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Abstract

Contrasting growth and yield responses of pepper rootstocks have been associated with
changes in the hormonal balance under moderate salinity. In the present study, three
important antioxidative metabolism-related parameters (lipid peroxidation, total phenol
concentration, and ascorbate peroxidase activity) were analysed in leaves of pepper plants
(Gacela F1) either non-grafted or grafted onto three commercial rootstocks (Atlante,
Creonte, and Terrano) and cultivated under control (0 mM NaCl) and moderate salinity
conditions (35 mM NaCl). Salinity did not significantly alter either lipid peroxidation or
total phenol concentration except for plants grafted onto Terrano, which showed the
highest phenol concentrations. Importantly, plants grafted onto the three commercial
rootstocks significantly decreased lipid peroxidation, thus buffering the damage caused by
oxidative stress under salinity with respect to the non-grafted Gacela F1 plants. The
peroxidase activity was reduced under salinity, especially in plants grafted onto Atlante
while plants grafted onto Terrano presented the highest activity. This study shows
rootstock-mediated differencial responses in the antioxidative metabolism of salinized
pepper plants that could help to explain the contrasting growth and yield effects observed
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Resumen

Se ha visto que, las respuestas diferenciales de crecimiento y productividad de
portainjertos comerciales de pimiento estan asociadas a cambios en el metabolismo
hormonal en condiciones de estrés salino. En este estudio, tres parametros fundamentales
del metabolismo antioxidativo (peroxidacion lipidica, concentracién de fenoles totales y
actividad ascorbato peroxidasa) se analizaron en hojas de plantas de pimiento (Gacela F1)
sin injertar e injertadas sobre tres portainjertos comerciales (Atlante, Creonte y Terrano),
y se cultivaron en condiciones control (0 mM NaCl) y salinas (35 mM NaCl). La salinidad no
afectd significativamente ni a la peroxidacion lipidica ni a la concentracion de fenoles
totales. Sin embargo, las plantas injertadas sobre los tres portainjertos comerciales
presentaron una reduccion significativa de la peroxidacion lipidica, que amortigu6 el dafio
oxidativo provocado por el estrés salino. La actividad ascorbato peroxidasa se vio reducida
en condiciones de salinidad, especialmente en plantas injertadas sobre Atlante, mientras
que las plantas injertadas sobre Terrano presentaron una actividad ascorbato peroxidasa
significativamente superior al resto de combinaciones. Este estudio muestra que existen
respuestas diferenciales en el metabolismo antioxidativo en plantas de pimiento
sometidas a estrés salino que podrian explicar las diferencias en crecimiento y
productividad observadas.
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1. INTRODUCCION

La salinizacion de los recursos hidricos y del suelo reduce el crecimiento y productividad de
los cultivos (1) e impide que las plantas alcancen su potencial genético. Las zonas mas afectadas
por la salinizaciéon son, principalmente, las regiones aridas y semiaridas de mas de 100 paises en
todos los continentes (2), que presentan baja pluviometria y elevada evaporacion. Ademas, un
factor anadido que esta contribuyendo a agravar el problema de la salinidad es la gestién ineficaz
de los recursos hidricos. El problema es tan grave que, a nivel global, mas del 20% de los cultivos
de regadio estan afectados por la salinidad (3). A nivel fisioldgico, las elevadas concentraciones de
Na+* y CI- provocan, inicialmente, un estrés osmotico en la planta que afecta a su capacidad para
absorber agua y nutrientes y, posteriormente, cuando el estrés es mas severo, los niveles de Na*y
Cl- pueden alcanzar niveles téxicos que provocan graves dafios celulares. En este sentido, se ha
demostrado que el estrés salino genera un desequilibrio metabdlico que conduce a la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el oxigeno singlete (102), el ion
superoxido (02+7), el peroxido de hidréogeno (H202) y los radicales hidroxilo (¢OH) manifestandose
como estrés oxidativo (4-7). El aumento de la produccién de ROS puede alterar la homeostasis
celular y el metabolismo normal a través del dafio oxidativo de las macromoléculas esenciales (8).

Para mejorar la tolerancia a la salinidad de los cultivos, se han utilizado diferentes
estrategias, tanto a nivel bioldgico como agrotecnolégico. Una estrategia de mejora de la
tolerancia a la salinidad que ha demostrado alta eficacia, tanto en cultivos lefiosos como
horticolas, es el injerto. En particular, el uso del injerto comercial en especies horticolas ha
aumentado espectacularmente en las ultimas décadas debido a los importantes beneficios que
genera, principalmente la resistencia a enfermedades de suelo y la tolerancia a estreses abioticos
como la salinidad y siendo capaz de modular las respuestas de crecimiento y productividad en
condiciones de estrés abidtico.

En un trabajo publicado recientemente se ha visto que el portainjerto induce respuestas
diferenciales de desarrollo (crecimiento vegetativo versus desarrollo productivo) en plantas de
pimiento sometidas a estrés salino moderado, que estan asociadas a cambios en el balance
hormonal de la planta (9). Dado que se ha demostrado que las hormonas vegetales son capaces de
modular el metabolismo antioxidativo, el objetivo de este trabajo ha sido completar el estudio
anterior para determinar las respuestas diferenciales en el metabolismo antioxidativo mediadas
por el portainjerto en plantas de pimiento en condiciones de salinidad moderada.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal v condiciones del cultivo

Se evaluaron plantas de pimiento de la variedad comercial ‘Gacela’ ‘F1’ (Syngenta Seeds,
USA) injertadas sobre tres porta-injertos comerciales: ‘Atlante’ (Ramiro Arnedo, Espafia),
‘Creonte’ (De Ruiter-Monsanto Seeds-Bayer Crop Science, Alemania) y ‘Terrano’ (Syngenta Seeds,
USA). Las plantas de Gacela F1 sin injertar se usaron como controles. Las plantas injertadas se
trasplantaron individualmente a macetas de 20 L. y se distribuyeron en filas en un invernadero
multitinel con una separacién de 40 cm entre plantas y 100 cm entre filas. El tratamiento de
salinidad se inici6 15 dias después del trasplante, anadiendo NaCl a una solucién nutritiva
Hoagland estdndar hasta llegar a una concentracion final de 35 mM, y recibiendo el control, la
solucion nutritiva original.

2.2 Determinacién de peroxidacién lipidica, compuestos fenélicos y ascorbato peroxidasa

La peroxidacion lipidica, los fenoles totales y la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa
(APX) se determinaron en hoja de acuerdo a la metodologia descrita por Pifiero et al. (10).

2.3 Diseio experimental
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Los valores medios de las distintas combinaciones de injertos y del tratamiento salino se
compararon utilizando el test Tukey con P<0,05, utilizando el software SPSS para Windows
(Versidn 25.0, SPPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El estrés salino moderado no modificé de forma significativa los valores de peroxidacién
lipidica. Sin embargo, si que se produjo una disminucién significativa de la peroxidacion lipidica
en todas las combinaciones de injerto con respecto a las plantas Gacela F1 no injertadas en
condiciones de estrés salino (Fig. 1a). Dado que la peroxidacién lipidica es un indicador de la
degradacidn oxidativa de los lipidos, este parametro se utiliza como indicador del dafio oxidativo
de las membranas celulares (11). En este sentido, todos los portainjertos comerciales evaluados
redujeron el dafio oxidativo de membranas celulares en condiciones de estrés salino a través de
la regulacién del balance hormonal de la planta (9).

En condiciones control, las concentraciones de fenoles totales fueron significativamente
inferiores en las plantas injertadas. Sin embargo, la salinidad provocé un incremento de los niveles
de fenoles en todas las combinaciones de injertos, siendo significativa en plantas injertadas sobre
Terrano (Fig. 1b). Se ha demostrado que los fenoles juegan un papel muy importante frente al
estrés oxidativo, reduciendo los niveles de ROS y manteniendo el crecimiento en condiciones de
estrés salino (12). Por tanto, el mayor crecimiento y productividad observada en condiciones de
estrés salino moderado en plantas injertadas sobre portainjertos comerciales (9) podria ser
explicada por una mayor capacidad de detoxificaciéon de ROS.

La actividad de la enzima ascorbato peroxidasa disminuy6 de forma significativa en plantas
injertadas sobre Terrano en condiciones control. Sin embargo, la salinidad no afect6 a la actividad
de esta enzima en plantas injertadas sobre Terrano, pero si que provocd una fuerte disminucién
en las plantas injertadas sobre Atlante y Creonte y en las plantas Gacela F1 sin injertar (Fig. 1c).
De hecho, las plantas injertadas sobre Atlante presentaron valores de actividad ascorbato
peroxidasa significativamente inferiores a las otras combinaciones y a las plantas Gacela F1 en
condiciones de estrés salino. La ascorbato peroxidasa es una enzima clave en el ciclo del glutation-
ascorbato, que resulta fundamental para la detoxificacion del peroxido de hidrégeno (13). Las
plantas injertadas sobre Atlante fueron las que presentaron una mayor disminucién de la biomasa
vegetativa en condiciones de estrés salino (9), lo cual podria ser explicado por la fuerte
disminucién de la actividad ascorbato peroxidasa observada. Sin embargo, esta enzima no parece
tener un papel clave en la detoxificacion del estrés oxidativo producido por la salinidad en los
portainjertos estudiados.

4. CONCLUSIONES

El portainjerto provoca respuestas diferenciales en el crecimiento y la productividad de
plantas de pimiento cultivadas en condiciones de salinidad moderada, asociadas a cambios en el
balance hormonal. En este trabajo se ha visto que las respuestas de tolerancia al estrés salino
mediadas por el portainjerto parecen estar reguladas por un control hormonal del metabolismo
antioxidativo. En concreto, el dafio oxidativo estudiado a través de la peroxidacién lipidica fue
menor en todas las combinaciones de injertos con respecto de las plantas Gacela F1 no injertadas.
Ademas, las concentraciones de fenoles totales, moléculas con una fuerte capacidad antioxidante,
aumentaron con la salinidad, especialmente en plantas injertadas sobre Terrano. La disminucion
actividad ascorbato peroxidasa se asocid a la fuerte disminucién del crecimiento vegetativo en
plantas injertadas sobre Atlante en condiciones de estrés salino, pero no parece tener un papel
principal en las respuestas de tolerancia.
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Figura 1. (a) Peroxidacidn lipidica, (b) Fenoles totales y (c) actividad antioxidante ascorbato
peroxidasa en hojas de plantas de pimiento de la variedad comercial ‘Gacela F1’ no injertadas
(G) o injertadas sobre tres porta-injertos comerciales Creonte (G/C), Atlante (G/A) y Terrano
(G/T), y cultivadas en condiciones control (0 mM NaCl) y salinidad (35 mM NaCl). Las barras

muestran la media de 5 plantas * SE. Diferentes letras mayusculas indican diferencias

significativas debido al tratamiento salino, mientras que diferentes letras minusculas las

muestran entre combinaciones de injerto de acuerdo con el test Tukey (P<0,05).
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