiento de la hoja

en condiciones de salinidad, se relaciona conceéimento de la concentracién de ABA
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en hoja (He and Cramer, 1996; Montero et al., 1€38mer and Quarrie, 2002).

Por otra parte, el incremento de la relacion R/BAg ABA y NaCl, se debid
principalmente al descenso del crecimiento de | Rbla 5.3), lo que se confirma por
la alta correlacion positiva detectada entre laciéh R/PA y RMR (=0,895,P<0,001;
tabla 5.7.a). Sin embargo, en condiciones de esti#so, también se ha descrito un
incremento de los niveles de ABA en raiz (Jia et 2002). Segun Creelman et al.
(1990), el hecho de que la raiz no detenga sunciemio en condiciones de estrés
salino, se debe a la diferente sensibilidad al AgAsea de origen enddégeno o exdgeno,

de los distintos tejidos de la planta.

En lo que respecta al contenido de nutrientes lamtgs sin ABA, la aplicacion
de NaCl trajo consigo el descenso del contenid€ dan hoja y su aumento en raiz.
Resultados similares fueron descritos por Cordmwtlal. (2014) en plantas de tomillo

sometidas a estrés salino.

En el cv. Picual, el aumento del contenido de Nheja por efecto de la
salinidad y del ABA, puede deberse a la acumulad®&rtompuestos nitrogenados en
respuesta al estrés (Parida and Das, 2005). Ebdreompuestos nitrogenados que se
acumulan en plantas en respuesta al estrés osnsétiencuentran las proteinas (Ashraf
and Harris, 2004). De hecho, el contenido de Naa mostré una correlacién positiva
con el contenido de proteine=0,485,P<0,001). Sin embargo, en raiz de plantas sin
ABA, el contenido de N iguald los niveles de plantantrol tras las 3 semanas de
crecimiento sin 100 mM NacCl, al contrario de lo squoeirrié en plantas del cv. Picual

gue no disfrutaron de este periodo de recuperdCidinla 2.2, pag. 119).

Tras el periodo de 3 semanas de recuperacion §th Ma plantas que crecieron
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con 100 mM NaCl sin ABA mostraron un contenido d& Mayor que el control. Sin
embargo, el contenido de Nan estas plantas fue menor que el observado es otr
experimentos del presente trabajo (Tabla 2.3, pag.y Tabla 3.8, pag. 163), lo cual

pudo deberse a las 3 semanas de recuperacionauela® se aplico NacCl.

El mayor contenido de Naen raiz comparado con la hoja en plantas sin ABA
confirma la efectividad del mecanismo de exclusiériones y de retencion de Nen
la raiz en el cv. Picual al igual que se ha des@dtra otros cultivares de olivo (Tattini
et al., 1994; Chartzoulakis, 2005). La aplicacienl® uM ABA mejoré la efectividad
de este mecanismo con 100 mM NacCl produciéndosenayar acumulacion de Nan
raiz que en hoja (Figura 5.4). De acuerdo con mes¢sultados, Khadri et al. (2007)
relacionan la influencia positiva del ABA en la ptiion al estrés salino en judia, con
una reduccion de la concentracion de Mda inhibicion del transporte hacia la parte
aérea. De igual forma, en estudios realizados pom@ni et al. (2007; 2013) con trigo
y arroz, el contenido de Nalescendi6 por la aplicacion de ABA en condiciodes

estrés salino.

Varios estudios han mostrado que el ABA regulaclsales de Ken raices de
diferentes especies vegetales (Roberts and Snow2@&d). De hecho, en estudios
realizados por Gurmani et al. (2013) en arroz, saabtro que la aplicacion de ABA
contribuyé al mantenimiento de los niveles dedf plantas sometidas a estrés salino.
En contraste, en otras especies no se ha enconiredeelacion entre los niveles de
ABA y de K (Khadri et al., 2007; Cabot et al., 2009). Resldtasimilares se han
obtenido para el cv. Picual, en el cual la apliacde 1 pM ABA (sin NacCl)
incrementd el contenido de*ken hoja, mientras que con 10 pM ABA no se afecto.

Ademas, cuando a la vez se aplicaron ABA y NaCtoesitenido de K descendio en

263



Interaccién entre ABA y salinidad

mayor proporcion en plantas con 10 uM ABA. Estolieapel descenso de la relacion
K*/Na" observado en plantas con ABA y NaCl. En contraB@hra et al. (1995)
observaron un aumento de la relaci6iiNG” en respuesta a la aplicacion de ABA en

plantas de arroz sometidas a estrés salino.

Al igual que el crecimiento, el intercambio gaseo® mostré diferencias
respecto al control en plantas con 100 mM NaCl ABA tras el periodo de
recuperacion, exceptuandogaque descendié (Tabla 5.6). Desde el punto de desta
tolerancia a la salinidad y a otros tipos de estaéincion del ABA se relaciona con la
regulacion del balance hidrico de la planta y larémcia al estrés osmaético (Chavez
and Gonzalez, 2009). Segun Wilkinson and Daviesl@ROel ABA limita la
transpiracion mediante el cierre estomatico y,tpato, la pérdida de agua. Este cierre
estomatico trae consigo un descenso dg, lgue es el efecto mas conocido del ABA y
ha sido descrito por varios autores en otras esp€Gomez-Cadenas et al., 2003, Wang
et al., 2011). Nuestros resultados confirman louegp anteriormente, ya que la
aplicacién de ABA redujo la E y kg, independientemente de que las plantas crecieran
o no con NacCl, siendo este descenso mayor con 18BM Ademas, la aplicacion de
ABA y NaCl no afecté al RWC, excepto en plantas tognM ABA y 200 mM NaCl

que lo redujeron.

Por otra parte, la correlacion positiva observatteedaP, y la gs (r=0,322,P<
0,05; Tabla 5.7.c) indica que el cierre solo cémiye un 10% al descenso deHa
Resultados similares fueron descritos por GomezgQaxl et al. (2003) en citricos
crecidos con 10 uM ABA y 100 mM NacCl, llegando actaclusion de que el ABA
podria tener un papel protector del aparato fotésoo en plantas sometidas a estrés

salino, al igual que ha sido descrito para otrae@ss en condiciones de estrés hidrico
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y salino (Popova et al., 1995; Rajasekaran andeBlE899).

Un efecto secundario de la salinidad es la fornmadi® especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Koprivova et al.,, 2008), que puedansar dafios en diferentes
estructuras y funciones celulares (Del Rio, 20BéJa protegerse del dafio oxidativo las
plantas activan mecanismos antioxidantes enzinsaticano enzimaticos (Gill and
Tuteja, 2010). Entre las enzimas antioxidantesnstuyen la APX y la POD que
transforman el kD, en HO y O,. En olivo, el aumento de la actividad APX por la
salinidad ha sido descrito en los cvs Manzanillal@érrama et al., 2006) y Chemlali
(Ben Ahmed et al., 2009). En contraste, en elAdlora se observo un descenso de la
APX (Melgar et al., 2009). En el cv. Picual, laamhs crecidas con 100 mM NacCl sin
ABA mostraron la misma actividad APX y POD que pdancontrol tras el periodo de
recuperacion, a diferencia de lo que ocurrié parBOD en plantas sometidas a estrés
salino sin periodo de recuperacion (Figura 4.2,. gdtg). Segun Synkova and
Pospisilova (2002), el ABA incrementa la produccide ROS, lo cual induce la
expresion de genes que codifican para SOD y CATejpran la actividad de enzimas
como SOD, CAT, APX y POX (Jiang and Zhang, 200020Sin embargo, en el cv.
Picual solo aumenté la actividad APX y POD en @anton 1 uM ABA crecidas sin

sal.

La salinidad induce la formacion de proteinas dekibentre las que se
encuentran las proteinas LEA (del inglése embryogenesis-abundaffshraf, 2004).
Estas proteinas también son inducidas por el ABAc&rias and Lafuente, 2008).
Segun Sairam and Tyagi (2004), las proteinas LEApreglucen en las plantas a
consecuencia del estrés hidrico causado por umaa@tcentracion de sal y, protegen la

estructura y componentes celulares. En el cv. Rielueontenido de proteina soluble de

265



Interaccién entre ABA y salinidad

la hoja aumento por la aplicacion de ABA, tantgantas salinizadas como en plantas
sin sal, siendo este aumento mayor en plantas ¢dvi ABA. En cuanto a plantas sin
ABA, la aplicacion de NaCl (100 mM) también trajgnsigo un aumento del contenido

de proteina.

La GB ha sido descrita como uno de los osmolitos s se acumulan en
diferentes especies de plantas, en respuestarandds tipos de estres, entre ellos el
estrés salino (Ashraf and Harris, 2004; Ashraf Bodlad, 2007). Sin embargo, otros
autores no observaron relacion entre la acumulad@é@B y la tolerancia a la salinidad
de especies de los géneifasticum, Agropyrony Elymus(Wyn Jones et al., 1984). En
nuestro experimento, tras la recuperacion delestatno, las plantas con 0 uM ABA y
100 mM NaCl mostraron el mismo contenido de GB gueontrol, sin embargo, la
aplicacion de ABA y sal redujo el contenido de G8&pecto a plantas sin ABA. En
contraste, otros autores describen un aumento @8 lan plantas de sorgo tratadas con
ABA y sometidas a estrés salino, respectivameraeg&ka et al., 2001; Zhang et al.,

2012).
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Discusion general

Todos los cultivares estudiados en el presenteajtalllescendieron el
crecimiento a consecuencia del estrés salinopal gue han descrito otros autores para
otros cultivares de olivo (Chartzoulakis, 2005; &igt al., 2005; Perica et al., 2008;
Kchaou et al., 2010, 2013; Bader et al., 2015)reEluis cultivares estudiados, ‘Picudo’
fue el que menos redujo su crecimiento, seguiddRrantoio’, ‘Picual’, ‘Casta Cabra’,
‘Cornicabra’ y ‘Ocal’. Sin embargo, el descenso BS total en estos cultivares fue
inferior al descrito por Charzoulakis (2005) erostcultivares tolerantes a la salinidad
(Chartzoulakis et al., 2002). Para que el desceesdS total se incremente un 10%,
estaquillas enraizadas del cv. Picual, necesitdrasemanas mas de exposicion con 50
mM que con 100 mM NacCl. Por tanto, la reducciohadecimiento varié en funcion
del tiempo de exposicion al NaCl, al igual que dbscChartzoulakis (2005) en otros
cultivares de olivo. Ademas, en el cv. Picual, @0 mM NaCl las estaquillas
enraizadas ralentizaron su crecimiento hasta acagiz100% de mortandad a las 8
semanas. Sin embargo, la adicion de ABA junto ¢dfa€l descendidé la mortandad un

30y 40% con 1y 10 uM ABA, respectivamente.

Los érganos que mas redujeron su crecimiento arsegcon un medio salino
y/o altamente salino fueron hoja y tallo. Esto sanifiesté en un incremento de la
relacion R/PA, respuesta considerada como un nsoande adaptacion al estrés
(Younis et al.,, 2000), lo que confirma resultadessalitos por otros autores en
cultivares tolerantes (‘Kalamata’, ‘Kothreiki’, ‘Mgritiki’, ‘Picual’ y ‘Chemlali’),
moderadamente tolerantes (‘Koroneiki’, ‘Mastoidis”Amphissis’) y sensibles a la
salinidad (‘Chetoui’) (Chartzoulakis et al., 2004gelgar et al., 2008; Kchaou et al.,
2011; 2013). En contraste, estaquillas enraizagaswd Picual regadas con un medio

moderadamente salino durante 13 semanas, redugérorecimiento de raiz y parte
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aérea de forma similar, resultando una relacionAR#guivalente a la de plantas
crecidas sin NaCl. Estos resultados confirman escigtos por Perica et al. (2008) en
plantas de 1 afio de cultivares de olivo toleragtesnsibles a la salinidad (‘Frantoio’,

‘Leccino’, ‘Manzanilla’ y otros cultivares de Crdamo catalogados en su tolerancia),
crecidas en condiciones similares. Igualmente, Zohaakis et al. (2002) no detectaron
cambio en la relacion R/PA de plantas de 1 afio ulievares griegos con distinta

tolerancia a la salinidad (‘Koroneiki’, ‘Mastoidjs’‘Kalamata’, ‘Amphissis’ y

‘Kothreiki’) regados con 50 mM NaCl durante 8 seamn

El efecto de la salinidad sobre el crecimientoige hotar mas sobre el AF total
gue sobre el PS total, al igual que describe Chéakis (2005) para los cvs. Koroneiki
(moderadamente tolerante) y Megaritiki (tolerant)nque, el descenso descrito por
estos autores fue superior al observado en losvands utilizados en este estudio. Este
descenso del AF total, se relacion6 con un desadgisdFH y de formacion de nuevas
hojas. Resultados similares han sido descritos jmmacvs. Manzanilla de Sevilla
(sensible) y Kalamata (tolerante) (Vigo et al., 200En plantas con 200 mM NacCl, la
caida de hoja contribuyd al descenso de AF totagual que describen otros autores

tanto para cultivares sensibles y tolerantes (Kele@l., 2010).

La reduccidn del crecimiento en condiciones deésstsalino puede ser
contrarrestada por la aplicacion de reguladoresréeimiento, segun comentan Kaya et
al. (2009). En el cv. Picual, esto estuvo condiatm por el estado fisiologico de la
planta (estaquillas enraizadas o plantas de 1 wi@)nivel de NaCl (100 y 200 mM
NaCl). En estaquillas enraizadas, el efecto negatal estrés salino (100 y 200 mM
NacCl) sobre el crecimiento se alivio, principalnergor los pretratamientos con QUIN

(PSPA, PS de raiz, AF total y elongacion de tajlopAs; (PSPA y AF total); sin
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embargo, en plantas de 1 afio solo se mejoro lagstpfrente al estrés salino con 200
mM NacCl por el pretratamiento con AIA (PS de hdj&, total y, PS y elongacion de
tallo), seguido por QUIN (PS de hoja, AF total grejacion de tallo), GA(AF total y
elongacion de tallo) y AS (PS de hoja). Por otdoleen plantas de 1 afio con 100 mM
NaCl los pretratamientos con GASPD, AS y QUIN incrementaron la inhibicion del

crecimiento respecto a la causada solo por elsesaiéno.

El descenso del crecimiento en condiciones de ssa$ino puede ser una
respuesta de adaptacion de la planta, que deb&dpavte de su energia a la defensa
frente al estrés (Prasch and Sonnewald, 2015)tdPbo, algunos autores consideran
que una reduccion en el crecimiento de la plantsen®laciona necesariamente con una
menor tolerancia, ya que, una tendencia al creatmimoderada puede contribuir a la
proteccion de la parte aérea de los efectos peifles de la excesiva acumulacién de
iones salinos (Flowers and Yeo, 1995; Melgar et28l06). Esto es importante, puesto
que, la tolerancia a la salinidad en olivo se a@sada exclusion y retencién de Nan la
raiz, lo que evita su transporte a la parte adratiri et al., 1994; Chartzoulakis, 2005;
Kchaou et al., 2010). Entre los cultivares estunkaen este trabajo, ‘Picudo’ y ‘Ocal’
fueron los mas tolerantes en medio altamente s§i6®@ mM NaCl), acumulando un
84% mas de Naen raiz que en hoja. Ademas, ‘Picudo’ y ‘Ocal’ tr@®n la menor y
mayor reduccién del crecimiento, respectivamente.slguen en tolerancia los cvs.
‘Casta Cabra’, ‘Cornicabra’ y ‘Frantoio’ que acu@an entre un 53 y un 63% mas'Na
en raiz que en hoja, aunque los incrementos defudaon superiores en hoja que en
raiz. Finalmente, el cv. Picual mostré una coneeidn similar de Naen hoja y raiz.
Por tanto, en plantas de 6 meses del cv. Picual2860 mM NaCl durante 12 semanas,

no fue efectiva la exclusion y retencion de’Na raiz. Sin embargo, en estaquillas
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enraizadas del cv. Picual crecidas con 50 y 100 N&Zl| durante 13 semanas, las
respectivas concentraciones de’ a hoja en relacion a las de raiz fueron 32 y 37%,
aunque los incrementos de Nferon mas elevados en hoja que en raiz. Ademas,
cuando estaquillas enraizadas del cv. Picual etidlo durante 6 semanas con 100 y
200 mM NacCl, se acumuld un 65% mas' Na raiz que en hoja y el incremento dé Na
fue mayor en raiz que en hoja. Por tanto, en dPimual, la limitacion del transporte de
Na' hacia la parte aérea dependi6 del nivel de NaQilyiempo de exposicion. Estos
resultados estan en consonancia con los obtenidlodMprin et al. (1995), quienes
clasificaron al cv. Picual como tolerante al essakno con 100 mM NaCl durante 7
semanas, basandose en la elongacion de tallo.l&mérea la tolerancia a la salinidad
del olivo, segun Chartzoulakis et al. (2005), coreles de NaCl inferiores a 50 mM, la
exclusion de Napuede ser efectiva independientemente de la talieralel cultivar,
mientras que con 100 y 200 mM NacCl, el'da transporta y acumula en la parte aérea,
apareciendo sintomas de toxicidad en los cultivaoesno son tolerantes a la salinidad.
En contraste, en estudios mas recientes se afin@dagexclusion de Nacon 50 mM

NaCl es efectiva en cultivares tolerantes del o{kichaou et al., 2010).

Por otra parte, estaquillas enraizadas del cv. aPiquesentaron un alto
porcentaje de mortandad a las 7 semanas de tratancen 200 mM NaCl, por lo que
esto podria deberse a la entrada de la planta fasdaionica del estrés salino por la
acumulacion de Naen hoja a concentraciones toxicas (Munns and Te2d€8). El
hecho de que en plantas de 6 meses no se obsestarmortandad se asociaria a una
mayor sensibilidad al estrés salino de estaqudélasaizadas. De forma similar, en
estudios realizados por Bouaziz (1990) y Parida @ad (2005) concluyeron que la

sensibilidad al estrés salino esta condicionaddapedad de la planta.
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El pretratamiento, de estaquillas enraizadas delRigual, con AIA y AS
aumento la capacidad de exclusion dé diala parte aérea con 100 y 200 mM NacCl,
mientras que, los pretratamientos que favorecieloorecimiento en condiciones de
estrés salino (GAy QUIN) no mejoraron el mecanismo de exclusiorto Eonfirma
para el cv. Picual, que el descenso del crecimipotoa salinidad puede suponer un
mecanismo de tolerancia que protege la parte akerésm acumulacion de iones salinos
(Flower and Yeo, 1995). Por otra parte, la apli@acie 10 uM ABA favorecio la
exclusion de Nade la parte aérea en medio salino (100 mM). Raodt similares
fueron descritos por otros autores para otrosvodt{Khadri et al., 2007; Gurmani et

al., 2007, 2013).

Distintos autores implican al €aen el mecanismo de exclusion y retencién de
iones en la raiz (Liu and Zhu, 1997; Blumwald et 2000; Ishitani et al., 2000; Shi et
al., 2002), lo que apoya los resultados obtenidoa [os cvs. Picudo y Ocal, ya que en
estos cultivares el €ano descendié en raiz por la alta salinidad (200 RACI), de
hecho, en ‘Picudo’ aumentd. De forma similar, Vigbal. (2005) no describieron
descenso del Gade raiz en el cv. Kalamata (tolerante). En el aocv. Picual, el
C&* aumentd en hoja y raiz de estaquillas enraizagaidas en medio salino (100 mM
NaCl). Sin embargo, otros autores no relacionarfoauenento de C& en raiz en

condiciones de estrés salino con la toleranciaditett al., 2007; Bader et al., 2015).

El Na' interfiere con la absorcion de"kor la raiz (Bandeh-hagh et al., 2008),
por tanto, en los cultivares estudiados la coneeiiin de K descendié por la salinidad
(excepto en hoja del cv. Picudo). El aumento déyNel descenso de*Krajo consigo
un descenso de la relaciéri/Ka’, relacién considerada por algunos autores como un

indice de toxicidad (Chaparzadeh et al., 2003).eEnaso del cv. Picual, la relacion
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K*/Na" se redujo por la salinidad, independientementtadelad de la planta, siendo
este descenso inferior en raiz que en hoja. Petical. (2008) describieron una
reduccion de la relacion®Na" en hoja de ‘Frantoio’ (tolerante) similar a la ciés
para el cv. Picual. Segun Tattini et al. (2008olarancia a la salinidad del olivo esta
relacionada, no solo con la capacidad de exclud®rNd de la parte aérea, sino
también con el mantenimiento de una apropiada iéelak’/Na” en los tejidos en
crecimiento activo. De hecho, los cvs. Picudo ylQOpae mostraron la mayor capacidad
de exclusion de Nafueron los que menos descendieron la relaci®iN& de hoja,
aungue dicha relacion no mostré diferencias entidévares. En consonancia con
nuestros resultados, Perica et al. (2008) publicama relacion K/Na' similar entre
cultivares sensibles y tolerantes crecidos enssakno. En contraste, otros autores han
descrito una relacion *Na" en hoja mas alta en cultivares de olivo toleraqtes en
cultivares sensibles (Bader et al., 2015, Char#dasilet al., 2005). De forma similar,
los pretratamientos con AIA y AS, que mejorarontdéerancia a la salinidad en

estaquillas enraizadas del cv. Picual, aumentaroglacion K/Na" de hoja.

La P,, al igual que el crecimiento, es uno de los ppalgs procesos que se
afectan por la salinidad (Munns et al., 2006). Seguestros resultados para el cv.
Picual, con 100 y 200 mM NaCl hubo descenso d&,lain embargo, en los ensayos
realizados con 50 mM NaCl la fotosintesis no setéfeResultados similares fueron
descritos por Chartzoulakis et al. (2002) paraivares moderadamente tolerantes
(‘Amphisis’ y ‘Koroneiki’) y tolerantes (‘Kothreikiy ‘Kalamata’) a la salinidad. En
contraste, Kchaou et al. (2013) describen descdadaP, con 50, 100 y 200 mM en
los cvs. Chetoui (sensible), Koroneiki (moderadaimenierante), Arbequina (tolerante)

y Arbosana (moderadamente tolerante). Sin embaigquetratamiento de plantas de 1
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afo del cv. Picual con GAAIA, QUIN y AS aumenté |8, en plantas con 200 mM
NaCl. En otros cultivos también se ha descrito aumee la capacidad fotosintética
con GA;, QUIN y AS (Khan et al.,, 2010; Wu et al., 2012bad¢| and Ashraf 2013;

Bastam et al., 2013).

El descenso de I®, por la salinidad puede deberse a un descenso de la
disponibilidad de C®o a un efecto directo de los iones en las céld&smesofilo
(Flexas et al., 2004, 2007; Chartzoulakis et &102). En el cv. Picual, lgs descendi6
en todos los niveles de NaCl ensayados, por lcetjagrre estomatico contribuyé a la
reduccion de 1&,. Este descenso dedapor la salinidad es una respuesta adaptativa de
la planta frente al descenso del potencial hideicel entorno de las raices (Zheng et
al., 2002). Cuando el descenso dé°lase debe al descenso deglala Ci desciende
(Farquhar and Sharkey, 1982), sin embargo, en.dPicual la Ci aument6 con 100 y
200 mM NaCl. Por tanto, con estos niveles de galtdciones bioquimicas, por la
acumulacion de iones en los tejidos, podrian estatribuyendo al descenso deHa
(Chartzoulakis et al., 2002). Estos resultados aidén con los descritos por otros
autores para otros cultivares de olivo en condesae estrés salino intenso (Bongi and
Loreto, 1989; Paranychianakis and Chartzoulaki®520Sin embargo, en plantas de 1
afo del cv. Picual, descendio la Ci con 100 y 200 NaCl por los pretratamientos con
GAs3, AlIA y QUIN, mientras que, en los pretratamientost AS y SPD solo descendi6

Ci con 100 mM NacCl. Por tanto, en estos casos nmeata la fotoinhibicion.

Por otra parte, en el cv. Picual el descenso defdbbcon 100 y 200 mM NaCl
también pudo contribuir al descenso ddja Resultados similares han sido descritos
por otros autores en otros cultivares de olivoréoltes y sensibles a la salinidad (Ben

Ahmed et al., 2009, 2010, 2011; Petridis and Tlser&®12; Kchaou et al., 2013). El
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descenso de la clorofila es un sintoma del eski@sitd/o, pudiendo ser resultado de la
fotooxidacion de los pigmentos, de un aumento deetgradacion o de la inhibicion de

su sintesis (Smirnoff, 1993; Santos, 2004).

La aplicacion de QUIN, GAy AS provoc6 un aumento del contenido clorofila
en el cv. Picual, independientemente de la eddd dianta, con 100 y 200 mM NacCl.
Resultados similares han sido descritos por otma®r@s para otros cultivos en
condiciones de estrés salino (Gadallah, 1999; KBah0Q; Agami, 2013). En el caso de
la QUIN, regulador que aumentd el contenido de pigims en mayor proporcion,
puede deberse a la capacidad de esta fitohormeoaaguhucir la actividad clorofilasa y
estimular la sintesis de pigmentos (Chernyad’e®@920Por otra parte, Shah (2007)
relaciona la GA con la mejora de la ultraestructura de los plastidsociada con la
retencién de clorofila, evitAndose asi su degradacanientras que, Kulaeva et al.

(1991) describe la prevencion de la degradaciocldedplasto por el AS.

En olivo la reducciéon del transporte de agua erdicoones de estrés salino,
puede ser un mecanismo de proteccion de la paga &énte al exceso de iones salinos
(Chartzoulakis, 2005; Melgar et al., 2006). Potdafa reduccion de lgs y la E por la
salinidad podria considerarse un mecanismo adaptatias que una consecuencia
negativa del estrés (Tatini et al., 2008). Seguavesh et al. (2009), un descenso dgsla
en medio moderadamente salino (50 mM NaCl), comwreccon el cv. Picual, puede
tener un efecto protector ya que le permite adatpl mejorar la eficiencia en el uso del
agua. De hecho, plantas del cv. Picual crecidas5bmM NaCl no redujeron el
contenido hidrico de la hoja (RWC). Sin embargam £60 y 200 mM NaCl se redujo
tanto en estaquillas enraizadas como en plantdsai®. El descenso del RWC con

100 y 200 mM NaCl también ha sido descrito en s €hemlali (Ben Ahmed et al.
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2009) y Cipressino (Remorini et al., 2009).

La acumulacién de solutos por las células de plagee crecen en condiciones
de estrés salino se ha descrito en numerosas esg@eranychianakis et al., 2005),
entre las que se encuentra el olivo (Gucci andinfat997). En plantas superiores,
entre los osmolitos compatibles descritos se et@arenazicares, aminoacidos y
proteinas (Mansour, 2000; Abraham et al., 2003;r&fs2004; Munns and Tester,
2008; Igbal et al., 2014). En el caso del cv. Rjcelacrecimiento en medio altamente
salino (200 mM NaCl) trajo consigo un aumento deniveles de proteina de la hoja,
mientras que en medio salino (100 mM NaCl) tamk@émentaron aminoacidos y
prolina. En estudios realizados por Demiral et @O011), la prolina tuvo un
comportamiento similar en el cv. Gemlik. En corntga8en Ahmed et al. (2010, 2011)
describieron acumulo de prolina con ambos nivelesN&CI en el cv. Chemlali
(tolerante). Por tanto, el aumento de prolina ddpeatel nivel de NaCl y del cultivar, tal
y como afirman Petridis and Therios (2012). Poa g@arte, en el cv. Picual la sintesis
de prolina podria estar relacionada con el niveltalerancia a la salinidad (el

mecanismo de exclusion funcion6 hasta 100 mM NacCl).

Por otro lado, en condiciones de estrés salinopretratamiento con GA
favorecié la acumulacion de prolina respecto a [de&ntas sin pretratamiento,
independientemente de la edad de la planta (eBteqanraizadas y plantas de 1 afo).
Ademas, en funcion de la edad de la planta, lainaroltambién aumento con otros
reguladores del crecimiento. En estaquillas endazaesto ocurrio por los
pretratamientos con AS y QUIN, mientras que entpkmle un afo, se favorecié su
acumulacion con AIA y AS en 200 mM NaCl y con SRD1€0 mM NaCl. Esto podria

deberse a que las fitohormonas pueden influir ¢oléaancia a la salinidad regulando el
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metabolismo de la prolina a través del aumentacdetenido de N o Ca (Igbal et al.,

2014).

Los azucares totales de la hoja no aumentaronapsailinidad. Sin embargo, el
analisis por separado mostrd que, en el estaqeitieEzadas del cv. Picual aumentaron
los niveles de glucosa (100 y 200 mM NaCl) mientjae los de fructosa y sacarosa
descendieron. Ademas, aumentaron los niveles daéah@®0 mM NaCl). En estudios
previos, Tattini et al. (1996) también observaramanto de glucosa y manitol. El
manitol tiene una especial relevancia en la biogu#ndel olivo en condiciones de
salinidad (Tattini et al., 1996; RejSkova et aD02), ya que, ademas de contribuir al
ajuste osmoético (Tattini et al., 1996, 2002), tagnbactia como antioxidante capaz de
eliminar radicales libres (Shen et al., 1997; Stlal., 2007) al igual que se ha descrito
para la prolina (Ashraf and Foolad, 2007). Por pade, los pretratamientos con QUIN
y AS favorecieron el acumulo de manitol con 10000 2nM NacCl respecto a plantas
sin pretratar. En plantas con @A AIA esto sélo ocurrio con 200 mM. Ademas, todos
los reguladores del crecimiento incrementaron lecién Man/Glc con 100 mM NacCl

favoreciendo la acumulacién de manitol respectogelglucosa.

Las plantas que crecen en condiciones de estréso,sdbmbién deben
enfrentarse a un estrés oxidativo por la generad@mspecies reactivas del oxigeno
(ROS) (Koyro et al., 2008; Yazici et al., 2008).r&avitar el dafio oxidativo es
necesario la eliminacion de las ROS a través deam&mos de enzimaticos y no
enzimaticos. Para comprobar si en condiciones tésesalino se mantiene el equilibrio
entre la produccién y eliminacion de las ROS, gerd@nd la capacidad antioxidante en
la hoja. Los resultados obtenidos para el cv. Picoastraron que la capacidad

antioxidante, en funciéon de la neutralizacion dkaales DPPH’, se incrementd con 200
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mM, pero no con 50 y 100 mM. Por otra parte, lostratamientos con AlA y SPD

aumentaron la capacidad antioxidante con 100 mMINaC

Los fenoles y flavonoides se encuentran entre toxipales antioxidantes no
enzimaticos (Turkan and Demiral, 2009) y contribuyela eliminacion de radicales
libres (Arora et al., 2000; Blokhina et al., 2003ittini et al., 2004; Agati et al., 2007).
Segun los resultados obtenidos en este trabajesjauesta de los fenoles al estrés
salino dependié del cultivar y del nivel de NaCkiAcon 200 mM NaCl soélo se
incrementaron los niveles de fenoles en ‘Franto@&al’ y ‘Picual’. Sin embargo, en
‘Picual’ con 50 y 100 mM NaCl descendieron. En casie, en otros cultivares de olivo
(‘Zard’, ‘Ascolana’, ‘Koroneiki’, ‘Arbequina’ y ‘Cpressino’) se ha descrito aumento de
fenoles con niveles inferiores a 200 mM NaCl (Remagt al., 2009; Petridis et al.,
2012). El comportamiento de los flavonoides, fungilar al de fenoles, excepto con 50
mM que no descendid. Resultados similares fuersaries por Remorini et al. (2009)

en el cv. Cipressino.

El pretratamiento de plantas de 1 afio del cv. Picaa AlA, trajo consigo
aumento de los fenoles con 100 y 200 mM NaCl, masnjue, los pretratamientos con
GAs3, AS, SPD y QUIN solo favorecieron su acumulaciam d00 mM. De forma
similar, los flavonoides se incrementaron en letratamientos con Gy AS para 100
y 200 mM NaCl, mientras que con el resto de regukslsolo se incrementaron en 100
mM NaCl. Esto es importante puesto que fenolesayofioides contribuyen a la
eliminacion de radicales libres que se generaragrtélulas a consecuencia del estrés

(Arora et al., 2000; Blokhina et al., 2003; Tatetial., 2004; Agati et al., 2007).

En respuesta al estrés oxidativo, ademas de laxatantes no enziméaticos, las
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plantas poseen mecanismos de defensa enzimaticestrbs resultados para el cv.
Picual, mostraron un aumento de las actividades P@IR con el estrés salino (100 y
200 mM NacCl), mientras que la actividad APX aumesiito con 200 mM. Ademas, la
POD se incremento por la salinidad en mayor p@forque la APX, por tanto, tuvo
un papel mas importante en la eliminacion dgdDH El aumento de la actividad APX y
GR en olivo por la salinidad ha sido descrito pto® autores en otros cultivares
(Valderrama et al., 2006; Ben Ahmed et al., 20B@n Ahmed et al. (2010) detectaron
aumento de la actividad APX en el cv. Chemlaligitahte), tanto con 100 como con
200 mM NacCl; mientras que, en el cv. Allora deso@rmdn 150 mM NaCl (Melgar et
al., (2009). El pretratamiento del cv. Picual ceguladores del crecimiento tuvo un
efecto diferente entre las distintas enzimas. ltevidad APX de plantas con 100 mM
NaCl, aumentd en todos los pretratamientos respegiantas sin pretratar. Ademas,
con AIA esto también ocurrio con 200 mM NaCl. Del® en el pretratamiento con
AlIA, la APX alcanzé una actividad similar a la PGID plantas sin pretratar. Sin
embargo, en cuanto a la otra peroxidasa estudiEdalPOD, ninguno de los
pretratamientos mejord su actividad en condiciae®strés salino respecto a plantas
NP. En el caso de la actividad GR, los pretratatogenon AIA y QUIN mejoraron la

respuesta de plantas con 100 mM NacCl.
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Conclusiones

Los cultivares utilizados en este estudio muestamabilidad en la tolerancia al
estrés salino. Los cultivares mas tolerantes ar@d0 de NaCl son ‘Picudo’ y
‘Ocal’, que acumulan mas Nan raiz que en hoja, inhiben el transporte deaNa

parte aérea, descienden en menor proporcion laigeld’/Na” de la hoja y no

reducen el C4 de la raiz.

La tolerancia a la salinidad de estaquillas endamigadel cv. Picual esta
condicionada por el tiempo de exposicion y el ndelNaCl. A las 6 semanas de
exposicion, se acumula mas Nen raiz que en hoja con 100 y 200 mM de NaCl,
limitandose su transporte hacia la parte aéreaptrage que, a las 8 semanas, las
plantas con 200 mM no sobreviven y las plantasl@hmM incrementan el Na

de la hoja en mayor proporcion que el de la raiz.

Los pretratamientos con acido salicilico y aciddoiacético, mejoran la tolerancia
a las 6 semanas con 100 y 200 mM de NaCl de eBtaeinraizadas del cv. Picual,
favoreciendo la acumulacion de Nen raiz respecto a hoja, la inhibicion de su
transporte hacia la parte aérea, su menor acuranlaci hoja y raiz, y un menor

descenso de la relaciori/Ka” de la hoja.

La supervivencia del cv. Picual a 200 mM de Na@ esndicionada por la edad
de la planta, siendo menos resistente en etapgwaeas de su desarrollo. Asi,
estaquillas enraizadas mueren a las 8 semanastrasieue, plantas de 6 meses

sobreviven a 12 semanas de exposicion.
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La aplicacion de 10 uM de &acido abscisico aumeataupervivencia a las 8
semanas con 200 mM de NaCl, y la retencion dedsala raiz con 100 mM de

NaCl de estaquillas enraizadas del cv. Picual.

En hoja del cv. Picual con 100 mM de NaCl, se aprema tendencia a la
acumulacion de metabolitos osmoéticamente activalestcomo, aminoacidos,

prolina, proteina, glucosa y manitol.

El pretratamiento con acido giberélico, favoreceatmmulacion de prolina en
condiciones de estrés salino, en estaquillas exttaszy plantas de 1 afio del cv.

Picual.

En hoja de estaquillas enraizadas del cv. Picealfagorece la acumulacion de
glucosa respecto a manitol en respuesta al esaté®.SEl pretratamiento con
reguladores del crecimiento influye en los patrodesacumulacion de ambos
metabolitos. Con 100 mM se favorece la acumulacdénmanitol respecto a
glucosa con todos los reguladores del crecimiemsayados, mientras que con 200

mM esto ocurre sélo con acido giberélico.

En plantas de 1 afio del cv. Picual, las enzimagsteés oxidativo, POD, APX y
GR, aumentan en respuesta al estrés salino, siandoctividad POD de mayor
relevancia que la APX en la eliminacion del peréxide hidrégeno. El
pretratamiento con &cido indolacético incrementactévidad APX con 100 y 200

mM de NacCl.
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Abstract. Changes caused by NaCl salinity on growth, gas exchange, chemical compo-
sition, and oxidative stress symptoms have been measured in six olive (Olea europaea L.)
cultivars (Casta Cabra, Cornicabra, Frantoio, Ocal, Picual, and Picudo) grown in
nutrient solution in a growth chamber pot experiment. Six-month-old plants were
transplanted to a sand—perlite culture and irrigated with half-strength Hoagland
nutrient solution containing 0 and 200 mm NaCl for 12 weeks. Salinity significantly
depressed growth and leaf gas exchange, but to a different degree in each cultivar, Picudo
was the cultivar that showed less growth inhibition. The effectiveness of Na* exclusion
mechanism in the roots differed significantly among studied cultivars, working effec-
tively in ‘Ocal’ and ‘Picudo’ and being less efficient in ‘Picual’. Furthermore, ‘Picudo’
showed the ability to maintain the concentration of leaf K* under the stress condition.
‘Ocal’ accumulated phenolic compounds and did not reduce carotenoid or total thiol
concentration under saline stress. Between the cultivars studied, ‘Picudo’ and ‘Ocal’

were the most tolerant.

In the Mediterranean region, the olive is
considered to be the most important fruit tree
in the area (International Olive Oil Council,
2003). In this region, olive tree cultivation is
being extended to irrigated land where salin-
ity is becoming a major problem as a result of
a high rate of evaporation and insufficient
leaching (Calero et al., 2013; Chartzoulakis,
2005). In addition, water scarcity in the
Mediterranean basin restricts the availability
of fresh water for crop irrigation. To over-
come water shortages and to satisfy the
increasing water demand for agricultural de-
velopment, the use of saline water may
become an unavoidable necessity.

Olive is considered moderately tolerant to
salinity (Demiral, 2005), although the re-
sponse of plants to saline stress is a genotypic-
dependent characteristic (Chartzoulakis et al.,
2002; Weissbein et al., 2008). The olive tree’s
ability to acclimate to saline stress includes
morphological, anatomical, and physiological
alterations at the leaf level (Tattini et al.,
1995). However, tolerance to NaCl in olive
is mostly related to the salt exclusion mecha-
nism at the root level, which prevents sodium
(Na") accumulation in leaf tissue as well as
the ability of the olive to maintain an essential
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potassium (K*)/Na* ratio (Chartzoulakis et al.,
2002).

Salt stress inhibits photosynthesis in olive
trees, attributable mainly to stomatal closure
(Loreto et al., 2003) and salt ion accumulation
(Melgar et al., 2008), whereas the ensuing
limitation of CO, assimilation triggers the
overreduction of the photosynthetic electron
chain. As a reaction, to avoid photoinhibition,
electron transfer along the photosynthetic
chain is directed to oxygen acceptors other
than water (Munns and Tester, 2008). This
excessive reducing power prompts the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS) that
triggers lipid peroxidation, DNA damage, in-
hibition of photosynthesis, and disturbance in
mineral nutrient status (Cordovilla et al.,
2014; Turan and Tripathy, 2012).

The accumulation of low-molecular-weight
osmolytes such as carbohydrates and amino
acids is a well-known adaptive mechanism in
plants against saline stress (Igbal et al., 2014;
Munns and Tester, 2008). Moreover, it has
been reported that proline protects higher plants
against osmotic stress not only by facilitating
the retention of water in the cytoplasm, but also
by functioning as an oxygen radical scavenger
and by displaying an antioxidant activity (Igbal
et al., 2014).

The fresh water scarcity in the Mediterra-
nean basin for crop irrigation, the socioeco-
nomic importance of cultivation olive, and the
lack of studies comparing olive cultivars of
less than a year in controlled conditions were

the leading decisive factors to carry out this
research. In fact, olive plants of less than 1
year in the nurseries could be irrigated with
saline water to help overcome water shortages.
Therefore, the main aim of this study is to
compare the salinity tolerance of six olive
genotypes of great socioeconomic importance
in the Mediterranean region. In an effort to
elucidate the adaptive strategies of young
olive plants to salinity salt accumulation
(Na', K*) in roots and leaves, leaf concentra-
tion of photosynthetic pigments (chlorophylls,
carotenoids), free amino acids, free proline,
total soluble carbohydrates, total phenols, and
total thiols were measured. Also, the effects of
salinity on growth and gas exchange rates [net
CO, assimilation rate and stomatal conduc-
tance (gs)] were assessed.

Materials and Methods

Plant material and growth conditions.
This study was conducted with five autochtho-
nous Spanish cultivars (Casta Cabra, Cornica-
bra, Ocal, Picual, and Picudo) and one Italian
cultivar (Frantoio). Uniform, 6-month-old
rooted plants (Viveros Laserplant CB, Cor-
doba, Spain) were transplanted to 1.5-L pots
containing a sand—perlite mixture (1:3, v/v).
Plants were well established by watering three
times per week with 100 mL of half-strength
Hoagland’s solution (Hoagland and Arnon,
1950). After 4 weeks, salt treatments were
started by daily applying 25 mm NaCl in the
nutrient solution to reach the final NaCl con-
centration of 200 mwm, whereas the salt-free
control plant (0 mm) continued to receive only
nutrient solution. The salinity treatments lasted
12 weeks, the experiment ending when the
plants were 10 months old. The experimental
design was a six X two factorial (six cultivars X
two salt treatments) with six replicate plants in
each treatment using a complete random design
in a growth chamber with a 16-8-h light—dark
cycle, 25 to 20 °C day-—night temperature,
relative humidity 55% to 75%, and photosyn-
thetic photon flux density (400 to 700 nm) of
500 umol-m=2.s7".

Plant growth and leaf parameters. At the
end of the experiment, all plants were gently
removed from the substrate, roots were
washed with distilled water, and partitioned
into different organs. After the measurement
of fresh weight, shoot length, and total leaf
area (LA) of each plant, roots, stems, and
leaves were dried at 65 °C for 72 h in a force-
d-air oven and the dry weight (DW) was
determined. LA was determined using the
method established by Tattini et al. (1995).
The area of each leaf was calculated according
to the following regressions equations:

For ‘Casta Cabra’:

Y =0.695X + 0.139(+* = 0.980)
For ‘Cornicabra’:

Y =0.732X - 0.061 (+* = 0.984)
For ‘Frantoio’:

Y =0.641X + 0.383(r* = 0.986)
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For ‘Ocal’:

Y =0.662X +0.257(r* = 0.978)
For ‘Picual”:

Y =0.639X +0.304(* = 0.987)
For ‘Picudo’:

Y =0.688X +0.014(r* = 0.986)

where Y is leaf area and X is the product
length x width.

The concentrations of Na*" and K* in leaf and
root were measured with an emission-absorption
spectrophotometer (Perkin Elmer AAnalyst
800) after the tissue had been dry-ashed for
24 h at 450 °C and suspended in 37% HCL.

Biochemical analysis. Net CO, assimilation
rate (P,) and gs were measured at saturating

light photosynthetically active radiation
greater than 800 wmol-m2.s™') on the youn-
gest fully expanded leaves of six plants per
treatment using a portable photosynthesis
system (LI-COR 6400; LI-COR Inc., Lincoln,
NE). Measurements were made between 1 and
4 h after the beginning of the photoperiod.
Leaf sections were homogenized in 80%
acetone (Arnon, 1949) for chlorophyll (Chl),

Table 1. Effects of salinity (0 or 200 mm NaCl) on shoot length, total dry weight (DW), root/shoot ratio (Rt/Sh), leaf area (LA), CO, assimilation rate (7,), stomatal
conductance (gs), and photosynthetic pigments of six olive cultivars 12 weeks after saline treatments started.”

Shoot length Total DW LA P, gs Chla1p) Car
(cm/plant) (g/plant) Rt/Sh (cm?/plant) (umol-m2.s") (mmol-m2.s") (mg-g"' DW) (mg-g"' DW)

Casta Cabra

0 7.85 de 1.96 be 033 g 77.11d 11.12a 15723 b 390 b 0.86 b

200 298¢ 0.87 f 0.97d 2573 ¢ 8.92b 24.50d 1.91 ef 0.45 fg
Cornicabra

0 31.60 a 3.06a 045 f 122.15 ab 8.01 be 120.88 be 279 ¢ 0.63 cd

200 7.20 de 1.31 ef 1.07 ¢ 42.35¢ 5.65 de 27.25d 2.13¢ 0.50 ef
Frantoio

0 2442b 323a 0.66 ¢ 92.93 cd 11.31a 270.02 a 295¢ 0.66 ¢

200 9.54d 1.71 cde 1.39 ab 31.80¢ 4.87 de 64.89 cd 197 ¢ 0.47f
Ocal

0 16.00 ¢ 2.88a 0.46 f 102.37 be 7.64 be 119.76 be 271 cd 0.62 cde

200 347¢ 1.02 f 1.30b 20.38 ¢ 433 de 18.29d 217¢ 0.52 def
Picual

0 21.55b 294 a 0.39 fg 136.00 a 8.60 b 160.03 b 470 a 1.02a

200 6.12 de 1.43 def 1.05 cd 42.63 ¢ 6.46 cd 15.71d 2.03 ¢ 0.49 f
Picudo

0 5.86 de 2.04b 0.69 ¢ 74.09 d 8.81b 128.69 be 2.25 de 0.51 ef

200 3.10e 1.10 f 141 a 2583 ¢ 5.34 de 20.42d 1.41f 034 ¢

*Values are mean of six replicates for shoot length, total DW, Rt/Sh, LA, P,,, and gs, and four replicates for photosynthetic pigments. Within each column, means
followed by the same letters are not significantly different at 5%.
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Fig. 1. Percentage of leaf sodium (Na") concentration (percent dry weight) as compared with root sodium (Na*) concentration (percent dry weight) at 200 mm
NaCl in the six cultivars investigated. Values are mean of three replicates. Bars marked with the same letter were not significantly different at 5%.
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carotenoid, and phenol determination (Singleton
and Rossi, 1965; Wellburn, 1994). Carbohy-
drate content was measured as described by
Irigoyen et al. (1992). Free proline was quan-
tified according to Bates et al. (1973) and free
amino acids were estimated by using the
method of Rosen (1957). Total thiol content
(-SH) was assayed according to Ellman (1959)
using 5,5’ -dithiobis (2-nitrobenzoic acid).
Statistical analysis. All data were subjec-
ted to a two-way analysis of variance (effects of
cultivar and NaCl treatments as fixed factors
with its interaction factor). Significantly differ-
ent means were compared using Tukey’s test
(P < 0.05). All calculations, including statisti-
cal analysis, were computed using IBM SPSS
Statistics 19 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results and Discussion

Plant growth, leaf characteristics, and
tissue mineral content. The largest reduction
in shoot length, total DW, and LA caused by
salinity was detected in ‘Ocal’ (78%, 65%,
and 80%, respectively) (Table 1). In contrast,
shoot length was unaffected in ‘Picudo’ and
‘Casta Cabra’. Furthermore, ‘Picudo’ showed
the lowest inhibition in total DW and LA
(46% and 65%, respectively) and the lowest
increase in root/shoot (2.04-fold). However,
according to Chartzoulakis (2005), salt toler-
ance in olive cultivars is associated with the
effective mechanisms of ion exclusion and
retention of saline ions in the root. In this
regard, Na* concentration in salinized plants
increased more in the leaf than in roots in
‘Cornicabra’, ‘Picual’, ‘Frantoio’, and ‘Casta
Cabra’ (21-fold), whereas in ‘Ocal’ and
‘Picudo’, Na* concentration increased more
in roots than in leaf. In addition, according to
leaf Na* concentration of that in root (Fig. 1),
studied cultivars can be divided into three
groups. The first one includes ‘Picual’, which
showed similar concentration of Na* in root
and leaf. The second group includes cultivars
that accumulated Na* at high concentrations in
root but increased Na* concentration more in
leaf than in root (Table 2). These cultivars are
Casta Cabra, Cornicabra, and Frantoio, which
showed a leaf Na* concentration of 47%, 31%,
and 38% of that in root, respectively. The third
group includes ‘Ocal” and ‘Picudo’, which are
characterized by an important accumulation of
Na® in root and an important inhibition of
translocation of this element to leaf. There-
fore, among cultivars studied, ‘Picudo’ and
‘Ocal’ were the most salt-tolerant.

Under saline condition, the K* concentra-
tion decreased in roots of all cultivars with
‘Picudo’ (46%) and ‘Ocal’ (50%) showing
the lowest decrease (Table 2). In leaf, the
strongest inhibition was detected in ‘Picual’
(51%), whereas ‘Picudo’ was unaffected. In
addition, ‘Ocal’ and ‘Picudo’ showed the
lowest decrease of K'/Na' in leaf (88%),
whereas ‘Picual’ registered the highest
(98%). High leaf K* concentration facilitates
osmotic adjustment with relatively less en-
ergy expenditure than the accumulation of
other compatible solutes like mannitol and
glucose in olive trees (Tattini et al., 1995).
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Leaf'gas exchange parameters. P, and gg
sharply declined in response to salinity
(Table 1). The drop in g5 under saline stress
may be an adaptive response to decreased
water content. In this regard, Loreto et al.
(2003) indicated that photosynthesis was
indirectly limited by the lower water availabil-
ity in salt-stressed olive trees with different
sensitivity to salt stress. In addition, photo-
synthesis could be limited by non-optimal
metabolic conditions caused by Na* accu-
mulation (Table 2). Similar results were
reported by Kchaou et al. (2013) for other
olive cultivars.

Photosynthetic pigments and metabolites in
leaves. Cultivar Ocal did not significantly in-
hibit carotenoid content by salinity (Table 1). It
has been well documented that carotenoids
are involved in the protection of the photo-
synthetic apparatus against photoinhibitory
damage by singlet oxygen, which is produced

by the excited triplet state of chlorophyll
(Yazici et al., 2008). In fact, ‘Ocal’ was the
cultivar that showed the lowest reduction in
Chl,ypy content (20%). In contrast, ‘Picual’
showed the sharpest reduction in the caroten-
oid and Chl .y, contents.

Salinity induced a decrease in total thiol
concentration in ‘Casta Cabra’ (34%), ‘Picual’
(27%), ‘Picudo’ (22%), and ‘Frantoio’ (11%)
(Table 3), probably as a result of the oxidation
of non-protein -SH groups. Oxidative stress
depletion on non-protein thiols enhances the
susceptibility to membrane damage by lipid
peroxidation and may trigger ROS irrevers-
ible negative effects on cellular function (Ali
et al., 2005).

The soluble carbohydrate, amino acids,
and proline in leaves were not increased by
salinity in any cultivars (Table 3). In contrast,
Ben Ahmed et al. (2011) reported proline
accumulation by salinity in plants of 2 years

Table 2. Effects of salinity (0 or 200 mm NaCl) on sodium (Na*) and potassium (K*) content in leaf and root
of six olive cultivars 12 weeks after saline treatments started.”

Leaf (%) Root (%)
Na* K* K*/Na* Na* K* K*/Na*

Casta Cabra

0 0.08 gh 1.96 a 25.76 ¢ 0.75 f 1.69 ¢ 2.25d

200 1.67b 136 ¢ 0.81f 3.58b 044 g 0.12¢
Cornicabra

0 0.03 i 1.38 de 50.37 a 0.81e 3.58a 439b

200 1.11¢ 1.01f 1.10 f 3.63b 0.57 f 0.16 ¢
Frantoio

0 0.04 i 147 ¢ 34.04 b 046 g 1.54d 336¢

200 1.04 d 1.22f 1.17 f 2.73d 0.61f 022¢
Ocal

0 0.07 h 1.38 de 19.76 d 0.151 0.84 ¢ 545a

200 053 f 1.23f 230f 3.28¢ 042 ¢g 0.13 ¢
Picual

0 0.09 gh 1.52 b 17.35 de 0.38h 2.06 b 537a

200 2.62a 0.75¢g 029 f 2.74d 0.82¢ 0.30¢
Picudo

0 0.09 g 1.42 cd 15.02 ¢ 039h 1.67 ¢ 421b

200 0.84 ¢ 143 ¢ 1.70 f 5.03 a 0.90 ¢ 0.18 ¢

“Values are mean of three replicates. Within each column, means followed by the same letters are not
significantly different at 5%.

Table 3. Effects of salinity (0 or 200 mm NaCl) on soluble carbohydrates, free proline, free amino acids,
total phenol, and total thiol concentrations of leaf of six olive cultivars 12 weeks after saline treatments
started.”

Soluble carbohydrates Proline Amino acids  Total phenol Total thiol
(mg-g' DW) (1g-g'DW) (ugg'DW) (mgg'DW) (nmolg' DW)

Casta Cabra

0 28.21 cdef 81.71 abc 185.50 ab 2479 £ 172.04 a

200 21.16 g 47.25 de 146.92 def 1993 g 113.01 ¢
Cornicabra

0 5240 a 82.79 abc 175.38 abc 23.39f 108.23 d

200 35.59 bed 74.84 be 119.57 fgh 25.08 £ 108.04 d
Frantoio

0 25.76 fg 56.20 cd 160.04 cde 32.55d 103.58 ¢

200 25.71 fg 2540 ¢ 125.56 fg 41.37a 9259 ¢g
Ocal

0 44.33 ab 64.42 cd 99.68 gh 35.69 ¢ 9038 g

200 35.34 cd 75.18 be 65911 38.30 b 9255¢g
Picual

0 31.61 cde 100.64 ab 198.63 a 14.67 h 145.02 b

200 27.17 def 103.75 a 137.17 ef 19.75 g 105.40 de
Picudo

0 36.84 be 70.56 cd 102.69 gh 33.96 cd 96.86 f

200 27.34 def 68.28 cd 91.38 hi 28.28 ¢ 75.61 h

“Values are mean of four replicates. Within each column, means followed by the same letters are not
significantly different at 5%.
DW = dry weight.
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of the salt-tolerant olive cultivar Chemlali.
However, phenolic compound was increased
in ‘Picual’ (34%), ‘Frantoio’ (27%), and ‘Ocal’
(7%) (Table 3). This is important because
phenolic compounds can act as compatible
organic solutes and as molecular antioxidants
through their ability to destroy free radicals
(Blokhina et al., 2003). A similar result was
described by Remorini et al. (2009) for the
olive cultivar Cipressino.

In conclusion, between the cultivars stud-
ied, ‘Picudo’ and ‘Ocal’ were the most
tolerant. Those cultivars showed the most
effective mechanism of ion exclusion and
retention of saline ions in the root. In addi-
tion, ‘Picudo’ and ‘Ocal’ showed an ability to
maintain the most appropriate K/Na" ratio in
actively growing tissues. In contrast, ‘Picual’
was the least salt-tolerant with a similar
concentration of Na* in root and leaf and
the highest decrease of K*/Na* ratio in leaf.
Furthermore, between the compatible osmo-
lytes studied, only phenolic compounds were
accumulated in ‘Ocal’ and ‘Picual’.
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