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RESUMEN

La sequia es uno de los mayores problemas que genera grandes pérdidas en los cultivos
a nivel mundial, y con el objetivo de replicar en el laboratorio las condiciones de sequia
para observar como responde la planta a ella, se han desarrollado diferentes modelos entre
los que se incluye el sistema hidropdnico. Este modelo utiliza soluciones nutritivas con o
sin sustrato inerte, ahorra la cantidad de agua utilizada, pueden controlarse un amplio
rango de factores que afectan al crecimiento de la planta y presenta la ventaja de generar
una alta produccion en un espacio reducido. No obstante, hemos utilizado este tipo de
sistema para inducir un estrés por sequia a Lycopersicon esculentum L., empleando
concentraciones diferentes (0,20%, 0,30% y 0,40%) de goma xantana para observar su
crecimiento. Hablamos de un polisacéarido natural de origen microbiano de alto peso
molecular, que aumenta la viscosidad de la solucidn, actuando como secuestrante de agua
y evitando que la planta la tome, ademas de no presentar indicios de toxicidad en la

misma.
Palabras clave

Sistema hidropdnico, goma xantana, crecimiento, estrés hidrico, secuestrante de agua.
ABSTRACT

Drought is one of the biggest problems that generates large losses in crops worldwide.
Whit the aim of replicating drought conditions in the laboratory to observe how the plant
responds to it, different models have been developed among which includes the
hydroponic system. This model uses nutritive solutions with or without inert substrate, it
saves the amount of water used, it can control a wide range of factors that affect the
growth of the plant and it has the advantage of generating high production in a small
space. However, we have used this type of system to induce a stress due to drought in
Lycopersicon esculentum L., using different concentrations (0.20%, 0.30% and 0.40%)
of xanthan gum to observe its growth. We are talking about a natural polysaccharide of
high molecular weight microbial origin, which increases the viscosity of the solution,
acting as a sequestrant of water and preventing the plant from taking it, in addition to not

showing signs of toxicity in it.
Keywords

Hydroponic system, xanthan gum, growth, water stress, water sequestrant.






1. INTRODUCCION

Las alteraciones del cambio climatico son uno de los principales factores desencadenantes
de la sequia mundial, debido al aumento de las temperatura y de los niveles de CO;
atmosférico, que han modificado los patrones de las precipitaciones (Salehi-Lisar y
Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Las plantas se encuentran constantemente expuestas a
estreses ambientales como la temperatura del aire, el contenido de agua y sales minerales
en el suelo, la radiacion, el ataque de patdgenos... Sin embargo, el mayor problema al
que se enfrentan los cultivos es la sequia. Es tal la situacion, que en el afio 2016, las
pérdidas de cultivo producidas por sequia fueron del 16% a nivel mundial (FAO, 2016),
lo que supuso una pérdida de 29.000 millones de dblares en dafios entre los afios 2005 y
2015 segun un informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, 2018).

Nos enfrentamos a un problema que en la agricultura se define como periodo de bajas
precipitaciones, cuando las cantidades viables de agua en la rizosfera de la planta
disminuyen por debajo de los limites requeridos para el crecimiento eficiente y
produccién de biomasa (Deikman, Petracek y Heard, 2012). Los déficits hidricos
permanentes a largo plazo son provocados por una disminucion de la disponibilidad del
agua en el suelo, por lo que afectan practicamente a todos los aspectos del desarrollo de
la planta tan importantes como la fotosintesis, la respiracién y la absorcion de nutrientes
minerales (Osmolovskaya et al., 2018). Una reduccion en el contenido relativo de agua
hace que disminuya el potencial hidrico de la hoja, lo que conduce a un cierre estomatico
que altera el intercambio gaseoso (Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Esto a
su vez produce un aumento de la temperatura en el interior de la hoja, que desemboca en
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y se desarrolla un estrés
oxidativo (Osmolovskaya et al., 2018). Ademas, se pierde la turgencia, por lo que
aumenta la concentracion de proteinas, azucares y moléculas en el interior celular a
medida que disminuye el volumen, se alteran las relaciones espaciales en el plasmalema,
tonoplasto y membranas de organulos, asi como cambios en la estructura o configuracién
de las macromoléculas. Incluso afecta a la maquinaria de la pared celular, inhibiéndose
la division celular, la expansion de la superficie foliar y por ende, el crecimiento del tallo,
produciéndose asi la inhibicién del crecimiento y desarrollo de la planta (Tardieu,

Simonneau y Muller, 2018; Osmolovskaya et al., 2018).



Cuando la disponibilidad de agua es limitada, la relacion entre raiz y parte aérea aumenta,
ya que las raices son menos sensibles que los brotes a la inhibicion del crecimiento por
bajos potenciales hidricos. En estas condiciones, la raiz es capaz de inducir una cascada
de sefiales via xilema causando cambios fisioldgicos que determinan el nivel de
adaptacion al estrés. Asi, el acido abscisico (ABA), citoquininas, etileno, malato y otras
moléculas se han visto implicados en la sefializacion raiz-parte aérea. Por ejemplo el ABA
promueve el flujo de iones K* desde las células guarda, dando como resultado una
disminucion en la presion de turgencia que promueve el cierre estomatico (Ahmad et al.,
2011).

Ademaés, gracias a cambios bioquimicos y moleculares la planta intenta adaptarse a las
condiciones de estrés desarrollando mecanismos de resistencia. Estas estrategias se
resumen en tolerar, evitar y escapar de la sequia segun Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-
Agdam (2016):

e Escapar. Es posible escapar de la sequia debido a un corto ciclo de vida o al
crecimiento estacional, donde se da una floracion temprana. En estos casos el
desarrollo fenolégico coincide con los periodos en los que la humedad del suelo
esta disponible. Este tipo de estrategia es aplicada por muchos cultivos de cereales

como el trigo (Shavrukov et al., 2017).

e Evitar. La principal caracteristica de esta estrategia consiste en reducir la pérdida
de agua mediante el control estomatico de la transpiracion y mantener la captacion
de agua del suelo por medio de un extenso y prolifico sistema de raices, como

ocurre en el caso del arroz (Gowda et al., 2011).

e Tolerar. Se basa principalmente en la acumulacion de solutos compatibles y
adaptacion osm@tica, en la induccion de un sistema antioxidante, una alteracién
en las vias metabdlicas y un aumento en la relacion entre la raiz y la parte aérea.
Por ejemplo, la sandia es un cultivo que presenta maltiples genes que intervienen

en la tolerancia a la sequia (Li et al., 2019).

En las ultimas décadas ha aumentado la investigacion en estudios de estrés por sequia
como consecuencia del aumento de las pérdidas en la produccion de cultivos. Por
ejemplo, tal y como se puede observar en la Figura 1 (Jiménez-Arias et al., 2017), en
2002, las pérdidas estimadas por estrés ambiental de diferentes cultivos como el maiz, el
trigo, la soja, el sorgo, la avena y la cebada superan con creces la produccion media de
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ese mismo afio. Con el objetivo de incrementar la produccion de alimentos de origen
vegetal, la restriccion de tierras aptas para la produccion agricola, la escasez de agua o la
mala calidad de esta para usarla en agricultura (Lara, 1999), se han desarrollado diferentes
lineas de investigacion que se basan en el comportamiento de las plantas frente a
condiciones de sequia, replicando estas condiciones en el laboratorio para el estudio de
los diferentes parametros que responden al estrés hidrico. Asi, han ido surgiendo
diferentes modelos de laboratorio entre los que destacamos modelos basados en cultivo

en suelo, en agar y en hidroponia.
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Figura 1. Descripcion de la produccion de maiz, trigo, soja, sorgo, avena y cebada entre los afios 2002 y
2013.

1.1. Modelo de sequia basado en un cultivo en suelo

Presenta una cierta similitud con las condiciones de sequia que se dan en la naturaleza 'y
en la agricultura (Osmolovskaya et al., 2018). Sin embargo, resulta dificil controlar el
potencial hidrico del suelo, debido a la evaporacion del agua y su consumo por parte de
la planta. Tampoco permite estudiar el efecto de la sequia a largo plazo ni la acumulacion
de metabolitos osmoprotectores (Osmolovskaya et al., 2018). No obstante, se han
desarrollado distintos métodos para mejorar la técnica. Una de estas mejoras consiste en
utilizar un segmento de tuberia insertado en el suelo para facilitar la rehidratacion de las
plantas, tal y como realiz6 Thompson et al. (2004) con el cultivo de tomate, donde el
déficit hidrico podria ir aumentando gradualmente gracias a este sistema. Por otro lado,
Todaka et al. (2017) utilizando un cultivo de arroz, desarrollé un nuevo sistema de
irrigacion capaz de monitorear el contenido hidrico actual del suelo, por medio del cual
5



seria posible asegurar el valor deseado de potencial hidrico. Sin embargo, el modelo
presentd imprecisiones cuando se intentaron reproducir condiciones de deshidratacion

severa.
1.2. Modelo de sequia basado en un cultivo en agar

Este modelo evita o reduce la hipoxia y se utiliza sobre todo en Arabidopsis thaliana L.
(Osmolovskaya et al., 2018). Al medio de cultivo de agar se le suele afadir
polietilenglicol (PEG) para simular ese estés por sequia. EI uso de un cultivo en agar con
infusion de PEG presenta dos ventajas principales en comparacion con otros modelos que
simulan estrés hidrico. A diferencia de las técnicas basadas en suelo, esta proporciona un
potencial hidrico constante y reproducible. Asimismo, en contraste con los modelos
basados en soluciones acuosas, es mas adecuado al apoyarse en un sustrato sélido, lo que
evita que los pelos de la raiz se adhieran unos a otros, algo que ocurre cuando el PEG se
encuentra en estado liquido. Sin embargo, este tipo de modelo tiene la desventaja de la
necesidad de trabajar bajo condiciones estériles, evitando las contaminaciones. Ademas
de que solamente es aplicable en semillas y no se puede evaluar la respuesta al estrés en

plantas maduras o de gran porte (Frolov et al., 2017).
1.3. Modelo de sequia basado en un cultivo hidropdnico

La hidroponia permite atender necesidades nutricionales (Beltrano y Gimenez, 2015), ya
que podemos lograr cultivos hidropdnicos sin necesidad de utilizar una gran tecnologia
ni grandes superficies. Simplemente nos basta con cultivar las plantas en una solucion
nutritiva con o sin el uso de un medio artificial para proveer soporte mecanico a la planta
(Lara, 1999). Esta solucién nutritiva suele estar suplementada con osmolitos para regular
los valores de los potenciales hidricos. Hablamos de sustancias que son osmaéticamente
activas y se encargan de reducir la cantidad de agua viable para la planta, incrementando
la presion osmotica del medio comparada con la de los tejidos vegetales (Osmolovskaya
et al., 2018). Ejemplo de ellas son moléculas de pequefio peso molecular como alcoholes
de azucares o cloruro de sodio y carbohidratos no iénicos como el sorbitol y el manitol
(Osmolovskaya et al., 2018). Estas pequefias moléculas como el manitol son facilmente
absorbidas por las raices, pudiendo afectar al metabolismo de la planta y generando una
respuesta de tolerancia a la sequia (Shavrukov, Genc, & Hayes, 2012). Actualmente se
estan utilizando osmolitos no permeables de alto peso molecular como el PEG, un

producto que genera una alta viscosidad, dificultando el paso del oxigeno, por lo que es



necesario un sistema de aireacion para evitar la hipoxia (Osmolovskaya et al., 2018) y
ademas se ha observado que dafia las raices cuando es absorbido por ellas (Shavrukov et
al., 2012), generando una cierta toxicidad.

El desarrollo actual de la técnica de los cultivos hidroponicos esta basada en la utilizacion
de minimo espacio, minimo consumo de agua y maxima produccién y calidad (Beltrano
y Gimenez, 2015). Ademéas presenta multiples ventajas entre las que destacamos
independencia de los fendmenos meteoroldgicos, menor espacio y capital para una mayor
produccidn, ahorro de agua, ahorro de fertilizantes e insecticidas, mayor precocidad de
los cultivos, mejor y mayor calidad del producto, alto porcentaje de automatizacion, etc.
(Beltrano y Gimenez, 2015).

Asi que en funcion de la linea de investigacion que se lleva a cabo en el CSIC con cultivos
hidroponicos, en este Trabajo de Fin de Grado se va a utilizar una sustancia que aumenta
la viscosidad de la solucion nutritiva, similar al PEG y que no produce toxicidad aparente,
capaz de retener las moléculas de agua para que no sean tomadas por la planta. Hablamos
de la goma xantana, un heteropolisacérido natural de alto peso molecular sintetizado por
la bacteria Xanthomonas campestris (Katzbauer, 1998). Su estructura principal consiste
en unidades de pentasacaridos repetidas formadas por dos unidades de glucosa, dos
unidades de manosa y una de &cido glucurénico. Su cadena principal esta formada por
unidades de B-D-glucosa unidas en las posiciones 1y 4, idéntica a la de la celulosa. Las
cadenas laterales de trisacaridos contienen una unidad de acido D-glucurénico entre dos
unidades de D-manosa unidas en la posicion O-3 de todos los residuos de glucosa en la

cadena principal (Santos, Casas y Go, 2000).

La goma xantana es altamente soluble tanto en agua caliente como fria y esto se relaciona
con su naturaleza de polielectrolito (Garcia-Ochoa et al., 2000), pero necesita una
agitacion intensa para que se mezcle correctamente con el medio acuoso (Katzbauer,
1998), aumentando su viscosidad. Esta alta viscosidad es util en multiples aplicaciones
industriales, especialmente en la industria alimentaria, que gracias a su alta
pseudoplasticidad, la goma xantana mejora las cualidades sensoriales (Katzbauer, 1998).
Se utiliza como espesante y estabilizante de suspensiones y emulsiones (Garcia-Ochoa et
al., 2000). Asimismo es capaz de mantenerse estable en un amplio rango de valores de
pH, es completamente biodegradable y aunque no es digerible por los humanos, presenta
un bajo contenido caldrico y mejora el paso por el tracto gastrointestinal (Katzbauer,
1998).






2. OBJETIVOS

El objetivo principal del Trabajo de Fin de Grado consiste en estudiar el uso de la goma

Xantana para generar estrés hidrico en plantas de Lycopersicon esculentum L.

Puede considerarse como objetivos especificos el estudio fisioldgico de la planta, la
acumulacion de osmolitos como la prolina, el potencial hidrico, el contenido hidrico

relativo y la fotosintesis.






3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se emplearon plantas de tomate Lycopersicon esculentum L. de la variedad motril (propia
de regiones andaluzas) con las primeras hojas verdaderas extendidas, suministradas por
un vivero local (Viveros Guamasa) con 150 plantas por semillero.

Se seleccionaron plantas del mismo tamafrio, se lavaron las raices con agua para eliminar
la mayor cantidad posible de sustrato intentando no dafarlas y se colocaron en el soporte
de la cubeta en la cual se inicid el sistema hidropdnico con la solucion nutritiva. Los
experimentos comenzaron tres dias después del trasplante. Se utilizaron recipientes de
PVC (Figura 2), con volumen de 4L y una capacidad para 30 plantas (Jiménez-Arias et
al., 2019).

Figura 2. Semilleros con 30 plantas cada uno antes del tratamiento con el agente estresante.

La solucién nutritiva utilizada consistia en 1,25mM KNO3z, 0,5mM KH2PO, 0,75mM
MgSOs, 0,75mM Ca(NOs3)2, 50uM H3BO, 10uM MnSOs, 2uM ZnSOs4, 1,5uM CuSOs,
0,075uM (NH4)sM07024 y 44,8uM de Sequestrene Syngenta (FE-EDDHA) (Jiménez-
Arias et al., 2019). La solucion nutritiva se diluyd a la mitad y se ajustd el pH a 6 con

NaOH o HCI. Normalmente la solucién nutritiva se encuentra acida y se debe afiadir
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NaOH. Después del trasplante al cultivo hidroponico se dejé tres dias de adaptacion al
mismo antes de comenzar con los experimentos. Las plantas crecieron en una cdmara de
cultivo con un fotoperiodo de 16h de luz (700 pmol m?2 s) y 8h de oscuridad a una

temperatura de 22°C y un 60-70% de humedad relativa del aire.
3.2. Disefo experimental

Tras el periodo de aclimatacién, a cada una de las cubetas se le afiadié una concentracion
de goma xantana del 0% (control), 0,20%, 0,30% y 0,40% (Figura 3), que aumenta el
potencial osmotico de la solucidn al unirse a las moléculas de agua, de modo que estas no
puedan ser tomadas por la planta. Es necesario disolver esta sustancia en la solucion
nutritiva por medio de una agitacion intensa (Katzbauer, 1998). Ademas, es esencial
afiadir aireacion al cultivo para evitar la hipoxia, por lo que se colocd una manguera de
plastico a la que se le realizaron cortes y luego se conecté a una bomba de aire con un
temporizador asociado para que se activara tres veces al dia durante 10 minutos. Las

plantas permanecieron en estas condiciones durante 7 dias.

Tratamientos
i ]
|
30 plantas

3 dias de
aclimatacion
7 dias con el
secuestrante

de agua

Figura 3. Representacion esquematica del disefio experimental.

{

0,40%

goma xantana

o
=
-
i
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3.3. Medidas del crecimiento vegetativo

Se tomaron cinco plantas aleatoriamente de cada cubeta, sumando un total de 20 plantas
control antes del tratamiento. Se le elimind la raiz puesto que la relacion entre esta y la
parte aérea era demasiado elevada. Luego se las separ0 cortd en tallo y hojas y se pesaron.
Se midid el area foliar de las hojas fotosintéticamente activas (Barrera, Suarez y
Melgarejo, 2010). Para ello se utilizé la aplicacion mavil Petiole (Hrytsak et al., 2018).
Tras una semana de crecimiento en presencia o ausencia de las diferentes concentraciones
de goma xantana se repitié el proceso, tomando ahora 10 plantas de cada tratamiento.
Luego se calcul6 el crecimiento relativo de las plantas en las diferentes concentraciones
de goma xantana, introduciendo los datos en una hoja Excel suministrada por Hunt et al.
(2002).

3.4. Anadlisis del contenido hidrico relativo

Para calcular el contenido hidrico relativo (CHR) se pes6 una hoja con peciolo de diez
plantas diferentes de cada uno de los tratamientos. Se colocaron en un tubo de ensayo de
forma individual y numerados. Seguidamente se afiadio agua destilada hasta cubrir toda
la superficie de la hoja (Figura 4) y se esper6 24h antes de volver a pesarlas (eliminando
el exceso de agua con papel de filtro). Luego se dejo en una estufa durante 48h a 65°C

para tomar el peso seco (Jiménez-Arias et al., 2019).

Se emple6 la siguiente formula para obtener el contenido hidrico relativo: CHR =

(ﬂ) x 100, donde Pf es el peso fresco de la muestra, Ps el peso seco de la muestra y

t—ts

Pt el peso turgente (Smart y Bingham, 2008).

Figura 4. Hoja con peciolo inmersa en
agua destilada.
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3.5. Determinacion del contenido de prolina

El contenido de prolina fue determinado siguiendo las recomendaciones de Bates et al.
(1973) con pequefias modificaciones. Se tomaron 6 plantas de cada tratamiento. Se
extrajeron 4 muestras para cada una de las condiciones de aproximadamente 100 mg de
tejido fresco (tomadas a las 24h y 96h de tratamiento), que fueron inmediatamente
introducidas en nitrogeno liquido, homogenizadas y mezcladas con 4 ml de &cido
sulfosalicilico al 3%. Tras centrifugacion durante 30 minutos a 4.000 x g y a 20°C, 2 ml
del extracto se hicieron reaccionar con 2 ml de ninhidrina acida durante 60 minutos a
100°C. Tras este tiempo se par0 la reaccion utilizando un bafio de hielo y se afiadieron 4
ml de tolueno que se mezcld vigorosamente. La absorbancia de la fase organica fue
medida a 520 nm en un espectrofotometro (Biochrom Libra S22 UV/Vis
Spectophotometer), utilizando tolueno como blanco. La cantidad de prolina se determind
mediante una curva de calibrado con concentraciones conocidas de prolina (200 uM, 100
UM, 50 uM, 25 UM, 12.5 uM, 6.25 pM, 3.125 uM, 1.56 uM y 0 uM) y se normalizé en
base al peso fresco de partida.

3.6. Respuesta fotosintética

Analizamos la tasa fotosintética de las plantas control y bajo los diferentes tratamientos
de goma xantana, por medio de un analizador de gases por infrarrojo (IRGA) ADC
BioScientific LCpro-SD (Figura 5A) en un equipamiento que contiene detectores de CO>
dentro y fuera de la cdmara. Se utilizé una camara de hoja ancha de 6,25 cm? (Figura 5B)
con una densidad de flujo fotonico de 1000 umol-m2-s? y el caudal de aire de la cubeta
fue de 500 mL-mint. Se tomaron 5 medidas por planta, utilizando 5 plantas por
tratamiento. Ademas, se determin0 la conductancia estomatica, la evapotranspiracion y
la temperatura de la hoja. Todo ello se realizd con las condiciones propias de la cdmara

de cultivo ya comentadas con anterioridad.

Figura 5. Medida de la fotosintesis en el interior de la cdmara de cultivo. A) Analizador de gases infrarrojos
(IRGA). B) Camara de 6,25 cm?.
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3.7. Andlisis de potencial hidrico

Para determinar la presion de la columna de agua tanto en las plantas control como
estresadas se utiliz6 una bomba de presién o cdmara de Schélander PMS Instrument
Company 2750 NW Royal Oaks Drive Corvallis, OR 97330 USA (Figura 6A) conectada

a una bombona de nitrégeno gaseoso a alta presion.

Se realiz6 una escision de la planta por encima de los cotiledones para medir el potencial
hidrico del tallo. Se tomaron 6 muestras por tratamiento. Antes de colocar la hoja en la
camara de presion, atravesamos una goma negra con el acoplador (Figura 6B), donde
introducimos el tallo de la planta para que, a la hora de retirar el acoplador, el tallo se

mantuviera dentro de la goma.

Una vez que cerramos la camara de presion con la planta en su interior, la encendemos y
abrimos la llave de presion lentamente. Con una lupa nos fijamos en qué momento
aparecia la gotita de agua, pues ese punto sera la presion necesaria que hay que realizar
para igualar la presion de la columna de agua en el interior del xilema. Finalmente, se

anota el valor, se cierra la llave de presion, se abre la camara y se retira la planta.

Figura 6. A) Camara de presién o camara de Scholander. B) Gomas negras y acopladores de diferente
didmetro.

3.8. Analisis estadistico

Los datos de crecimiento y fotosintesis se analizaron con el software de analisis de datos
IBM SPSS Statistic 22 realizando un ANOVA de una via donde se representaron las
medias de los niveles 0%, 0,20%, 0,30% y 0,40% del factor “goma xantana”. Para la
interpretacion de estos resultados, se utilizaron estadisticos descriptivos y comparaciones
maultiples para comprobar si existen diferencias significativas o no, teniendo en cuenta
que nuestra hipdtesis nula implica igualdad entre las medias de los tratamientos y la
hipotesis alternativa, una diferencia entre ellas. Los datos del contenido de prolina,
potencial hidrico y contenido hidrico relativo fueron analizados con la T-Student.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Medidas del crecimiento vegetativo

Tras la aplicacion de los diferentes tratamientos con goma xantana se puede observar que
existe una clara disminucion en el crecimiento entre el control y las diferentes
concentraciones del secuestrante de agua. Sin embargo, esta disminucion no es lineal

como cabria esperar.

En cuanto a la diferencia entre el peso del tallo de cada planta en funcién del tratamiento
(Figura 7A), podemos destacar que existen diferencias altamente significativas (p<0,01)
entre el control y el resto de los tratamientos, existiendo reducciones de peso del 39,53%,
del 31,78% vy del 38,08% entre el control y los tratamientos de 0,20%, 0,30% Yy 0,40%
respectivamente. La sequia reduce considerablemente el crecimiento y desarrollo de la
planta. Bajo una deficiencia severa de agua, la elongacion celular de las plantas superiores
puede inhibirse por la interrupcion del flujo de agua desde el xilema a las células alargadas
circundantes (Farooq, Wahid, Kobayashi, Fujita y Basra, 2009), ademas de que afecta a
la division celular y a la diferenciacion debido a una pérdida de la turgencia, desorden de
la actividad enzimatica y una disminucion del suplemento de energia por parte de la

fotosintesis (Salehi-Lisar y Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

Lo mismo ocurri6 con el peso de la hoja (Figura 7B), observandose una disminucién del
40% aproximadamente en cada tratamiento, dado que el déficit hidrico reduce el nimero
de hojas por planta asi como el tamafio individual de cada hoja (Ahmad et al., 2011). De
esta manera, afirmamos que un efecto adverso comun del estrés hidrico en las plantas es

la reduccion en la produccion de biomasa fresca y seca (Ahmad et al., 2011).

Por otro lado, en cuanto al area foliar (Figura 7C), existen diferencias altamente
significativas (p<0,01) entre el control y el tratamiento al 0,20% y 0,40%, con una
reduccion del area de aproximadamente del 32% y 34% respectivamente. También
existen diferencias muy significativas (p<0,05) con el tratamiento al 0,30% de goma
Xantana, pero con una disminucion del area del 27%. Ademas, la pérdida del potencial
hidrico impide la expansion celular, un fendmeno fundamental para la fase inicial de

crecimiento y establecimiento de la planta (Hossain et al., 2016).
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Figura 7. Crecimiento del tomate en funcidn del tallo (A), hoja (B) y area foliar (C) para cada tratamiento
con goma xantana: 0,2%, 0,3% y 0,4%. (*) indica diferencias significativas con respecto al control con un
p<0,1; (**) indica diferencias muy significativas con respecto al control con p<0,05; (***) indica
diferencias altamente significativas con respecto al control con p<0,01.

Como resultado, una mitosis deteriorada, una reduccién de la elongacion y de la
expansion celular conducen a una reduccion de la altura de la planta, el area foliar y el
crecimiento del cultivo durante la sequia (Farooq et al., 2009). En resumen, podemos
afirmar que existen diferencias entre el control y el resto de los tratamientos en cuanto al
crecimiento de la planta cuando se la somete a un estrés por sequia utilizando la goma
xantana (Figura 9 y Figura 10), observandose una disminucion del crecimiento
aproximadamente del 50% (Figura 8). Sin embargo, a pesar de este dato, no se consideran
significativas las diferencias entre el control y el resto de los tratamientos debido a las
amplias desviaciones de la media, que tiene como consecuencia la toma de un bajo
namero muestral. Pues para observar estas diferencias significativas es necesario el uso

de un gran namero de plantas.
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Figura 10. Vista de frente de las plantas de tomate en funcion del tratamiento, donde se observa una
disminucion del crecimiento entre el control y el resto de los tratamientos.

4.2. Andlisis del contenido hidrico relativo

El andlisis del CHR (Figura 11) mostré que los datos son significativamente diferentes al
95% entre los tratamientos y el control. Sin embargo, los tratamientos al 0,20% y 0,30%
de goma xantana presentan un CHR mayor que el control. En estos casos de estrés hidrico
es importante el nivel de endurecimiento de la pared. Cuando el médulo de elasticidad de
la pared celular es elevado, la pérdida de agua produce pequefios cambios en el volumen
de la célula, y aunque la turgencia disminuye, es posible mantener el contenido hidrico

de la planta sin la acumulacién de solutos compatibles (Verslues et al., 2006).

No obstante, seria altamente recomendable repetir este analisis dado que los resultados
obtenidos no deberian considerarse completamente fiables. Lo que cabria esperar seria
una disminucion del CHR en funcion del tratamiento. La cantidad de agua que tendria el
tejido al aumentar la concentracion de goma xantana deberia ser cada vez menor

comparada con la que tendria si la planta estuviera muy bien hidratada.
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Figura 11. Promedios del contenido hidrico relativo (CHR) de cada tratamiento. (*) Indica diferencias
significativas con respecto al control con un p<0,1; (**) indica diferencias muy significativas con respecto
al control con p<0,05; (***) indica diferencias altamente significativas con respecto al control con p<0,01.

4.3. Determinacion del contenido de prolina

La célula es capaz de acumular solutos compatibles mediante el ajuste osmético con el
objetivo de reducir el potencial hidrico y evitar la pérdida de agua, manteniendo asi la
turgencia de la célula (Basu et al., 2016). Estos solutos se denominan osmolitos (Ali,
Bano y Fazal, 2017) y ejemplos de ellos son cationes inorganicos, acidos organicos,
carbohidratos (sacarosa, trealosa, glucosa y fructosa) y aminoacidos libres como la
prolina y la glicina betaina, que ademas intervienen en la detoxificacion de ROS,
proteccion de la integridad de la membrana y estabilizacion de enzimas o proteinas (Basu
etal., 2016).

Con la determinacion de prolina en los diferentes tratamientos con goma xantana, se pudo
observar que los niveles de este aminoécido aumentaron en funcion del tratamiento y con
el paso del tiempo. A las 24h de tratamiento los niveles de prolina ain eran bajos, pero se
incrementaron considerablemente hasta las 96h (Figura 12B). Ademas, existe un 90% de
diferencias en los pumoles de prolina por miligramo y por mililitro extraidos entre el
control y el resto de los tratamientos a las 24h (Figura 12A). A medida que aumentamos
las dosis de goma xantana, la concentracion de prolina en la hoja es progresivamente
mayor que en el control tanto a las 24 h como a las 96h. Es importante que la acumulacion
de solutos compatibles, aparte de evitar la pérdida de agua, no interfiera en el
metabolismo de la célula. Asi, esto supone un importante factor frente la tolerancia a la

sequia (Verslues et al., 2006).
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Figura 12. Determinacion de la cantidad de prolina en (umol/mg)-mL de hoja a las 24h (A) y 96h (B) de
tratamiento. (*) Indica diferencias significativas con respecto al control con un p<0,1; (**) indica
diferencias muy significativas con respecto al control con p<0,05; (***) indica diferencias altamente
significativas con respecto al control con p<0,01.

4.4. Respuesta fotosintética

Muchos estudios han demostrado que la disminucion de la actividad fotosintética bajo
estrés hidrico se debe tanto a mecanismos estomaticos como no estomaticos (Ahmad et
al., 2011). En primer lugar, en la transpiracion (Figura 13A) no se observan diferencias
significativas entre el control y el tratamiento al 0,30% de goma xantana. Sin embargo, si
que existen diferencias altamente significativas entre el control y los tratamientos al
0,20% y 0,40%. No obstante, la transpiracion en el tratamiento de 0,30% deberia haber
sido inferior y similar a al 0,20% y 0,40% como consecuencia del efecto estresante que
produce la goma xantana. Por otro lado, la conductividad estomatica (Figura 13B) de la
hoja control difiere de forma altamente significativa (p<0,01) con la de los tratamientos
con goma xantana y esto se debe a que el cierre estomatico es una de las primeras lineas
de defensa contra la desecacion (Yordanov, Velikova y Tsonev, 2000). Como
consecuencia de ese cierre estomatico, la temperatura de la hoja aumenta cada vez mas al
incrementar la concentracion de goma xantana tal y como se puede observar en la Figura

13D, donde las diferencias con el control son altamente significativas (p<0,01).

Junto con esto observamos que la tasa fotosintética (Figura 13C) también se ve afectada
por la sequia, con diferencias altamente significativas (p<0,01) comparadas con el
control. Todos estos resultados son esperados, pues una reduccién y/o inhibicion de la
fotosintesis es uno de los principales efectos de la sequia en plantas (Salehi-Lisar y
Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Cuando se da esta situacion, se produce el cierre
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estomatico, disminuyendo la pérdida de agua a través de la transpiracién, pero como
consecuencia se produce el aumento de la temperatura de la hoja y se reduce la absorcién
del COz y nutrientes, por lo que se alteran vias metabolicas como la fotosintesis (Basu et
al., 2016). Ademas, una continua radiacion que llega a la planta y una reduccion de la
concentracion de CO; intracelular, hacen que se produzca la acumulacion de compuestos
reducidos del transporte electronico, dando lugar a la produccién de ROS, que a su vez,
pueden causar un dafios en los aparatos fotosintéticos (Basu et al., 2016). A parte de todo
esto, existen mecanismos no estomaticos que también limitan la fotosintesis bajo estrés
hidrico, reduciendo la eficiencia de la carboxilacion, la regeneracion de la ribulosa-1,5-
bifosfato (RuBP) o la cantidad de rubisco funcional (Yordanov et al., 2000). Ademas se
inducen cambios en la sintesis de clorofila, cambios funcionales y estructurales en los
cloroplastos y una perturbacion en procesos de acumulacion, transporte y distribucion de
asimilados (Ahmad et al., 2011).
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Figura 13. A) Transpiracion (mmolH,0-m2.s). B) Conductancia estomatica (molH.0-m2.s%). C) Tasa
fotosintética (umolCO2-m2-s%). D) Temperatura de la hoja (°C). (*) Indica diferencias significativas con
respecto al control con un p<0,1; (**) indica diferencias muy significativas con respecto al control con
p<0,05; (***) indica diferencias altamente significativas con respecto al control con p<0,01.
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4.5. Andlisis del potencial hidrico

Con la camara de Schoélander podemos medir la presion hidrostatica negativa que se
produce en el xilema de una planta intacta debido a la evaporacion de agua desde el tejido
por transpiracion y a las resistencias al movimiento del agua desde el suelo hasta el tejido.
Asimismo, el potencial hidrico estimado con la camara de presion es el valor negativo de
la presion requerida para comenzar a obtener liquido en la superficie expuesta del xilema

a presion atmosférica (Raggio y Raggio, 2008).

Asi que esto es lo que se representa en la Figura 14, donde podemos observar que la
aplicacion de concentraciones cada vez mas elevadas de goma xantana han supuesto una
disminucion del potencial hidrico, siendo cada vez mé&s negativo en funcion del
tratamiento. Esto ocurre porque cuando el potencial hidrico del suelo, o en este caso de
la solucion es bajo, el potencial hidrico de la planta también tiene que disminuir, ya sea a
través de la pérdida de agua o por ajustes osmoticos para lograr esa disminucion de
potencial hidrico. De ahi que sea necesario que la célula presente un potencial hidrico
mas negativo que el de la solucidn para poder absorber agua (Verslues et al., 2006), puesto

gue esta se mueve desde potenciales menos negativos a los mas negativos.

Ademas, se percibe claramente que los potenciales hidricos a los siete dias en casi todos
los tratamientos son menos negativos que a los cuatro dias. Esto puedo deberse al mal
estado en el que se encontraban las plantas como consecuencia del déficit nutricional.
Pudo haber tenido lugar la degradacion de los tejidos en un proceso de senescencia celular

o incluso cavitacién de los vasos xilematicos.
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Figura 14. Representacion de potenciales hidricos de los tratamientos con goma xantana a los 4 dias y a
los 7 dias. (*) Indica diferencias significativas con respecto al control con un p<0,1; (**) indica diferencias
significativas con respecto al control con p<0,05; (***) indica diferencias significativas con respecto al
control con p<0,01
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4.6. Problemas metodoldgicos y errores experimentales

En este apartado me gustaria destacar los errores que he cometido. En primer lugar, no
tuvimos en cuenta los pesos de la raiz porque eran el doble que los de la parte aérea,
debido a una deficiencia nutricional como consecuencia de haber diluido la solucion
nutritiva a la mitad. Por ello, la planta se encontré doblemente estresada. No solo se vio
sometida al estrés que ya de por si causaba la goma xantana evitando la toma de agua,
sino también por una deficiencia de nutrientes. Por tanto, el desarrollo radical fue
excesivo, se redujo el crecimiento de la parte aérea y las hojas mas antiguas adquirieron

una textura apergaminada y una coloracion amarillenta (Figura 15).

N _

Figura 15. Plantas de tomate después de 7 dias de tratamiento con goma xantana donde se observa el déficit
de nutrientes en la clorosis de las hojas mas viejas, mientras que las mas nuevas se mantienen verdes, puesto
gue los pocos nutrientes absorbidos por la planta se concentran en los apices. A. Plantas control. B. Plantas
con el tratamiento de 0,20% de goma xantana. C. Plantas con el tratamiento de 0,30% de goma xantana. D.
Plantas con el tratamiento de 0,40% de goma xantana.

En segundo lugar, debemos considerar la repeticion de todas las pruebas realizadas con
el tratamiento al 0,30% de goma xantana, pues en la mayoria de los casos los valores
obtenidos no cumplen con lo esperado en funcion de los resultados de los tratamientos al

0,20% y 0,40% de goma xantana.

En tercer lugar, tenemos que plantearnos la posibilidad de repetir los analisis del CHR
dado que no consideramos que los valores sean fiables. Es probable que el error cometido
se deba a la colocacion de la hoja en el interior del tubo, pues el peciolo quedaba hacia la

superficie del agua y puede que no llegara a cubrirse completamente con ella.
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5. CONCLUSIONES

La utilizacion de goma xantana en un cultivo hidropénico reduce el crecimiento

de Lycopersicon esculentum L. en todos los tratamientos.

Las concentraciones de goma xantana no siguen una linealidad en el crecimiento

de la planta, pero si lo hacen en el potencial hidrico y en el contenido de prolina.

El contenido en prolina en la hoja aumenta progresivamente en funcion del

tratamiento y del tiempo en sequia al que se encuentra sometida la planta.
La fotosintesis se reduce notablemente en los tratamientos con goma xantana.

El potencial hidrico es cada vez mas negativo al aumentar las concentraciones de

goma xantana.

La deficiencia nutricional que sufrieron las plantas al utilizar la solucion nutritiva

a la mitad nos impidi6 observar unicamente el efecto que tiene esta sustancia.

6. CONCLUSIONS

1.

The use of xanthan gum reduces Lycopersicon esculentum L. growth in a

hydroponic culture.

The concentrations of xanthan gum do not follow a linearity in the growth of the

plant, but they do follow the water potential and the proline content.

The content of proline in the leaf increases progressively depending on the

treatment and the time in drought that undergo the plant.
Photosynthesis is greatly reduced in treatments with xanthan gum.

The water potential is becoming more negative when increasing the concentration

of xanthan gum.

The nutritional deficiency suffered by the plants due to the use of the nutrient
solution in half prevented us from observing the effect that this substance has.
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