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Resumen

La presente tesina tuvo como objetivo general estudiar en forma preliminar la fisiologia de
las plantas de tomate durante la fase de recuperacion de la inundacion ya que esta especie,
ademas de su gran importancia agronomica, brinda la posibilidad de extrapolar los
resultados obtenidos a otros cultivos horticolas de interés. Hasta el momento, la mayor
parte de los estudios realizados en tomate y otras especies se refieren a las respuestas de la
planta durante el periodo de inundacion, ignorando las alteraciones que la planta pueda
sufrir una vez que se retira el agua. Por este motivo, los estudios sobre la recuperacion de
las plantas de tomate a la inundacion (un estrés cada vez més frecuente) permitiran,
posteriormente, profundizar el analisis sobre la variabilidad existente entre los genotipos de
tomate mas cultivados y sobre la capacidad de una planta en esas condiciones de responder

a otros estimulos bidticos y abiéticos.



Antecedentes

Una de las consecuencias méas evidentes del cambio climético esta dada por el aumento de
las precipitaciones a menudo torrenciales que, junto con el fenémeno de deshielo, son las
principales causas de las inundaciones (Kundzewicz et al., 2007). La inundacion del suelo
es un problema importante para la sobrevivencia de las plantas en muchas partes del
mundo, y representa uno de los estreses abioticos mas comunes que afectan negativamente
el crecimiento de las plantas y su productividad y, en muchos casos, conducen a la muerte
de las mismas (Jackson & Colmer, 2005; Voesenek et al., 2006).

A medida que aumenta la intensidad de las precipitaciones y de la evaporacion debido al
calentamiento global, muchas zonas aridas se convierten en lugares ain mas aridos, y
muchos humedales (zonas principalmente rurales) estan sujetos a inundaciones mas
frecuentes (Voesenek & Sasidharan, 2013). En Argentina, los pronosticos a largo plazo
indican que los extremos climaticos seran una constante impredecible y que varias regiones
seran afectadas por exceso hidrico en las proximas décadas (INTA informa,
http://intainforma.inta.gov.ar/?p=27961;  http://intainforma.inta.gov.ar/?p=28555).  En
particular, la Direccion Nacional de Emergencias y Desastres Agropecuarios declaro
emergencia agropecuaria en varios departamentos de la provincia de Corrientes, debido a
las intensas lluvias y desborde de rios hasta el 31/03/2017 (Resolucion N°205-2016 del
Ministerio de Agroindustria).

El exceso de agua, entendido como la inmersion parcial de la planta (flooding) o sélo del
sistema radical (water logging), se acomparia de una disminucion neta en la difusion de los
gases de alrededor de 10 veces. La limitacion del intercambio gaseoso reduce la
disponibilidad de oxigeno y dioxido de carbono para el proceso de la respiracion y la
fotosintesis, respectivamente (Bailey - Serres et al.,, 2012). En efecto, la dréstica
disminucion de la disponibilidad de O2 en los tejidos sumergidos es uno de los efectos méas
graves a los que una planta inundada esta expuesta. La necesidad de la planta de obtener
suficiente oxigeno y CO> ha permitido la seleccion de algunos caracteres que promueven el
intercambio de gases en condiciones de inundacién. Vartapetian y Jackson (1997) han
identificado cuatro tipologias de adaptaciones metabdlicas y morfoldgicas de los vastagos
de plantas sujetas a inundacion parcial o total, aunque no todas pueden presentarse
simultaneamente en la misma especie. La quiescencia es el mecanismo por el cual los
tejidos sumergidos pueden tolerar largos periodos de limitacion de oxigeno reduciendo el

crecimiento y el metabolismo de las reservas. Otra estrategia consiste en el estimulo del



crecimiento favoreciendo la elongacion de los entrenudos hasta retomar el contacto con el
aire en caso de una completa sumersion de los tejidos (estrategia de escape). En tercer
lugar, existe la capacidad de los vastagos de generar un nuevo sistema radical adventicio
en la parte basal del tallo que remplace las raices en situacion de asfixia. Por ultimo, las
plantas pueden reducir la demanda de agua de los tejidos no sumergidos cuyas raices se
encuentren en condicion de hipoxia a través de la disminucion de la conductividad
estomatica, limitando la incidencia de la radiacion solar a través de la epinastia y la
reduccion del &rea foliar. Sin embargo, segin Striker (2012), estrategias contrastantes
como la de escape y de quiescencia, respectivamente exhibidas en plantas consideradas
tolerantes y sensibles a la inundacién, pueden manifestar un comportamiento del todo
distinto una vez retirada el agua, es decir, durante la fase de recuperacion.

La planta de tomate es generalmente considerada susceptible a la inundacion (Kramer,
1951). Sin embargo, presenta adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas que le permiten
sobrevivir y, en una cierta medida, mitigar los efectos dafiinos del estrés hipdxico debido al
exceso de agua en el suelo. Entre ellas, la formacion de aerénquima de origen lisigeno en el
hipocétilo inundado (Kawase, 1981), la epinastia de las hojas (Jackson & Campbell, 1976)
y la formacion de un nuevo sistema radical adventicio en la base del tallo (Jackson, 1955)
constituyen las adaptaciones mas evidentes. En el caso de las raices adventicias, su
produccion en condiciones de inundacion se debe a una compleja interaccion hormonal
entre auxina y etileno (Vidoz et al., 2010). Se ha propuesto que las raices adventicias
formadas en condiciones de inundacion constituirian la respuesta que mayormente
determina la tolerancia del tomate a este tipo de estrés (Mc Namara & Mitchell, 1989;
1990). De hecho, el desarrollo de un nuevo sistema radical caracterizado por la presencia
de espacios aerenquimaticos (Vidoz et al., 2016), restableceria en parte la conductividad
estomatica. Esto reduciria a su vez el dafio al aparato fotosintético en plantas de tomate
expuestas a inundacién, cuyas raices embrionales resultan afectadas por la hipoxia del
suelo (Else et al., 2009). Mas recientemente, el mutante de tomate aerialroots ha
demostrado una mayor capacidad de acumulacion de biomasa respecto al genotipo salvaje
al ser sometido a inundacién parcial, lo cual se explica por la abundante y constitutiva
produccién de primordios radicales adventicios que caracteriza este genotipo (Vidoz et al.,
2016). Si bien existe un estudio precedente sobre el efecto positivo de las raices
adventicias para la recuperacion del estrés por exceso de agua en tomate (Jackson, 1955),

las bases fisiologicas y bioquimicas que explican dicho fenbmeno ain se desconocen.



Por esta razon, la presente tesina tuvo como objetivo general estudiar en forma preliminar
la fisiologia de las plantas de tomate durante la fase de recuperacion de la inundacion ya
que esta especie, ademas de su gran importancia agrondmica, brinda la posibilidad de
extrapolar los resultados obtenidos a otros cultivos horticolas de interés. Hasta el momento,
la mayor parte de los estudios realizados en tomate y otras especies se refieren a las
respuestas de la planta durante el periodo de inundacion, ignorando las alteraciones que la
planta pueda sufrir una vez que se retira el agua. Por este motivo, los estudios sobre la
recuperacion de las plantas de tomate a la inundacion (un estrés cada vez mas frecuente)
permitiran, posteriormente, profundizar el analisis sobre la variabilidad existente entre los
genotipos de tomate mas cultivados y sobre la capacidad de una planta en esas condiciones

de responder a otros estimulos bidticos y abidticos.

Objetivo general:
Estudiar la fisiologia de plantas de tomate durante la fase de recuperacién al estrés por

inundacion.

Obijetivos especificos:

- Determinar la particion de biomasa en plantas de tomate sometidas a inundacion y en la
fase sucesiva de retirada el agua.

- Medir la variacion del contenido de azlcares solubles y almidon en plantas de tomate
durante la fase de recuperacion de la inundacion.

- Estudiar el efecto de las raices adventicias sobre la acumulacion de biomasa y de la

conductividad estomatica, durante la fase de recuperacion del estrés por inundacion.

Materiales y métodos

Plantas de tomate del cultivar Ailsa Craig (AC) fueron cultivadas en una cémara
climatizada bajo un régimen constante de temperatura de 26x£1°C, 60-70% de humedad
relativa y un fotoperiodo de 16hs. Como fuente luminica fueron empleadas lamparas de
sodio de alta presion (Vialox®, 400w, OSRAM) capaces de generar 254 mol?s?t de
intensidad a nivel de las plantas. A la semana desde la siembra las plantulas fueron
trasplantadas en macetas de 0,8 L en sustrato a base de turba (Dynamics 2 pH 5.5-6.5, Agri
service, Buenos Aires, Argentina). Los ensayos de inundacion fueron realizados

empleando plantas de 4 semanas de edad. Las macetas fueron colocadas en contenedores



de plastico de 60 cm de alto, 40 cm de largo y 25 cm de profundidad. Las plantas fueron
sumergidas con agua hasta alcanzar el nudo cotiledonar. A los 10 dias de inundacion se
retird el agua y las plantas fueron aporcadas con sustrato himedo para mantener vitales las
raices adventicias que se formaron a lo largo del hipocétilo de las plantas inundadas. A
los10 dias de inundacién y a los 5, 10 y 15 dias de retirada el agua se midié el area foliar
de acuerdo al procedimiento descripto por Vidoz et al. (2016). Cada hoja fue extendida en
un plano horizontal y se le sac6 una foto. Luego, cada imagen fue procesada con el
software ImageJ® para obtener el valor del area. Ademas, se tomaron datos de biomasa de
hojas, tallo, raices y raices adventicias.

El andlisis de los azlcares solubles fue llevado a cabo mediante una extraccion de 20-50
mg de muestras secas de hojas en 10ml de etanol 80% a 90°C durante 15 minutos en tubos
de PVC de 15 ml. Luego de una centrifugacion a 7000 rpm a temperatura ambiente por 10
min se recuperd el sobrenadante. La extraccion fue repetida 2 veces méas agregando 5 ml de
solvente cada vez. El sobrenadante fue analizado para obtener el contenido de azlcares
solubles segin el método del fenol/sulfurico descripto por Buysse y Merckx (1993).
Brevemente, una alicuota de 0,5 ml del extracto fue puesta a reaccionar en presencia de 0,5
ml de una solucién de fenol 28% en etanol 80%. Luego se agregaron 2,5 ml de &cido
sulfurico concentrado mezclando cuidadosamente. Una vez que la temperatura de la
mezcla se equilibré con la temperatura del ambiente, se leyo la absorbancia a 490 nm
mediante un espectrofotometro. La concentracion de azUcares solubles fue obtenida
interpolando los valores de absorbancia de las muestras con una curva patrén realizada con
concentraciones crecientes de glucosa (0, 20, 40, 60, 80, 128, 160 pug mi™).

Para realizar el analisis del almidon, los tubos con el residuo insoluble proveniente de la
extraccion de los azlcares solubles fueron puestos en estufa a 50°C durante 4hs para que
evapore todo el etanol residual. Sucesivamente se agregaron 5 ml de agua destilada.
Manteniendo en suspensiéon el depdsito, se tomaron 0,5 ml para ponerlos en tubos
eppendorf.

La suspension fue calentada a 100°C durante 15 min, y una vez enfriada, se agregaron 0,4
ml de buffer acetato 200 mM pH 4,5. Luego, a cada tubo se agregd 0,1 mL de una solucion
0,1 U pL'de la enzima a-amiloglucosidasa (Rhizopussp. >40,000 units/g solid, Sigma-
Aldrich). Por cada muestra se prepararon “blancos” donde a la suspension se agreg6 0,1 ml
de buffer acetato en vez de la solucion con enzima. Los tubos fueron incubados overnight a
37°C. Finalmente, se procedié a la centrifugacion de los mismos a 12000 rpm por 2

minutos y luego fue tomada una alicuota de 0,5 ml. La glucosa (que se obtuvo luego de la



hidrolisis del almidén) fue analizada con el método fenol/sulfurico. Por cada muestra, a la
absorbancia en presencia de la enzima fue restada la absorbancia de su propio blanco. El
contenido de almiddn, expresado como g g peso seco’, fue calculado de acuerdo a Smith
y Zeeman (2006).

La medida de la conductividad estomatica fue realizada durante el ensayo con plantas
aporcadas y no aporcadas durante los primeros 5 dias de retirada el agua. La medida fue
obtenida empleando el porometro portatil marca Decagon modelo SC-1, promediando, por
cada planta, los valores de los foliolos apicales de la tercera, cuarta y quinta hojas.

La tincion histoquimica para visualizar la acumulacion de peréxido de hidrégeno (y
actividad de las peroxidasas) en hojas se realizO empleando el compuesto 3,3-
diaminobencidina (DAB).Se prepardé una solucion de Na;HPOs 200 mM, luego se
solubilizaron 50 mg de DAB en 45 ml de agua destilada ajustando inicialmente el pH a 3,0
con HCI 0,2 M. Se sacudidé vigorosamente el tubo para favorecer la solubilidad del
compuesto. Finalmente se afiadieron 2,5 ml de NaoHPOs 200 mM para tener un pH
alrededor de 7,0 y 50 pl de Triton X 10% (concentracién final 0,01%). Se mantuvo la
solucién al reparo de la luz. El foliolo apical de la cuarta hoja de plantas control,
inundadas, y después 3 y 7 dias de retirada el agua (con y sin aporque) fueron puestos en
erlenmeyers en presencia de unos mililitros de solucion de DAB. Luego se aplic vacio
durante 5 minutos para favorecer el ingreso del liquido en los tejidos y se dejaron incubar
por 18h en oscuridad y agitacion constante. Luego de la incubacion, los foliolos fueron
diafanizados en una solucién 3:1 (v/v) de etanol y &cido acético por un tiempo necesario a
la completa remocion de los pigmentos y renovando cada tanto el solvente. Finalmente, se
dejaron los foliolos diafanizados en agua destilada hasta su completa rehidratacion y luego

se fotografiaron.

Resultados

Como primer objetivo se evalud si, durante la fase de recuperacion, las plantas de tomate
previamente sometidas a inundacion lograban alcanzar a las plantas control en biomasa y
area foliar. En el caso del area foliar total (Fig. 1A), las plantas fueron afectadas por el
estrés, lo que determind una reduccidn significativa de la superficie de las laminas foliares
de alrededor de 1.6 veces con respecto a las plantas control después de 10 dias de
inundacion. Sin embargo, al cabo de 15 dias de retirada el agua, el area foliar de las plantas
sometidas a estrés no mostro diferencias significativas con el area foliar de las plantas

control. Si bien se observé una recuperacion en términos de superficie total de hojas, la



acumulacion de biomasa foliar se vio significativamente reducida con respecto a las
plantas control durante el periodo post estrés (Fig. 1B). Es interesante observar como la
relacion entre el peso seco (biomasa) y el area foliar despues de 10 dias de sumersion fue
practicamente idéntica a la de las plantas control, mientras que se mantuvo siempre
significativamente inferior cuando las plantas se encontraban en fase de recuperacion (Fig.
1C). Del mismo modo, la biomasa del tallo se vio afectada durante la inundacion, y la
acumulacion de materia seca en la sucesiva fase de recuperacion no alcanzo los niveles del
control (Fig. 1D). Con respecto a las raices, el anegamiento produjo la muerte casi total del
sistema radical original que no se pudo recuperar cuando fueron restauradas la condiciones
de oxigenacion del suelo, durante los 15 dias de recuperacion (Fig. 1E). El sistema radical
adventicio, sin embargo, permitié a las plantas estresadas mantener la relacion raices (R,
root) parte aérea (S, shoot) constante y similar a la de las plantas control, durante la fase de
inundacidn y de recuperacion (Fig. 1F). Cabe destacar que durante los 15 dias posteriores a
la retirada el agua, la velocidad de acumulacion de biomasa (g dia™?) fue de 2.1, 1.7 y 1.9
veces mas rapida para la biomasa de hojas, tallo y total, respectivamente, con respecto a la

fase precedente de anegamiento (Tabla 1).
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Figura 1: Efecto de la inundacion y de la fase de recuperacién sobre algunos parametros de crecimiento de las
plantas de tomate. Las plantas indicadas con el término “estresado”, fueron sometidas a 10 dias de
inundacion (zona sombreada de los graficos) y luego a 15 dias de recuperacion una vez retirada el agua en
exceso. En cambio, las plantas denominadas “control” fueron mantenidas con riego regular durante todo el
periodo. Se evaluaron el area (A) y la biomasa (B) de hojas, y ademas se analizé el indice biomasa/area foliar
(C). Se midié también la biomasa de tallos (D) y raices (E). En (F) se reporta el gréafico de la relacion entre
raices (R)/parte aérea (S) y raices adventicias (RA)/parte aérea. Cada punto representa el promedio + Error
Estandarde 10 plantas. El asterisco indica diferencia significativa entre plantas control y estresadas para el
mismo dia (P<0,05 Prueba t de Student). Las letras distintas en (F) indican diferencias significativas entre
control, estresado (R) y estresado con aporque posterior (RA) para el mismo dia (P<0,05 ANOVA y Tuckey
post test).



Tabla 1: Tasa diaria de acumulacion de biomasa (g por dia) e incremento de area foliar (cm? por dia) en
plantas control y estresadas durante 10 dias de inundacion y 15 dias de recuperacidn.

Periodo de Periodo de
inundacion recuperacion
Area foliar total Control 66,33 56,79
(cm? dia?) Estresado 31,67 67,43
Biomasa hojas Control 0,197 0,311
(g dia™) Estresado 0,091 0,196
Biomasa tallo Control 0,104 0,267
(g dia™) Estresado 0,072 0,128
Biomasa raices Control 0,022 0,037
(g dia?) Estresado 0,002 -0,002
Biomasa total Control 0,326 0,615
(g dia?) Estresado 0,183 0,352

Con el objetivo de observar si durante la fase de recuperacion hubo restablecimiento del
contenido de carbohidratos no estructurales en las hojas, se llevaron a cabo analisis del
contenido de azucares solubles y almidon. Los datos presentados en la figura 2 muestran
una disminucion del contenido de azlcares solubles durante los primeros 10 dias de
recuperacion, manteniéndose constante a los 15 dias de retirada el agua. Comparando con
las plantas control, la concentracion de azucares solubles acumulados en las plantas
estresadas fue 1.5 veces menor a los 5 dias post-inundacion y mas de 2.0 veces a los 10 y
15 dias (Fig. 2A). Con respecto al almidon, las plantas que sufrieron estrés por inundacion
no acumularon almiddn durante los 15 dias desde el fin del estrés, el contenido se mantuvo
constantemente mas bajo que en el control (2.0, 2.2 y 3.0 veces menos a los 5, 10 y 15 dias
de recuperacidn, respectivamente). En las plantas no estresadas, el contenido de almiddn
aumento progresivamente durante el periodo correspondiente a la fase de recuperacion
(Fig. 2B).
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Figura 2: Contenido de azUcares solubles (A) y de almiddn (B), expresados como mg de equivalentes de
sacarosa por gramos de peso seco, en hojas de plantas control y sometidas a 10 dias de inundacién (area del
grafico sombreada) y 15 dias de recuperacién (estresado). Cada punto representa el promedio de 4
repeticiones bioldgicas, cada una compuesta de un pool de 3 plantas distintas. Los asteriscos indican
diferencias significativas de acuerdo a la prueba t de Student (P<0,05).

La conductividad estomatica en hojas de plantas sometidas a 3 dias de inundacion fue
significativamente menor que la conductividad de las plantas control, con valores de 197
vs 446 mmol H20 m? sec en plantas estresadas y control, respectivamente. Es interesante
observar como, luego de 5 dias de permanencia en agua, las plantas recuperaron
parcialmente la conductividad estomatica alcanzando valores que, si bien aun inferiores al
control, fueron casi el doble de los valores medidos a los 3 dias (Fig. 3). Se planteé la
hipotesis de que las raices adventicias, si eran mantenidas viables en la fase sucesiva a la
inundacién podian favorecer la recuperacion de las plantas. Por esta razon, se midio la
conductividad estomatica en plantas a las cuales se aport6 suelo al cuello (aporque) y en
plantas sin esta practica (no aporcadas). Se puede observar que solo un dia después de
haber removido el agua, la conductividad estomatica de las plantas aporcadas ya fue
estadisticamente superior a las no aporcadas y no mostr6 diferencia con las del control
(Fig. 3). Desafortunadamente, debido a una improvisa falla técnica del porémetro, no fue
posible continuar con las mediciones programadas para tiempos superiores a 1 dia post-

inundacion.
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Figura 3: Conductividad estomatica en hojas de plantas control y estresadas (inundadas durante 5 dias).
Luego de retirar el agua, la mitad de las plantas fue aporcada con sustrato para mantener viables las raices
adventicias y la otra mitad permaneci6 con las raices adventicias expuestas. Después de un dia (dia 6 desde el
inicio del ensayo) fue medida la conductividad estomatica. Cada barra representa el promedio = Error
Estandar de 10 plantas. Por cada planta se promediaron las medidas de 3 foliolos de la 3°, 4° y 5° hoja. Los
asteriscos indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba t de Student (P<0,05). Las letras distintas
en el punto 6 indican diferencias significativas de acuerdo al test ANOVA una via y al post-test de Tuckey
(P<0,05).

Luego de 10 dias de recuperacion, fue medida la biomasa de las plantas control, aporcadas
y no aporcadas. En el caso de la biomasa foliar, no se observaron diferencias significativas
entre plantas aporcadas y no aporcadas. Con respecto a la biomasa de tallo y raices
originales, las plantas no aporcadas acumularon mayor materia seca respecto a las plantas
aporcadas. Sin embargo, como era previsible, las plantas aporcadas desarrollaron el doble
de biomasa de raices adventicias respecto a las plantas no aporcadas (Tabla 2). Si se
considera la reparticion de la biomasa entre hojas, tallo y raices (comprendiendo raices
originales y adventicias) es interesante observar que entre las plantas aporcadas y las
plantas control la reparticion entre los distintos 6rganos fue muy similar, con diferencias
del 0,91% para hojas, 1,4% para tallo y 0,51% para raices. En cambio, en las plantas que
no fueron aporcadas, las diferencias fueron de mayor entidad, resultando del 4,0; 4,8 y

0,73% para hojas, tallo y raices, respectivamente (Tabla 3).



Tabla 2: Biomasa (g de peso seco) de hojas, tallos, raices y raices adventicias en plantas control, y luego de
10 dias de recuperacién. Mitad de las plantas sometidas a la fase de recuperacion fueron aporcadas con
sustrato para mantener viables las raices adventicias. Cada valor es el promedio + Error Estandar de 10
plantas. El asterisco para las raices adventicias indica diferencias significativas entre aporcado y no aporcado,
de acuerdo a la prueba t de Student (P<0,05). Las letras distintas indican diferencias significativas entre
control, aporcado y no aporcado por cada 6rgano de las plantas, de acuerdo a test ANOVA una via y al post
Test de Tuckey (P<0,05).

Biomasa (g) peso seco

Control No aporcado Aporcado
Hojas 2,517 +0,098 (10) a 1,474 0,075 (10)b 1,617 + 0,053 (10)b
Tallo 1,349 + 0,055 (10)a 0,978 + 0,049 (10)b 0,814 + 0,099 (10)c
Raices 0,505 + 0,022 (10) a 0,174 + 0,016 (10)b 0,080 + 0,004 (10)c
Raices adventicias — 0,126 + 0,013 (10)* 0,259 £ 0,018 (10)
R/S 0,132+ 0,008 (10)a 0,122 + 0,006 (10)a 0,139 + 0,006 (10) a

Tabla 3: Distribucion de la biomasa entre hojas, tallos y raices mas raices adventicias en plantas control y
luego de 10 dias de recuperacién, con y sin aporque. Los datos representan el promedio + Error Estandar de
10 plantas. Las letras distintas indican diferencias significativas entre control, aporcado y no aporcado por
cada 6rgano de las plantas de acuerdo a test ANOVA una via y al post-test de Tuckey (P<0,05).

Particion de biomasa (%)

Control No aporcado Aporcado
Hojas 57,47 £0,012 (10)b 53,40 + 0,017 (10)c 58,38 + 0,012 (10)a
Tallo 30,88 +0,011 (10)b 35,68 + 0,018 (10)a 29,45 + 0,010 (10)c
Raices + RA 11,66 + 0,006 (10)b 10,93 + 0,005 (10)c 12,17 + 0,004 (10)a

La tincién histoquimica con DAB permite individuar la presencia en los tejidos de
peréxido de hidrégeno. En un ensayo realizado con plantas inundadas y sucesivamente
sometidas a un tiempo de recuperacion, se vio que luego de 6 dias de anegamiento la
tincion del foliolo fue mucho mas intensa respecto al control (Fig. 4A, B). A los 3 dias de
retirada el agua, las hojas de las plantas aporcadas y no aporcadas se tifieron intensamente
respecto al control (Fig. 4 C, D, E). Sin embargo, a los 7 dias de recuperacion, en hojas de
plantas aporcadas, la intensidad del precipitado marrén disminuyd notablemente mientras

que en hojas de plantas que no fueron aporcadas mantuvo su intensidad (Fig. 4 F, G, H).



Figure 1. Efecto de la inundacion y del aporque durante la fase post-inundacién sobre la acumulacion de
H20, por medio de la tincion histoquimica con DAB (Diaminobencidina). Fotos de foliolos apicales de
plantas control (A, C, F) e inundadas por 10 dias (B). Las fotos D y G representan los foliolos de plantas en
fase de recuperacion luego de 3 y 7 dias sin aporcar, respectivamente. Las fotos E y H fueron tomadas a
foliolos de plantas en fase de recuperacion a las cuales se realiz6 aporque, luego de 3 y 7 dias
respectivamente.



Discusion

La inundacién afecta a las plantas de tomate alterando diversos parametros fisioldgicos,
entre ellos, la capacidad de acumular biomasa en las distintas partes de la planta y de
incrementar el area foliar (Fig. 1A, B, D, E). Esto podria deberse a una menor fijacion de
carbono como consecuencia del mayor cierre estomatico en plantas inundadas (Fig. 3), lo
que también fue observado por Else et al. (2009). Es interesante destacar que al iniciarse la
produccion de raices adventicias, dicho parametro se incrementa (Fig. 3) debido a que las
raices adventicias restablecen la capacidad de la planta de absorber agua. La coloracion
realizada con DAB permiti0 observar que, durante la inundacion, se produce la
acumulacion de H2O3, lo que podria generar un dafio oxidativo (Fig. 4 A, B).

Hasta el momento, la mayor parte de los estudios realizados en tomate y otras especies se
refieren a las respuestas de la planta durante el periodo de inundacién, ignorando las
alteraciones que la planta pueda sufrir una vez que se retira el agua. En los experimentos
realizados se observé que, si bien la acumulacion de biomasa en la fase de recuperacién se
mantuvo por debajo del nivel de las plantas control, la tasa de acumulacién de biomasa
hojas, tallo y total se duplico en esta fase con respecto al periodo de inundacion. De forma
similar, en plantas de Medicago sativa expuestas a inundacién, el sucesivo
restablecimiento de las condiciones aerdbicas permitié recuperar la funcionalidad
fotosintética y de asimilacién de algunos nutrientes; sin embargo, el crecimiento de las
plantas resulto fuertemente afectado debido a la necesidad de las mismas de re-direccionar
los fotoasimilados hacia las raices y hacia hojas para la reparacion del aparato fotosintético
(Smethurst et al., 2005).Con respecto al area foliar se pudo apreciar que, luego de 15 dias
de recuperacion, las plantas estresadas alcanzaban los mismos niveles que el control,
aunque la biomasa de las mismas era significativamente inferior. Esto podria indicar que
en la planta se prioriza la formacién de superficie capaz de interceptar radiacion y captar
CO2 por sobre su espesor (Fig. 1 A, B, C). El nuevo sistema radical adventicio que se
forma durante la fase de inundacion (siempre y cuando se mantenga viable con la practica
del aporque) permite mantener la relacion R/S aun cuando muere el sistema original de
raices (Fig. 1 E, F).

En plantas inundadas, el contenido de azlcares solubles y almidon se mantuvo similar al
de las plantas control (Fig. 2 A, B), pero dichos valores se redujeron notablemente durante
la fase de recuperacion, en la cual la planta aumenté su tasa de acumulacion diaria de
biomasa, pudiendo asemejarse a una estrategia de quiescencia. Segun Striker (2012),

estrategias contrastantes como la de escape y de quiescencia, respectivamente exhibidas en



plantas consideradas tolerantes y sensibles a la inundacion, pueden manifestar un
comportamiento del todo distinto una vez retirada el agua, es decir, durante la fase de
recuperacion. De hecho, en aquellas plantas donde muchos de los carbohidratos fueron
consumidos para la elongacion durante la fase de inundacion (escape), tuvieron un
crecimiento modesto durante el periodo post-inundacion. En cambio, las plantas
quiescentes durante el estrés, mantuvieron un mayor nivel de carbohidratos que fueron
empleados como fuente de energia una vez restablecida la oxigenacion de los tejidos,
determinando una mayor tasa de crecimiento.

Es de destacar que, si bien existen numerosos estudios sobre los mecanismos de tolerancia
a la inundacion (Loreti et al., 2016), las respuestas de las plantas después del estrés han
sido menos consideradas pese a ser esenciales para la evaluacién de la capacidad de
recuperacion de las plantas (Striker, 2012) En este sentido se planted la hipotesis que el
mantenimiento de las raices adventicias que se formaron durante la fase de inundacion
constituirian una ventaja para la recuperacion una vez retirada el agua. Los datos de
conductividad estomatica, por ejemplo, indican que las plantas que fueron aporcadas
lograron restablecer la misma conductividad que las plantas control (Fig. 3). Los datos de
biomasa indicarian que muchos de los fotoasimilados se repartieron hacia las raices
adventicias (Tabla 2). Si bien no se observd diferencia estadistica entre la relacion raices y
parte aérea en plantas aporcadas y no /R/S (Tabla 2), la reparticién de la biomasa entre los
distintos organos vegetativos de las plantas aporcadas y plantas control fue similar
indicando el efecto positivo de las raices adventicias durante la fase de recuperacion (Tabla
3). Uno de los factores que mas inciden en la produccion de biomasa durante la fase de
post-inundacion es el estrés oxidativo (Tamang & Fukao, 2015). Es de destacar que la
acumulacion de H20- disminuy0 hasta los niveles del control luego de 7 dias de retirada el
agua, en plantas en las cuales se mantuvieron viables las raices adventicias(Fig. 4 F, G, H).
En conclusion, las observaciones realizadas permitieron discernir que las respuestas de
aclimatacion durante la inundacion, en particular la formacion de un nuevo sistema de
raices adventicias, tienen un costo energético alto al retirarse el agua, lo cual impactaria
negativamente sobre diversos procesos fisiolégicos mientras que acentuaria la senescencia
y el estrés oxidativo. Sin embargo, si se logra mantener la viabilidad de estas raices
adventicias, se vio que la planta se ve beneficiada, ya que el mayor volumen de raices
permitiria recuperar la apertura estomatica y la absorcion de agua y nutrientes, atenuando

el estrés oxidativo y restituyendo la funcionalidad del aparato fotosintético.
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