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RESUMEN

La presente tesis doctoral analiza la productividad y sostenibilidad agricola
del cultivo de mandarino bajo estrategias de riego deficitario controlado y el uso
de agua regenerada, evaluando el impacto de estos factores a través de marcadores
moleculares precoces del estado fisiopatoldgico de los cultivos. El estudio se
desarrolla en la Region de Murcia, una zona semidrida con alta presion sobre los
recursos hidricos, y utiliza un enfoque multidisciplinar que combina analisis
agronomicos, fisioldgicos y moleculares para determinar como la calidad del agua
y la gestion del riego afectan el crecimiento, rendimiento y calidad de los frutos, asi
como la respuesta metabdlica de las plantas.

Los resultados muestran que el uso de agua regenerada salina y la aplicacion
de riego deficitario controlado pueden modificar significativamente la composicion
de aminoacidos, fitohormonas y oxilipinas en las hojas de mandarino, lo que se
traduce en cambios en la tolerancia al estrés, el desarrollo vegetativo y la calidad
de la cosecha. De los resultados obtenidos se puede extraer que ciertos
fitoprostanos y fitofuranos pueden utilizarse como marcadores bioldgicos,
permitiendo detectar de forma temprana el estrés oxidativo en las plantas, incluso
antes de la aparicion de sintomas visibles, lo que representa una herramienta tutil
para la gestion agronomica y la toma de decisiones en condiciones de escasez

hidrica y salinidad.

En conclusidn, la tesis demuestra la viabilidad del uso de agua regenerada en
el riego de mandarinos, siempre que se realice un seguimiento intensivo para evitar
dafios en el suelo y los arboles. Ademads, identifica marcadores moleculares
sensibles que pueden servir para anticipar problemas de estrés y optimizar las
practicas de riego y fertilizacion, contribuyendo asi a una agricultura mas
sostenible y resiliente frente a los retos del cambio climatico y la escasez de recursos

hidricos.
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ABSTRACT

This doctoral thesis analyses the agricultural productivity and sustainability
of mandarin cultivation under controlled deficit irrigation strategies and the use of
reclaimed water, evaluating the impact of these factors through early molecular
markers of the pathophysiological state of the crops. The study is carried out in the
Region of Murcia, a semi-arid area with high pressure on water resources, and uses
a multidisciplinary approach that combines agronomic, physiological and
molecular analyses to determine how water quality and irrigation management

affect fruit growth, yield and quality, as well as the metabolic response of plants.

The results show that the use of saline reclaimed water and the application
of controlled deficit irrigation can significantly modify the composition of amino
acids, phytohormones and oxylipins in mandarin leaves, which translates into
changes in stress tolerance, vegetative development and crop quality. From the
results obtained, it can be extracted that certain phytoprostanes and phytofurans
can be used as biological markers, allowing early detection of oxidative stress in
plants, even before the appearance of visible symptoms, which represents a useful
tool for agronomic management and decision-making in conditions of water

scarcity and salinity.

In conclusion, the thesis demonstrates the feasibility of using reclaimed water
in the irrigation of mandarins, provided that intensive monitoring is carried out to
avoid damage to the soil and trees. In addition, it identifies sensitive molecular
markers that can be used to anticipate stress problems and optimize irrigation and
fertilization practices, thus contributing to a more sustainable and resilient
agriculture in the face of the challenges of climate change and the scarcity of water

resources.
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I- INTRODUCCION

1.1. PREVISIONES DE CRECIMIENTO DEMOGRAFICO

En 2025 la poblacion mundial se estima en unos 8231 millones de personas y
aunque a un ritmo cada vez mas lento a nivel global se prevé que siga creciendo
durante los proximos 50 o 60 afios, alcanzando su pico maximo para el ano 2080

con unos 10300 millones (Figura 1).
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Figura 1. Crecimiento esperado de la poblacion mundial

Fuente: World Population Prospects 2024. Department of Economic and Social Affairs. Population Division.
United Nations.

https://population.un.org/wpp/graphs?loc=900& type=Demographic%20Profiles&category=Line%20Charts

Por zonas geograficas, en los paises mas desarrollados, un total de 63 paises
y areas que contienen el 28 por ciento de la poblacién mundial, el punto maximo se
alcanz6 en 2024, y se prevé que tras un retroceso en la tasa de crecimiento, esta se
estabilice. En otros 48 paises que contenian un 10 por ciento de la poblacion en
2024, se prevé que alcancen su punto de maximo crecimiento entre 2025 y 2054,
mientras que los 126 restantes continuardn aumentando el tamano de su poblacion
hasta el afio 2100.


https://population.un.org/wpp/graphs?loc=900&type=Demographic%20Profiles&category=Line%20Charts
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A partir del afio 2090, después de haber alcanzado un pico maximo en la
poblacién mundial, se proyecta una reduccion progresiva de la poblacion mundial,
con una tasa de decrecimiento del 0,38% en 2100 debido principalmente a factores
como la disminucion de la natalidad, el envejecimiento poblacional y el aumento

de la urbanizacién (Figura 2).
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Figura 2. Velocidad anual de crecimiento de la poblacién mundial.

Fuente: World Population Prospects 2024. Department of Economic and Social Affairs. Population Division.
United Nations.

https://population.un.org/wpp/graphs?loc=900&type=Demographic%20Profiles&category=Line%20Charts

Esta estabilizacion o reduccion de la poblacion podria aliviar la presion sobre
los recursos naturales y favorecer un desarrollo mas sostenible. No obstante, y
junto con la reduccion en el desperdicio de alimentos entre otros objetivos, para
satisfacer la creciente demanda de alimentos la agricultura necesitara producir al
menos un 15% mas en la préxima década (OECD/FAQ, 2024), con el consiguiente
aumento en el consumo de un recurso basico como es el de agua. De esta manera,
el incremento de la productividad agricola de una manera sostenible, conservando
el agua y previniendo la contaminacion del suelo es actualmente uno de los
principales retos de la investigacion agrondmica a nivel de ecosistema (EEA, 2019).


https://population.un.org/wpp/graphs?loc=900&type=Demographic%20Profiles&category=Line%20Charts
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1.2. DISPONIBILIDAD DE RECURSOS HIDRICOS

Del 71% de agua presente en el planeta, tan solo el 2.5% del agua corresponde
a agua dulce. De este reducido porcentaje el 68.7% se encuentra atrapada en
glaciares y casquetes polares, un 30.1% pertenece a acuiferos subterrdneos, y tan
solo un 1.2% esta en rios, lagos y embalses, accesible para consumo humano. Una
proporcion importante de éste aproximadamente 0.03% del total del agua dulce
disponible para consumo humano se emplea en la producciéon de alimentos. A
escala mundial, la agricultura se perfila como el principal usuario de los recursos
hidricos, con un 72 % del total de las extracciones de agua dulce, seguida del sector
industrial (15 %), y el sector servicios (13 %) (FAO/ONU, 2024).

A pesar de que las zonas climdticas templadas siguen siendo las mds
productivas en cuanto a volumen, las zonas éridas y semidridas del planeta
concentran una gran cantidad de produccion agricola, gracias a unas condiciones
climaticas que incluyen mas de 300 dias al afio de sol. En cualquier caso y en gran
parte por este motivo, estas zonas se caracterizan por un elevado estrés ambiental
asociado principalmente a los altos niveles de radiacién y a la escasez de agua. Esta
falta de agua ha hecho que el avance tecnologico en el &mbito del regadio haya sido
exponencial, con el fin de aprovechar hasta el ultimo recurso disponible,
fomentando la busqueda de recursos hidricos alternativos, y asegurando asi que la
produccion de alimentos sea suficiente para hacer frente al actual ritmo de

crecimiento de la poblacion.

El agua se considera el factor de producciéon mas restrictivo, especialmente
en regiones semidridas, como la mediterranea, donde escasea y no siempre se
halla accesible (Pedrero y col., 2015). A su vez, los pronosticos vigentes sobre el
cambio climético indican que en el sur de Europa, el calor extremo y el descenso
de las precipitaciones y de la disponibilidad hidrica limitardn atin mas la
productividad agricola, debido a un aumento en la frecuencia e intensidad de las
los periodos de sequia (Garcia-Galiano y col., 2015; FAO, 2016).
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Regiones costeras
Stbida del nivel del mar
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Figura 3. Impacto del cambio climdtico en el sector agricola de las principales regiones biogeogrdficas de Europa.

Fuente: adaptado de Climate change adaptation in the agriculture sector in Europe. EEA Report No 04/2019

Medidas basadas en la conservacion, el ahorro y una mejora en la eficiencia

representan el enfoque dptimo a la gestion de los recursos en toda Europa. Sin

embargo, la demanda en algunas regiones del sur sigue superando la

disponibilidad, y la optimizacion de los recursos disponibles, y la regeneracion y

reutilizacion de aguas residuales como medidas para incrementar la oferta podrian

resultar potencialmente mas sostenibles que enfoques mas tradicionales como la

acumulacion en embalses y los trasvases entre cuencas (EEA, 2009).
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1.3. ESTRATEGIAS Y RECURSOS HIDRICOS ALTERNATIVOS

El uso de fuentes de agua no convencionales como el agua regenerada (RW)
junto con estrategias de riego deficitario controlado (RDC) podrian ser alternativas

adecuadas para hacer frente a la limitacion de los recursos.

El uso del agua regenerada esta experimentando un rapido desarrollo a nivel
mundial, especialmente en regiones aridas y semidridas, de manera que se espera
que para el afio 2030 un 1.66% del total del agua que consume el sector agricola sea

regenerada (Global Water Intelligence, 2017)

El RW puede ser beneficiosa para los cultivos dado que la presencia de
macronutrientes (nitrégeno, fosforo y potasio) puede ayudar a reducir los
requerimientos de fertilizantes, como el nitrato, dando lugar a importantes ahorros
(Pedrero y col., 2015). También puede promover la actividad de las comunidades
microbianas del suelo en los cultivos (Bastida y col., 2018) o la biomasa microbiana
(Androver y col., 2012) en concordancia con la estrategia europea del Pacto Verde
para promover la salud del suelo (IPCC, 2025). Sin embargo, el manejo inadecuado
del riego con AR puede exacerbar los problemas de lixiviacion de nutrientes
(Romero-Trigueros y col,, 2014). En cualquier caso, se requiere una gestion
adecuada y cuidadosa del recurso, de manera que los requisitos minimos de
calidad para su segura utilizaciéon han sido regulados recientemente debido a la
creciente importancia del agua regenerada como recurso alternativo (Eur-Lex
2020/741, 2020).

Por otra parte, la implementacion del riego deficitario controlado (RDC), una
practica que persigue reducir la demanda de riego y mejorar la productividad
optimizando los recursos disponibles, puede marcar una estrategia de ahorro de
agua en aquellas zonas donde el suministro es limitado debido a condiciones
extremas en la climatologia. El riego deficitario controlado (RDC) implica la
aplicacion de volumenes de agua inferiores a las necesidades maximas de
evapotranspiracion del cultivo (ETc) durante los periodos fenologicos donde la
planta muestra mayor tolerancia o menor sensibilidad al estrés hidrico, y satisfacer
plenamente la demanda durante los periodos criticos de alta sensibilidad al déficit
(Rai y col., 2022).
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La aplicacion de esta practica requiere, por tanto, una evaluacion cuidadosa
de los requisitos imprescindibles de los cultivos en sus diferentes etapas de
crecimiento y sus condiciones de contorno, como la evapotranspiracién, las

caracteristicas del suelo y la climatologia.

1.4. CAPACIDAD DE ANTICIPACION A LOS PROBLEMAS DERIVADOS DEL ESTRES
HIDRICO Y SALINO

La aplicacion de técnicas de restriccion hidrica o el riego con aguas de elevada
salinidad puede llevar consigo problemas que redunden en mermas en la calidad
de los frutos y en el rendimiento de la produccion de las cosechas, de manera que
se hace imprescindible disponer de herramientas que permitan monitorizar el
estado fisiopatoldgico de los cultivos y doten de capacidad de reaccion a los
agricultores y empresas relacionadas con el sector para enmendar los problemas

surgidos antes incluso de las primeras manifestaciones fisioldgicas y/o visuales.

En este sentido, la combinaciéon de las herramientas agrondmicas de
fertirriego inteligente mediante RW junto con marcadores biomoleculares de
deteccidn precoz de sistema de cultivo podria suponer un avance en solucion de
problemas con la antelacidn suficiente a su aparicion. Para ello, en esta tesis se
pretende poner en valor una serie de marcadores moleculares avanzados en forma
de modelo de reaccion temprano frente a problemas agrondémicos basados en el
estudio combinado de hormonas vegetales, aminodcidos y de marcadores de estrés

oxidativo (oxilipinas vegetales: fitoprostanos y fitofuranos).

La combinacion de la medida de hormonas vegetales y aminoacidos permite
visualizar el estado fisioldgico del cultivo de mandarino, desde su desarrollo y
crecimiento hasta su activacion o inactivacion metabdlica dependiendo de las
condiciones edafoclimaticas y agrondmicas empleadas (Collado-Gonzalez y col.,
2014). El uso de marcadores de estrés oxidativo, fitoprostanos y fitofuranos,
moléculas generadas por ataque de radicales libres sobre el acido linolénico de las
células vegetales a causa de estreses bidticos y abioticos estan comenzando a ser
muy empleado en agronomia como factor de diagnostico temprano frente a

estrategias agronomicas y de evolucion de cultivos lefiosos y hortofruticolas
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(Pinciroli y col., 2018; Collado-Gonzalez y col., 2015, 2016; Garcia-Garcia y col.,
2019).
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II - JUSTIFICACION

Como es sabido, la IPCC pronostica cambios en el clima caracterizados por
un aumento en la frecuencia y la intensidad de fendmenos meteoroldgicos
extremos como olas de calor, episodios graves de sequia o inundaciones tras lluvias
torrenciales (IPCC, 2014).

Las plantas son organismos sésiles, por lo que deben adaptarse al medio y no
pueden huir ni refugiarse de las condiciones ambientales adversas (Bafalgon y col.,
2022). En especial en regiones mediterraneas, el aumento de las temperaturas
conllevara una mayor evapotranspiracion y una menor pluviometria. Los citricos
presentan unas elevadas necesidades de riego (Balfagdn y col., 2022), por lo que el
cambio climatico provocard en consecuencia, un aumento de las necesidades de
riego para este cultivo. Los citricos son uno de los tipos de cultivo mas importantes
en todo el mundo y Espania es el sexto productor mundial de citricos frescos y es el
primer exportador de naranjas, mandarinas y limones (Balfagén y col., 2022). En la
actualidad, el productor de citricos no tiene agua disponible para regar la totalidad
de su finca y debe recurrir a restricciones hidricas programadas y/o a fuentes de

agua alternativas, frecuentemente salinas.

En general, los rasgos especificos de los arboles que controlan e influyen en
la floracion, el desarrollo de los frutos, la abcision y la maduracién implican
cambios metabolicos adaptativos sefialados por diferentes hormonas que
intervienen en diferentes momentos. Las respuestas hormonales dependen del
genotipo y la etapa del desarrollo de la planta, de los factores que le generan estrés,

el momento fenologico en que se producen, la gravedad de éstos y su duracién.

La tolerancia de las plantas también depende del rendimiento del
metabolismo de las plantas. La mayoria de las respuestas y adaptaciones parecen
estar reguladas por los niveles hormonales y los cambios en la sensibilidad a ellas.
En general, se considera que las fitohormonas forman parte del mecanismo de
transmision de sefales producido por los estimulos ambientales (Balfagon
Sanmartin, 2016). Por ejemplo, el acido absicico (ABA) se considera el principal
regulador de las respuestas de las plantas a la salinidad porque promueve la

reduccién del crecimiento, la senescencia de las hojas, el cierre de los estomas, el
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ajuste osmotico, el aumento de la conductancia radicular y la induccién génica
(Balfagon Sanmartin, 2016). En los citricos maduros, el etileno exdgeno que acelera
el color se rompe a través de la degradacion de la clorofila y la sintesis de
carotenoides. Las citoquininas derivadas de las hojas (Zeatina) podrian
desempefiar un papel en la estimulacion del crecimiento de las yemas en arboles
de hoja perenne (Hutton y van Staden, 1983). Ciertos aminodcidos estan
involucrados en la sintesis de hormonas y en los mecanismos de tolerancia al estrés
abiotico. La metionina es un precursor esencial en la biosintesis del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (Osorio Mora, 2000), leucina y prolina en
la sintesis de giberelinas (Sonnino y Ruane 2017). La alanina, la arginina y la glicina
intervienen en la sintesis de clorofila, mientras que la lisina, el dcido glutamico y la
glicina en los sistemas de resistencia de las plantas (Castillo Sanchez, 2022). Hasta
la fecha, existen pocos estudios previos que describan la relacion del riego con el
agua salina y su comportamiento metabdlico en términos de perfil de fitohormonas
(Khoshbakht y Asgharei, 2015; Mahmoud y col., 2021).

Al mismo tiempo, la variacion en los niveles de oxilipinas, moléculas
asociadas a procesos oxidativos consecuencia de las condiciones desfavorables
podria resultar un claro indicador de los niveles de estrés a los que se encuentra
sometida la planta, incluso antes de que comiencen a aparecer sintomas visibles
(Lipan y col., 2020).

En este trabajo se busca asociar los cambios metabolicos en términos de
fitohormonas, aminodcidos y oxilipinas en mandarinos regados con agua
regenerada salina y en condiciones de restriccion hidrica respecto a parametros

agronomicos.

Nuestra hipotesis es que tanto la calidad del agua como la aplicacion de
estrategias de riego deficitario controlado puede afectar los pardmetros
agronomicos en los mandarinos y que esto puede ponerse de manifiesto a través

de la composicion agrometabdlica de las hojas.
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2.1. SITUACION DE LOS RECURSOS HIDRICOS EN ESPANA

21.1. Aguas superficiales

La situacién de los recursos hidricos superficiales en Espafia se caracteriza
por una gran desigualdad geografica y estacional. Mientras que las regiones
situadas al norte y noroeste de la peninsula (Galicia, Cantdbrico y Pirineos) se
caracterizan por una alta pluviometria y una abundancia de rios caudalosos como
el Mifo, Nalén y Ebro, el centro y sur peninsular (Castilla La Mancha, Andalucia y
Murcia) cuentan con rios con caudales mas irregulares, como el Guadalquivir,
Segura y Jucar, y sufren periodos de sequia prolongada alternados con lluvias
torrenciales. Concretamente en la vertiente Mediterranea, que cuenta con cuencas
pequenas y una escasa capacidad de regulacién natural, muestra una gran

dependencia de embalses y trasvases para el abastecimiento y riego.

La evolucion de los indicadores de sequia en el territorio espafol durante las
pasadas seis décadas muestra una situacion de alternancia de periodos
extremadamente secos seguidos de etapas de normalidad hidrica (Figura 4). El
impacto del cambio climatico hace prever que estos episodios de escasez se

acenttien, con el consiguiente perjuicio para la productividad agricola.

1970 1980 1990 2000 2010 2020

Figura 4. Evolucion de la situacion de sequia en las iiltimas 6 décadas segun el indicador SPI para la region
de Murcia.

Fuente: Base de datos histdrica del CSIC (Vicente-Serrano y col, 2017)
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En el afio previo al estudio la situacién de partida a diciembre de 2017 para
la demarcacion intercomunitaria del Segura era de emergencia teniendo en cuenta
el namero de desviaciones estandar de la precipitacion caida respecto a la media
normalizada a lo largo de los 12 meses anteriores (indice de precipitaciones
estandarizado, SPI; McKee y col., 1993) segtin la base de datos histdrica del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) (Figura 5).

PORTUGAL

<-2.33 -1.65

Figura 5. Situacion del estado de la sequia hidroldgica a diciembre de 2017, tres meses después de iniciado el
estudio, segtin indice SPI para una escala temporal de 12 meses.

Fuente. Base de datos historica del CSIC (Vicente-Serrano y col., 2017)

En el afio hidroldgico en curso durante el estudio la situacion muestra una
mejora respecto a los afios previos. A finales de septiembre de 2018, el mes de
conclusion de la toma de muestras, y con los datos disponibles para el caso de las
distintas demarcaciones era la que se muestra en el mapa de la figura 6. A pesar de
presentar un panorama de normalidad en la mayor parte de las cuencas, en los afios

sucesivos, cuencas como las del Jucar y Segura, después de un par de anos (2022/24)
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extremadamente secos, afrontaban el afio hidroldgico presente (2025) sin recursos
suficientes como para considerar superados los problemas de escasez.
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Figura 6. Situacién del estado de la sequia hidrolégica a septiembre de 2018 segiin indice SPI para una escala
temporal de 12 meses.

Fuente. Base de datos histérica del CSIC (Vicente-Serrano y col., 2017)

2.1.2.  Aguas subterraneas

El agua superficial representa en Espafa un 74% del total del suministro de
agua para el regadio, siendo la principal fuente, seguida del agua subterranea con
un 24 % (Loépez Geta, 2020).

Espafa cuenta con mas de 700 masas de agua subterranea identificadas
oficialmente, con un volumen estimado de 30.000 hm?®/afio, aunque solo una parte
es realmente aprovechable (Andreu Rodes y Fernandez Mejuto, 2019). Tanto la
cuenca del Guadiana, que cuenta con extensos acuiferos, como el levante y sureste
peninsular (Murcia, Alicante y Almeria), con acuiferos como el Campo de
Cartagena y la Sierra de la Pila, dependen fuertemente de la explotacion de sus
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aguas subterrdneas bien sea por aprovechamiento de manantiales naturales o a
través de la perforacion de pozos verticales o galerias de infiltracion. Esta
dependencia ha llevado a la superacion de la capacidad de recarga natural
ocasionando un descenso continuo en los niveles de los acuiferos, que en zonas
costeras se ven hidrostaticamente compensado por la intrusién de aguas marinas
afectando negativamente a la calidad del agua disponible para abastecimiento y
riego (Navarro-Acosta, 1998; Argamasilla y col., 2017).

La demarcacién del Segura (DHS) contabiliza unas 63 masas de agua
subterranea, de las cuales el 60% se encuentra en mal estado desde el punto de vista
cuantitativo. Un total de 54 masas de agua subterrdnea sufren presiones de tipo
cuantitativo, 30 de las cuales con un indice superior al 100%, es decir se extrae
anualmente un mayor volumen del que se puede reponer. En algunos casos ese
indice supera con mucho la capacidad de recarga natural (Figura 7). Por otro lado,
el andlisis de la Confederacion Hidrografica del Segura (Sanchez y col., 2024)
desvela la aparicion de impacto por nutrientes en 24 zonas, principalmente por
nitratos. Un total del 35% de las masas de agua subterrdnea, cubriendo una
superficie de 5.457 km?, el equivalente al 27% de la extension total, presentan
valores superiores a los limites de 50 mg/l, establecidos en la Directiva sobre
Nitratos, cifra recientemente actualizada a 37.5 mg/l (Real Decreto 47/2022),
llegando a alcanzar en algunas masas medias muy superiores a los valores limite.
De las 21 masas con problemas de calidad quimica destacan tres, el Campo de
Cartagena, en cuyo caso el problema termina llegando al Mar Menor, el Valle del
Guadalentin, y las Vegas Media y Baja del Segura, que son las que aglutinan la

mayor parte del regadio.

La elevada rentabilidad de los cultivos ha llevado a la sobreexplotaciéon de
las masas de agua subterranea provocado el agotamiento de los acuiferos por un
uso mas alld de las posibilidades de recarga natural. Al mismo tiempo las
infiltraciones en el terreno de los retornos del riego han provocado Ila

contaminacion de manera difusa de algunas de las masas de agua existentes.
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Andalucia

Figura 7. Nivel de sobreexplotacion de los acuiferos de la cuenca del Segura

Fuente: mapa confeccionado con datos de la Confederacion Hidrogrifica del Segura. Cuando las extracciones se
sitiian por encima del 80% del agua anual disponible y el nivel fredtico (medido por sensores piezométricos)

baja, se considera que la masa de agua estd sobreexplotada.

Lejos de constituir una problematica particular de una zona concreta de la
Peninsula Ibérica, un estudio publicado por Jasechko y colaboradores (2024)
compilando datos de 170.000 pozos en un total de 1.693 sistemas acuiferos de mas
de 40 paises que abarcan aproximadamente el 75% de las extracciones mundiales
de agua subterranea, muestra una disminucién generalizada de los recursos a un
ritmo de 0.5 metros/afios de media de descenso en el nivel fredtico durante las
ultimas cuatro décadas (Figura 8). Este descenso se ha ido acelerando a un ritmo
mayor a partir del ano 2000 en el 30% de los acuiferos, especialmente en las zonas

hiperéridas, dridas y semidridas con extensas zonas de cultivo.
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a Percent of aquifer systems in which groundwater b Aquifer-scale trend in depth to groundwater
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Figura 8. Evolucidén de la situacion de los acuiferos en el siglo XXI contextualizada en funcién de la zona
climatica a) y la prevalencia de dreas cultivada b).

Fuente: adaptado de Jasechko y colaboradores (2024).

En Espafia, cada vez mds, y como consecuencia de la escasez del recurso
agravada por el cambio climatico y la contaminacion de los acuiferos, se esta
recurriendo a otras fuentes de agua no convencionales, como son las aguas
regeneradas (0,4 %) o las desalinizadas (1,6 %). Actualmente se riegan 57.142 ha
con aguas depuradas y 20.550 ha con agua desalinizada. (Lopez Geta y col., 2020;
Alcalde Corcuera, 2025; Barcel6 y col., 2008)

2.2. USO DE AGUAS REGENERADAS Y ESTRATEGIAS DE RIEGO DEFICITARIO

En los ultimos tiempos se han producido importantes limitaciones en el uso
del agua para la agricultura, principalmente como consecuencia del crecimiento
demografico, el cambio climatico y la tendencia hacia la agricultura de regadio

(Martinez y col., 2008). El riego en las zonas de cultivo consume anualmente cerca
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del 70% de los recursos hidricos renovables mundiales. La variabilidad climatica,
la reduccién en la cantidad y calidad del agua, y la presion de otros sectores que
compiten por el mismo recurso presentan un futuro de creciente demanda en el
que la sostenibilidad dependerd de cambios en la politica del agua y del avance
hacia una agricultura inteligente que permita el aumento de la productividad con

el menor consumo posible de recursos (Rai y col., 2022).

El uso de recursos hidricos alternativos y las técnicas para optimizar la
productividad del agua han cobrado una vital importancia durante las dos tltimas
décadas (Gomez-Bellot col., 2021).

Estas estrategias suponen una reduccion en el consumo de agua total
necesario, y el uso de recursos alternativos de bajo costo energético como el agua
reciclada (Lépez y col., 2012; Quiroga, 2023, que permitiria adicionalmente reducir
la presién sobre acuiferos y embalses, y conlleva como anadido el reciclaje de

nutrientes como nitrégeno y fosforo.

2.2.1. Aguaregenerada

El agua regenerada tiene un excelente potencial para convertirse, con una
gestion adecuada, en una valiosa fuente de agua de riego. Debido a su composicion,
tiene ademas la posibilidad de influir positivamente en la nutricion de las plantas
haciendo que la concentraciéon de macronutrientes (N, P y K) se acerque a sus
niveles dptimos para el crecimiento de las plantas, lo que también podria reducir
las tasas de aplicaciéon de fertilizantes (Nicolds y col., 2016). El riego con RW
también podria favorecer la actividad de la comunidad microbiana del suelo

(Bastida y col., 2018) o la biomasa microbiana (Adrover y col., 2012).

Por el contrario, un manejo inadecuado del riego con RW puede agravar los
problemas de salinizacion secundaria y degradacién del suelo a medio-largo plazo,
y finalmente resultar en impactos negativos sobre la fisiologia del cultivo, el
crecimiento, la calidad de la cosecha y otros factores (Romero-Trigueros y col.,
2017).

Los efectos perjudiciales de la salinidad en las plantas incluyen el estrés
osmoticoy la toxicidad idnica (Serrano, 1996). Concretamente las plantas de citricos

son altamente sensibles a las alteraciones osméticas producidas por la escasez de
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agua (Gomez-Cadenas y col., 1996). Existe en la actualidad, un gran ntimero de
estudios realizados en condiciones climaticas semidridas mediterraneas,
analizando los efectos de la adopcion de estrategias de restriccion hidrica en
citricos. Saitta y colaboradores (2021) hacen una breve descripcion de muchos de
ellos. No obstante, ninguno explora las caracteristicas agrometabdlicas ni las
contrastan con las caracteristicas productivas utilizando agua normal de riego y

agua reciclada en condiciones de déficit hidrico.

Situada en el sureste de la Peninsula Ibérica, la Regiéon de Murcia es
una region semidrida donde la gran demanda agricola concurre con la escasez
de precipitaciones, el agotamiento de las fuentes hidricas usuales, y el aumento
en la salinizacion de los acuiferos. En concreto, el 93% del agua regeneradaen
Murcia supera los 2 dS'm de conductividad eléctrica y un 37% los 3 dS-m?,
segun datos de ESAMUR (ESAMUR, 2017). La salinidad elevada est4 entre los
factores ambientales mds relevantes causantes de las mermas en la
produccion agricola a nivel global y constituye uno de los desafios mas
importantes para la futura sostenibilidad de los sistemas de produccion bajo

riego con AR en zonas semiaridas.

Entre los efectos mas notorios de las elevadas concentraciones de
fitotdxicos se encuentra el cierre estomatico (Gimeno y col., 2012), que provoca
una reduccién en los niveles de CO: disponibles para la fotosintesis (Garcia-
Sanchez y Syvertsen, 2006) y fomenta la acumulacion de iones (Brumos y col.,
2009; Mouhaya y col, 2010), y el deterioro foliar, que suele redundar en
pérdidas en la produccion total de fruta (Murkute y col., 2005). En consecuencia,
el boro y la alta salinidad pueden comprometer la viabilidad del uso de agua
regenerada a largo plazo en citricos, siendo el problema mayor a medida que
aumenta el tiempo de exposicion a estos factores. Un conocimiento profundo de
la funcién que desempenan tanto fenologia y capacidad fotosintética como el
estado hidrico de la planta en la funcion fisioldgica, y sus interacciones durante el
ciclo de cultivo, es clave para evaluar la productividad de los arboles frutales
(Miréas-Avalos y col., 2011).

2.2.2.  Estrategias de riego deficitario controlado

La gestion eficiente del agua representa uno de los desafios mas criticos para

la produccion horticola a nivel mundial, exacerbado por la creciente escasez de
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recursos hidricos. El consumo agricola global es la principal fuente de demanda de
agua dulce, acaparando histéricamente mas de dos tercios del consumo total
humano (Yang y col, 2022). Esta realidad impone la necesidad urgente de
transformar las précticas de riego, especialmente en regiones aridas y semiaridas,
donde la optimizacidn de los recursos hidricos es vital para la sostenibilidad del

sector.

Como se ha comentado anteriormente, las practicas tradicionales de cultivo
implican la utilizacion excesiva de este recurso lo que conlleva una baja eficiencia
en cuanto al aprovechamiento de un bien limitado. Esencialmente el riego
deficitario controlado (RDC) consiste en reducir el riego, e incluso suprimirlo, en
los momentos en que el cultivo es menos sensible al estrés hidrico, conservando
unicamente el 100% de las cantidades requeridas por la evapotranspiracion del
cultivo sélo en los periodos en los que la ausencia de agua puede ocasionar
pérdidas importantes. De esta manera se consigue una eficiencia en el uso y la
productividad hidrica con pérdidas minimas de rendimiento (Champaneri y col.,
2024).

En el contexto de la creciente escasez de recursos hidricos en regiones
semiaridas, el objetivo primordial del RDC se aleja de la tradicional maximizacion
del rendimiento por unidad de tierra. En cambio, busca la maximizacion de la
productividad del agua (WP) o la eficiencia en el uso del agua (WUE), cuantificada
como la cantidad de producto comercializable obtenida por unidad de volumen de

agua utilizada (kg/m?) (Camacho-Ferre y Rodriguez, 2005).

La justificacion econdmica de este enfoque se basa en la ley de rendimientos
marginales decrecientes (Case y Fair, 1999), que indica que para un proceso
productivo, afiadir mas de un factor productivo mientras se mantienen los otros
constantes dard progresivamente menores incrementos en la produccion por
unidad (Samuelson y Nordhaus, 2001). En el olivar, por ejemplo, se ha observado
que la eficiencia en el uso del agua para la producciéon de aceite es
significativamente mayor bajo aportaciones reducidas de agua (0.6 kg/m®) en
comparacion con aportaciones cercanas a la demanda maxima (0.15 kg/m?). Esto
demuestra que el agua adicional en la parte superior de la curva de produccién

genera un rendimiento marginalmente menor (Pérez-Rodriguez y col., 2022).



54 DAVID AUNON CALLES

Por lo tanto, en situaciones de restriccion hidrica, la aplicacion estratégica del
RDC permite optimizar el uso del recurso. El agua ahorrada puede ser destinada a
irrigar superficies adicionales o utilizada para otros propdsitos, lo que resulta en
una estabilizacién de los ingresos del agricultor y un beneficio econdmico mas
amplio para la comunidad de usuarios de agua. Esta aproximacién debe ser
integrada con las politicas de gestion hidrica regionales, especialmente en cuencas
donde existen restricciones administrativas claras sobre las dotaciones anuales de
riego (como los 1,500 m3/ha en el olivar tradicional en Andalucia). La clave del éxito
reside en la capacidad para realizar esta optimizacion sin provocar una reduccion

significativa e inaceptable de la produccién (Pastor e Hidalgo, 2005).

El RDC es posible gracias a la existencia de una sensibilidad diferencial al
estrés hidrico entre los procesos de crecimiento de la planta. Especificamente, el
crecimiento vegetativo, la produccion de brotes y hojas, es generalmente mas
sensible a la falta de agua que el crecimiento reproductivo, durante el desarrollo de

frutos y semillas (Rai y col., 2022).

Al aplicar la restriccion hidrica durante las fases de alta actividad vegetativa,
la planta reduce su vigor, lo cual es altamente deseable en plantaciones modernas
de alta densidad. Este control del crecimiento vegetativo reduce los requerimientos
de poda. En frutales caducifolios, el crecimiento de los brotes es intenso al inicio de
la temporada y se ralentiza a medida que el crecimiento del fruto se acelera. Limitar
el agua en esta fase temprana logra restringir el crecimiento de los brotes sin afectar
notablemente la expansion del fruto en etapas posteriores. De esta manera, el RDC
actia como un regulador fisioldgico, canalizando los fotoasimilados y el agua que
se habrian destinado al desarrollo excesivo del dosel arbdreo hacia el érgano de
interés econoémico (Vélez. y col., 2012)

2.3. REGULACION HORMONAL EN CONDICIONES DE ESTRES HIDRICO Y ELEVADA
SALINIDAD

Las hormonas vegetales juegan un papel crucial para garantizar un
crecimiento adecuado de la planta y una adaptacion a las condiciones cambiantes

provocadas por entornos en constante evolucion (El Sabagh y col., 2022)
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Todos los rasgos especificos de las plantas que controlan e influyen en la
morfologia (Wang y Wang, 2022) la floracion (Chandler, 2011), la abscision foliar,
y la maduracién (Igbal y col., 2017; Fenn y Giovannoni, 2021) y desarrollo de los
frutos (Ciura y Kruk, 2018) implican cambios metabdlicos sefializados por
diferentes hormonas. Las respuestas hormonales dependeran del genotipo y la
etapa de desarrollo de la planta en el momento en que se produce el estrés, la
duracion y gravedad de éste y los factores ambientales causantes.

La mayoria de las respuestas y adaptaciones parecen estar reguladas por los

niveles y cambios hormonales en sensibilidad hacia los estimulos ambientales
(Figura 9.).
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Figura 9. Diafonia fitohormonal durante el estrés ambiental.

Fuente: adaptado de Aliy col., 2024

Frente a un estrés ambiental se originan especies reactivas de oxigeno (ROS)
que activan diferentes vias de sefializaciéon dando lugar a una compleja red de
interacciones aditivas, antagdnicas y sinérgicas, cruciales para coordinar la
respuesta y gestionar los diversos procesos internos como el crecimiento y el
desarrollo. Esta comunicacion ocurre en multiples niveles reguladores, incluida la

transcripcion de genes, la estabilidad de proteinas y la homeostasis hormonal, lo
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que influye en la arquitectura general y la robustez del sistema inmunologico de la

planta.

Hormonas como el acido salicilico (SA), el acido jasmdnico (JA), las auxinas,
las citoquininas (CK), el etileno (ET) y el acido abscisico (ABA) son capaces de
provocar interacciones a través de una red de vias interconectadas que implican
efectos sobre la estabilidad de las proteinas, modificaciones quimicas sobre estas,

coactivacién o represion de proteinas diana, expresion de genes involucrados en la

activacion de procesos posteriores, modulacion de la concentracion y estabilidad
de las hormonas dentro de la planta, adaptacién de las respuestas inmunitarias
proporcionando resistencia al entorno e iniciando respuestas defensivas
especificas, orquestando el equilibrio entre crecimiento y tolerancia al estrés, y para
regular procesos como el desarrollo de las raices y el fototropismo (Husen y Zhang,
2023).
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Fuente: adaptado de Khan y colaboradores 2020.

A nivel molecular, la fisiologia del RDC y el riego con agua regenerada esta

intimamente ligada a la sefializaciéon hormonal en respuesta a la escasez de agua y
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el estrés salina. Tanto el acido abscisico (ABA) como el etileno y el acido jasmdnico
(JA) actian como moléculas clave en procesos de latencia, regulacion osmética e

inhibicion del crecimiento vegetativo (Murphy, 2015).

El estrés hidrico controlado induce la translocacion y acumulacion del ABA,
lo que provoca el cierre parcial o total de los estomas. Este mecanismo reduce
drasticamente la transpiracién y, consecuentemente, permite a la planta conservar
sus reservas hidricas. La induccién controlada de este proceso hormonal maximiza
la eficiencia del uso del agua a nivel foliar. En condiciones de sequia severa el ABA
puede promover la acumulacion de etileno, hormona que participa en la abscision
de hojas y frutos, un mecanismo extremo utilizado por la planta para reducir la

superficie de transpiracion y el nimero de 6rganos que requieren agua.

Los efectos inhibitorios del ABA sobre el crecimiento son contrarrestados a
menudo por las giberelinas. Esta relacién antagonica es clave para que la planta
equilibre la necesidad de conservacion de agua impuesta por el ABA con los
procesos de crecimiento esenciales favorecidos por giberelinas, auxinas y
citoquinas (Murphy, 2015).

El objetivo final del riego con agua regenerada combinada con estrategias de
riego deficitario controlado se enfocaria en provocar una sefalizacion a través de
la generacidn de fitohormonas suficiente para lograr la conservacion de agua y la
reduccidn vegetativa, pero manteniendo un potencial hidrico foliar por encima de
un umbral que pudiera comprometer la actividad metabdlica esencial o la
expansion celular del fruto, de manera que no se produzca una bajada del

rendimiento significativa.

2.4. EL CULTIVO DE CITRICOS EN CONDICIONES DE ESTRES HIDRICO Y SALINO

El cultivo de citricos (Citrus spp. Rutaceae), originario de las areas tropicales
y subtropicales de Asia (sureste asidtico), China, India y el archipiélago de Malasia
(MAPAMA, 2017), es actualmente uno de los cultivos comerciales mas importantes
a nivel internacional e incluyen una variedad de cultivos frutales extendidos

actualmente por mas de 140 paises, siendo naranjas, limones, mandarinas y
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pomelos los principales comercializados y consumidos principalmente como fruta

fresca, jugo o concentrado.

Aunque la produccién y exportacion mundial de citricos ha ido creciendo de
manera constante durante las ultimas tres décadas, la campafia 2025/26 ha
resultado la mas baja de los tltimos afios debido principalmente a las condiciones

climaticas adversas.

Espana es el sexto productor mundial de citricos frescos y es el primer
exportador de naranjas, mandarinas y limones (Balfagon y col., 2022). La region de
Murcia es la tercera comunidad auténoma en produccién de mandarina en Espania,
con una superficie productiva de unas 5000 hectareas de un total de 5700 hectareas
(CARM, 2017) localizadas principalmente en el Campo de Cartagena, el Valle del
Guadalentin y la Vega del Segura. Se cultivan principalmente clementinas (60%) y
variedades hibridas tardias como Afourer, Nadorcott, Orri y Tangold.

Los citricos presentan unas elevadas necesidades de riego (Balfagon y col.,
2022), por lo que el cambio climatico provocara en consecuencia, un aumento de

las necesidades de riego para este cultivo.

Los citricos, son sensibles al estrés hidrico y responden cerrando sus estomas
para reducir la transpiracion y minimizar la pérdida de agua. De este modo, la
absorcion de CO: y la fotosintesis también se reducen, lo que puede desestabilizar
la cadena de transporte de electrones y causar un mayor dano oxidativo dando
lugar a la produccion de mas moléculas oxidativas como el H20:. (Balfagén y col.,
2022). Debido a la sequia, el estrés oxidativo afecta mas gravemente a los procesos
que tienen lugar en mitocondrias y cloroplastos (Mehak y col., 2022). En
cloroplastos el estrés hidrico dafia la lamina del tilacoide y reduce el contenido de
clorofila total a y b (Shafqat y col., 2021). El dafio en el contenido de clorofila esta
relacionado inversamente con la severidad y duracién de las condiciones de déficit
hidrico (Shafqat y col., 2021). Otro efecto de la escasez de agua es el aumento de la
presién osmotica, que dificulta el mantenimiento del flujo de agua a los tejidos de

la planta (Balfagon y col., 2022).

Los citricos son uno de los cultivos, mas significativos a nivel mundial,
considerados sensibles a la salinidad (Al-Yassin, 2005) y a la acumulacion de B
(Grattan y col., 2015).
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En citricos, los efectos de la salinidad se han asociado a la acumulacién de
iones cloruro en los tejidos (Storey y Walker, 1999). La acumulacion de cloruro en
las hojas de las plantas de citricos provoca una disminucion progresiva del
crecimiento de la planta (Bafuls y col., 1991) y una reduccién de la fotosintesis y la
transpiracién (Bafuls y col., 1991, Moya y col., 2002). De hecho, la salinidad induce
una reduccion de la clorofila (Aouad y col., 2015).

La respuesta de los citricos al estrés incluye variaciones en la elasticidad de
la pared celular, sobreacumulacion de fitohormonas y aumento de la actividad
antioxidante celular (Balfagon y col., 2022). Estas respuestas permiten a la planta
sobreponerse a condiciones adversas, pero este esfuerzo fisiolégico no estd exento
de costes y, cuando se prolonga en el tiempo, afecta negativamente al crecimiento
del arbol y a la cosecha de frutos. De hecho, la falta de agua disponible afecta
negativamente al crecimiento y a los procesos reproductivos de los citricos,

resultando en una menor produccion (Romero y col., 2006).

A pesar de la reportada sensibilidad de las especies de citricos a las
limitaciones hidricas, es posible cultivar citricos bajo déficit hidrico manteniendo
la productividad y la calidad de la fruta (Pérez-Pérez y col., 2008). La tolerancia de
la planta también depende del funcionamiento de su metabolismo. La mayoria de
las respuestas y adaptaciones parecen estar reguladas por los niveles hormonales
y los cambios en la sensibilidad a los mismos. En las células vegetales, los
aminodcidos libres pueden tener varias funciones y beneficios, incluyendo; efectos
semi-hormonales, osmoregulacidon y bioproteccion, estabilidad de membrana, y
frecuentemente como antioxidante para varios componentes celulares vulnerables
incluyendo las membranas (Aghaye Noroozlo y col., 2019). Las fitohormonas
juegan un papel critico en la mitigacion del estrés abidtico y pueden mejorar la

tolerancia de las plantas (Mahmoud y col., 2021).

2.5. FITOPROSTANOS Y FITOFURANOS COMO BIOMARCADORES DE ESTRES

Los fitoprostanos y fitofuranos son un tipo de oxilipinas vegetales que se
generan por la oxidacion no enzimatica del acido a-linolénico, esencial en el

mantenimiento de la fluidez de las membranas celulares.
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Son el equivalente de las prostaglandinas y los isoprostanos que se forman
en los animales (Medina y col., 2018), con anillos de cinco miembros y dos cadenas

laterales.
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Figura 11. Estructura quimica de las prostaglandinas A1y deoxi-]2 y los fitoprostanos A1, Bi, and deoxi-Ji.

Fuente propia: reproducido de Medina y colaboradores (2018). Imagen creada con el programa ChemDraw

Profesional version 17.0

La generacion excesiva de radicales libres concretamente en la membrana de
los tilacoides cuando la planta esta sufriendo algun tipo de agresion por factores
como la escasez de agua, la temperatura o radiacion UV extremas o el ataque de
patdgenos, da lugar a este tipo de estructuras, siendo cada vez mas descritos en
publicaciones recientes como compuestos de defensa de la planta frente a estreses
bioticos y abidticos, lo que los ha llevado a la consideracion de marcadores en la
determinacidén del estrés oxidativo en cultivos como la almendra, el olivo, las
nueces o las avellanas (Leontina y col., 2020; Mersni y col. 2024; Collado-Gonzalez
y col, 2015, 2016; Carrasco-Del Amor y col. 2015; Pino Ramon y col, 2019).

El comportamiento y la fisiologia de estos compuestos es poco conocido, a

diferencia de las oxilipinas de origen enzimatico, precursoras del acido jasmonico,



CAPITULO II - JUSTIFICACION 61

una hormona también vinculada al estrés oxidativo. Actualmente se desconoce si
la producciéon de estos compuestos responde a una funcidon metabdlica
programada. Sin embargo, como subproductos del dafio celular, la presencia y
concentracion de fitoprostanos y fitofuranos puede ser considerada como
indicativa del grado de estrés oxidativo y el dafio lipidico en las plantas y en los

alimentos de origen vegetal.
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Figura 12. Biosintesis no enzimdtica de fitoprostanos y fitofuranos

Fuente propia: adaptado de Leung y colaboradores (2022). Imagen creada con el programa ChemDraw
Profesional versién 17.0
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Existe un creciente nimero de estructuras fitoprostanoides y fitofuranoides
que se van descubriendo cada dia y que son preparados mediante sintesis quimica
organica como compuestos de referencia, por lo que mayormente la bibliografia
disponible hace referencia a estudios meramente descriptivos y de presencia de los
mismos en diferentes matrices alimentarias y de los posibles efectos que pudieran
redundar en la salud humana (Medina y col., 2018). Sin embargo, se desconocen
los efectos a nivel fisioldgico y cudl es la funcién especifica de cada uno de los

mismos en la planta.

En general, los fitoprostanos representan un grado de oxidacion normal de la
molécula del acido graso referente a un estrés oxidativo concreto en la planta.
Como se ha comentado anteriormente, resultan de la peroxidacion inicial del 4cido
a-linolénico. Sin embargo, los fitofuranos son compuestos de un mayor grado de
oxidacion y se generan por adicion posterior de oxigeno molecular en entornos
fisiologicos con mas de un 21% de oxigeno, lo que indica un estrés extremo y una
afectacion patodlogica importante frente a condiciones abidticas o bidticas mas
radicales. Es por esto que una forma adecuada de visualizar el estrés oxidativo al
cual estd sometida una planta pueda resultar de la evaluacion de los fitoprostanos
y fitofuranos totales libres presentes en ella, y es el motivo por el que se plantea en

la presente tesis su analisis concretamente en hojas de mandarino.

En este sentido se ha monitorizado el grado de estrés oxidativo que sufre el
mandarino durante sus diferentes estados fenologicos regado con agua normal y
agua reciclada salina al 100% y al 50% de sus necesidades hidricas a través de los
niveles registrados de fitoprostanos y fitofuranos. Con ello pretendemos establecer
si estos nuevos marcadores de estrés oxidativo son validos para la deteccion precoz
de problemas en el cultivo de mandarino incluso antes que el arbol lo pueda
mostrar visiblemente y si alguna de estas oxilipinas pudiera servir de marcador de

las evoluciones fisiologicas de este arbol lefioso.

Este estudio pretende aportar nuevas herramientas para el posible uso de
agua regenerada en cultivos de citricos como alternativa al agua normal combinado
con estrategias de riego deficitario controlado en zonas donde el agua es un bien
escaso manteniendo los parametros de calidad y de comportamiento fisiologico del

mandarino.
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IIT- OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral trata de analizar la respuesta agrondémica y
fisioldgica de los citricos al riego con aguas regeneradas (RW) combinado con
estrategias de riego deficitario controlado (RDI) como factores de estrés abiotico a

nivel molecular a través de un analisis foliar del cultivo.

Para ello se analizaron los efectos comparados del riego con agua de buena
calidad frente a agua regenerada, sin restricciones y aplicando estrategias de riego
deficitario controlado, sobre la fisiologia de la planta, la produccion y la calidad de
la cosecha, y la acumulacion de sales y disponibilidad de nutrientes a nivel foliar,
empleando uno de los portainjertos mas utilizados en el drea Mediterranea:

Citrange Carrizo, sensible a la salinidad y al exceso de boro.

Con el objeto de evaluar la respuesta agrondmica y fisiologica del cultivo
considerado, se ha hecho uso de herramientas agrofisiologicas de uso comun para
la evaluacion del estado general del cultivo y de técnicas avanzadas de deteccion
de moléculas que pudieran resultar, tras un analisis detallado, en marcadores

biomoleculares efectivos del estado fisiopatologico del cultivo.
Los objetivos especificos fueron:

1. Evaluar la respuesta agronémica y metabolica del riego con RW y de la
aplicacion de estrategias de riego deficitario a medio largo plazo en cultivos
de citricos, analizando su influencia sobre el crecimiento y produccion, asi
como, en la calidad de las cosechas obtenidas a través del analisis de

aminodcidos y fitohormonas (Publicacién 1).

2. Profundizar en el conocimiento de la respuesta molecular de los citricos al
RD], prestando especial atencion a la aplicacion de estas estrategias como

es el riego combinado con RW de elevada salinidad (Publicacién 2).

3. Mejorar el conocimiento sobre la determinaciéon de fitoprostanos y
fitofuranos como marcadores de estrés oxidativo en el cultivo de citricos,
investigando su funcién como marcador de estrés oxidativo ligado a estrés
abidtico en tipo de agua de riego y RDI, y su posible accion fisioldgica en el

mandarino. (Publicacién 3).
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IV -MATERIAL Y METODO

4.1. ENSAYO AGRONOMICO EN MANDARINO

Los ensayos de la Tesis doctoral se llevaron a cabo en una finca comercial de
citricos, localizada en el noreste de la region de Murcia, a 7 km de Molina de Segura
(38°07°18"'N, 1°13’'15"'W) (Figura 13) con un clima BSk, segun la clasificacién de

Portugal

2 57 Lisboa

Figura 13. Ubicacion de la finca comercial de citricos del ensayo

Fuente: adaptado de Google Earth

La parcela experimental de 0.5 ha fue cultivada con un total de 96 arboles de
mandarino (Citrus clementina cv Orogrande) plantados en el afio 2000 injertados
sobre Carrizo citrange (Citrus sinensis L. Obs. x Poncirus trifoliate L.) con un marco
de plantacion de 5 x 3.5 m. Los primeros 90 cm de profundidad del suelo
presentaban una textura arcillosa tipica de acuerdo con la clasificacion taxonémica
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (Soil Survey Statf, 2014)
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con una densidad aparente de 1.37 g cm?, lo que le confiere una alta capacidad de
retencion de agua y nutrientes.

Para el disefio experimental se establecié una distribuciéon de la parcela en
cuatro bloques, cada uno dividido en cuatro cuadrantes (4 réplicas por
tratamiento), con un total de 12 arboles organizados en 3 filas adyacentes de 4
arboles en cada uno. De cada cuadrante los dos arboles centrales, en lo sucesivo
llamados “arboles interiores”, se utilizaron para llevar a cabo las medidas y los diez
restantes se consideraron arboles de guardia para eliminar posibles efectos de
borde.

Los muestreos se llevaron a de manera trimestral durante la época de
floracién/cuajado, y mensual en la fase III de madurez del fruto, en la que la tasa
de crecimiento es reducida y se producen cambios fisicos y bioquimicos que
conducen a la adquisicion del color, sabor, aroma y textura optimos para su

consumo y comercializacion (Iglesias y col., 2007).

El riego fue programado en base a la evapotranspiracion del cultivo (ETc)
acumulada durante las semanas previas. Los valores de ETc fueron estimados al
multiplicar la evapotranspiracion de referencia (ETo), calculada con Ia
metodologia de Penman-Monteith (Allen y col., 1998), por un coeficiente de cultivo

local y mensual de acuerdo con Nicolds y colaboradores (2016).

La parcela experimental fue regada con dos fuentes de agua diferentes desde
el ano 2007. La primera de ellas procedente del trasvase Tajo-Segura (FW),
considerada de buena calidad agrondmica, y la segunda de ellas proveniente de la
estacion depuradora de aguas residuales del Norte de Molina de Segura (RW),

caracterizada por tener un elevado nivel de sales, boro y nutrientes (Figura 14).
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Figura 14. Vista panordmica de la parcela experimental de mandarino, el Canal del trasvase Tajo-Segura y la
Estacién Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) de Molina de Segura Norte

Fuente: adaptado de Google Earth.

Para ambas fuentes de agua y cultivo se establecieron dos tratamientos de
riego; un tratamiento de riego control regado para satisfacer los requerimientos
hidricos del cultivo (100% de la Evapotranspiracion del cultivo, ETc) y otro de riego
deficitario controlado (RDI) con idéntica dotacion que el control durante todo el
afno excepto durante la segunda fase de acumulacién de solutos y azucares en el
fruto, en la que se riega al 50% de la ETc al objeto de conseguir un déficit hidrico
moderado.

Ambos tratamientos recibieron las mismas cantidades de fertilizante (N-

P205-K20), aplicadas a través del sistema de riego por goteo (215-100-90 kg ha™!
ano). El control de plagas y las podas se llevaron a cabo siguiendo las practicas
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usualmente utilizadas por los cultivadores de la zona, y no se permitia que las

malas hierbas se desarrollasen dentro del huerto.

4.2. REACTIVOS

Los reactivos o-ftalaldehido (OPA), 2-mercaptoetanol, hidrogenofosfato
disdédico dihidratado y acido propidnico, el antioxidante butilhidroxianisol (BHA)
y el tampon Bis-Tris (bis(2-hidroxietil) amino-tris(hidroximetil)metano) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid, Espana).

El hexano se obtuvo de Panreac (Castellar del Vallés, Barcelona, Espana), y
todos los disolventes de grado LC-MS, metanol y acetonitrilo, se adquirieron
indistintamente de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EE.UU.) y Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, EE.UU.).

El agua empleada para andlisis se tratd en un sistema de purificacion de agua
milli-Q de Millipore (Bedford, MA, EE. UU.).

La resina de intercambio catiénico Dowex (H*) 50WX8-400 se adquirié de
Sigma-Aldrich (Madrid, Espana). Los cartuchos de extraccion en fase solida (SPE)
utilizados para la limpieza de muestras, Strata X-AW 100 mg/3 mL, fueron
adquiridos de Phenomenex (Torrance, CA, EUA) y los cartuchos Sep-Pak® classic
Cis de Waters (Milford, MA).

Los patrones utilizados en el andlisis de aminodcidos L-alanina (Ala), L-
arginina (Arg), L-asparagina (Asn), acido L-aspartico (Asp), glicina (Gly), acido L-
glutamico (Glu), L-glutamina (GIn), L-histidina (His), L-sioleucina (Ile), leucina
(Leu), L-metionina (Met), L-fenilalanina (Phe), L-serina (Ser), L-treonina (Thr), L-
triptéfano (Trp), L-tirosina (Tyr) y L-valina (Val) se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia).

Los patrones para la determinacion de las fitohormonas acido 1-
aminociclopropanocarboxilico (ACC), trans-zeatina (tZ), trans-zeatina ribdsido
(Zr), isopentil adenina (IPA), y los acidos giberélicos GA1l, GA3 y GA4 se
obtuvieron de Olchemim (Olomouc, Reptblica Checa), mientras que el acido
abcisico (ABA), acido salicilico (SA), acido jasmoénico (JA), de Santa Cruz
Biotechnologies (Dallas, Texas, EE.UU.)
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Para la deteccion y cuantificacion de fitoprostanos se utilizaron los siguientes
compuestos: 9-epi-9-Di-PhytoP, 9-Di-PhytoP, 9-Fi-PhytoP, 9-epi-9-Fi-PhytoP, 9-
Li-PhytoP, 16-Bi-PhytoP, ent-16-epi-16-Fi-PhytoP, ent-16-Fi-PhytoP y los
fitofuranos ent-16-(RS)-9-epi-ST-A'4-13-PhytoF, ent-16-(RS)-13-epi-ST-A-9-PhytoF
y ent-9-(RS)-12-epi-ST-A"-13-PhytoF, todos ellos proporcionados por el Institut des
Biomolécules Max Mousseron (IBMM) (Montpellier, Francia)(Guy y col., 2015;
Cuyamendous y col., 2015; El Fangour y col., 2015). Todos los compuestos a los que
se hace referencia como "ent" (enantidémero), se denominan asi porque los
materiales estandar proporcionados eran Opticamente puros. Sin embargo, los
compuestos analizados, dado su origen, son mezclas racémicas, y no pudieron

separarse en las condiciones de cromatografia utilizadas.

4.3. ANALISIS DE AGUAS

La calidad de las aguas empleadas para el riego en este ensayo se determind
mediante el andlisis de los parametros fisico-quimicos a partir de doce muestras de
agua de cada fuente recolectadas mensualmente durante el afio 2018. Las muestras
se recogieron en botellas de vidrio y fueron transportadas en frio al laboratorio y

almacenadas a 5 °C hasta su procesamiento.

La determinacién de los cationes monovalentes sodio (Na*) y potasio (K*),
los bivalentes calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*), y el contenido de boro total en
cualquiera de sus estados de oxidacion (B% B* y B3*) se llevd a cabo mediante
espectrometria de emisidon atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-
ICAP 6500 DUO Thermo, Manchester, UK).

La cuantificacién de los aniones cloruro (CI7), nitrato (NO3~), fosfato
(P0,>7) y sulfato (50,%7) se realizé mediante cromatografia iénica (Metrohm,

Herisau, Switzerland).

Las conductividades eléctricas (ECw) y pH de las muestras tomadas se
midieron utilizando respectivamente un medidor multiparamétrico Eutech™ PC-
2700 (Thermo Fisher Scientific, Eutech Instruments, Singapur) y un pHmetro

Crison 507 (Crison Instruments S.A., Barcelona, Espafa).
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4.4. ANALISIS DE NUTRIENTES Y METABOLITOS A NIVEL FOLIAR

Para cuantificar nutrientes y metabolitos a nivel foliar al comienzo de la
tercera fase de maduracion del fruto, se recogieron, para cada tratamiento, veinte
hojas de ramas no fructiferas en la parte central de cada arbol a primera hora de la
mafiana, se trasladaron al laboratorio refrigeradas en bolsas de plastico y fueron

procesadas previamente a su analisis segtin el tipo de determinacion.

4.4.1. Estado nutricional del cultivo

Para establecer el estado nutricional del cultivo se realizaron medidas sobre
el contenido total en hoja de los macronutrientes nitrogeno, fésforo, potasio, calcio,

magnesio y azufre, y micronutrientes como el boro.

La determinacién de cationes se llevo a cabo utilizando un espectrémetro de
masas de plasma acoplado inductivamente ICP-ICAP 6500 DUO (Thermo,
Manchester, UK) para el contenido total de boro (B), y los cationes sodio (Na*),
potasio (K*), calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*), y un cromatdgrafo i6nico
(Metrohm, Herisau, Suiza) en el caso de los aniones cloruro (Cl7), nitrato (NO3 ™),
fosfato (P0,3") y sulfato (S 0,%7).

El nitrégeno total se cuantificé mediante el método de Dumas, sensiblemente

mas rapido y seguro que el método Kjeldahl (Watson y col., 2006)

4.4.2. Extraccion de aminodcidos y determinacion cromatografica

Un total de 17 aminodcidos proteinogénicos y no proteinogénicos, y un
dipéptido (cisteina-glicina) se analizaron mediante cromatografia de liquidos de
ultraaltaresolucién acoplada a espectrometria de masas previa derivatizacion con
carbamato de 6-aminoquinolil-N-succinimidilo (AQC) para facilitar su separacion
cromatografica y cuantificaciéon ya que el conjugado aumenta notablemente la

ionizacion y la sensibilidad para su deteccion por espectrometria de masas.



CAPITULO IV — MATERIAL Y METODO 75

Aminoacids
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Figura 15. Estructura quimica de los aminodcidos analizados

Fuente propia: imagen creada con el programa ChemDraw Profesional versién 17.0

4.4.2.1. Preparacion de muestras

La extraccidn de los aminoacidos libres en las muestras de hoja se llevo a cabo
siguiendo un protocolo descrito con anterioridad por Collado-Gonzalez y
colaboradores (2014). Una muestra foliar representativa de cada tratamiento se
tritur6 en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido. La masa resultante se
homogeneiz en una mezcla 1:1 (v/v) de metanol y agua con ayuda de una maquina
de dispersion de alto rendimiento ULTRA-TURRAX® T10 (IKA, Staufen,
Alemania). Los homogenizados se sometieron a ultrasonidos durante 1 minuto en
un bafio y se centrifugaron a 17900 G durante 10 minutos a una temperatura de
4°C, separando finalmente el sobrenadante. Previo a la determinacion por
cromatografia se sometio el sobrenadante a un proceso de derivatizacion de los

aminodcidos libres contenidos utilizando columnas AccQ.Tag Ultra (Waters) tal y
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como describe Gomez-Bellot y colaboradores (2022), Collado-Gonzéalez y
colaboradores (2014), y Cerrillo y colaboradores (2015).

4.4.2.2.  Analisis cromatogrifico

El contenido total de aminoacidos se identificd y cuantific6 mediante
cromatografia liquida de ultra alta presion usando como detector un espectrémetro
de masas de triple cuadrupolo en tdndem con ionizacién mediante electrospray
(ESI) Agilent 6460 (UHPLC-ESI-QqQMS/MS)(Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania). La adquisicion y procesamiento de datos se realizé utilizando el
software MassHunter version B.04.00 de Agilent Technologies.

La separacion cromatografica se llevé a cabo inyectando un volumen de 20
pl de muestra a través de una columna BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1.7 mm) (Waters,
Mildford, MA, EE.UU.) en modo gradiente usando como disolventes una mezcla
95:5 (v/v) de agua Milli-Q y acetonitrilo, dcido férmico y acetato de amonio 5 mM
en agua (10:6:84 v/v/v) como fase modvil A, y acetonitrilo acidificado con acido
férmico (99.9: 0.1 v/v) como fase mévil B. El programa de elucion consistio en un
aumento gradual del contenido orgadnico de la mezcla partiendo de un caudal
isocratico de 0.5 mL min” con una composicién del 99.9% de fase moévil A entre 0-
0.5 min, y disminuyendo progresivamente a un 90.9% A alos 5.7 min, un 78.8% A
a los 7.7 min, 40.4% de A entre 8-10 min, 10% de A entre 10.01-12.00 min y

recuperacion de la composicion inicial de 99.9% A entre 12.01-14.00 min.

Para detectar los aminoacidos derivatizados por espectrometria de masas
(MS) se ionizaron los compuestos en modo positivo acoplando el cromatografo al
detector a través de una fuente de electrospray (ESI) con una presiéon de
nebulizacién de 40 psi, un flujo de gas de 9 L/min a una temperatura de 325 ‘Cy
con un voltaje de salida de 4000 V, focalizada por una corriente de chorro (AJT) de
11 L/min a una temperatura de 390 °C, y aplicando un voltaje de fragmentacion de
1000 V para el monitoreo multiple de los fragmentos (MRM). El tiempo de
adquisicion fue de 12 min para cada muestra. La transicion MRM mas abundante
de cada analito se utilizd para cuantificar los aminodcidos en comparacion con su
correspondiente estandar auténtico. Las curvas de calibraciéon de los estandares de
cada aminodcido se generaron a partir de una disolucion stock de los estandares de
cada aminoacido disueltos en tampdn Bis-Tris (pH 6.5) por diluciones sucesivas
(Collado-Gonzalez y col., 2014).
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4.4.3. Determinacion cualitativa y cuantitativa de fitohormonas

Se analizaron un total de tres citoquinas, trans-zeatina, ribosido de
transzeatina e isopentil adenina, tres giberelinas, GA1, GA3 y GA4, la auxina
natural mds comun, el acido indolacético, el precursor de etileno acido 1-
aminociclopropanocarboxilico ACC, y los acidos abcisico (ABA), salicilico (SA) y
jasmonico (JA) que desarrollan también roles cruciales durante el desarrollo y

crecimiento de las plantas.
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Figura 16. Estructura quimica de las diferentes fitohormonas analizadas.

Fuente propias: imagen creada con el programa ChemDraw Profesional versién 17.0
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La determinacion cualitativa y cuantitativa de las fitohormonas seleccionadas
se llevd a cabo segun el procedimiento descrito con anterioridad por Gdmez-Bellot
y colaboradores (2022).

4.43.1.  Preparacién de muestras

Se homogeneizaron 0.1 g de muestra reducida a polvo con 0.5 mL de una
mezcla metanol al 80% en agua (v/v). La mezcla se centrifugd a 20.627 G durante 15
minutos a una temperatura de 4 °C y el sobrenadante se paso a través de un
cartucho de extraccion en fase solida Chromafix Cis (Macherey, Nagel, Diiren,
Alemania). Las muestras eluidas se llevaron a sequedad en un concentrador a vacio
SpeedVac (Thermo, Waltham, MA, EE.UU.). Los residuos secos se reconstituyeron
con 200 pL. de metanol al 80% en agua (v/v), se sonicaron durante 8 minutos y se
filtraron a través de un filtro de poliétersulfona (PES) de 0.45 pm (Millipore,
Madrid, Espana) previo a su inyeccidn en un cromatografo liquido de

ultraaltapresion con detector masico.

4.4.3.2.  Analisis cromatogrifico

La separacién de las fitohormonas presentes en las muestras recogidas para
su determinacion cualitativa y cuantitativa se realizé a través de un sistema
cromatografico de ultra alta presion acoplado a un espectrometro de masas con
analizador de triple cuadrupolo 6460 de Agilent (UHPLC-ESI-QqQ-MS/MS)
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) utilizando una columna analitica
BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1.7 um) (Waters, Mildford, MA, EE.UU.) utilizando las
condiciones descritas en Gomez-Bellot y colaboradoes (2022). La adquisicion y el
procesamiento de datos fueron realizados con la versiéon B.08.00 del software
MassHunter (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La concentracion de
fithormonas detectadas en las muestras de hoja se determiné a partir del area bajo
la curva tomando como referencia curvas de concentracidon conocidas preparadas

cada dia a partir de los estandares comerciales.
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4.4.4. Analisis de fitoprostanos y fitofuranos

De entre todos los fitoprostanos y fitofuranos descritos hasta la fecha se
analizaron en las muestras de hojas de mandarino un total de ocho fitoprostanos
(9-epi-9-D1-PhytoP; 9-Di-PhytoP; 9-Fi-PhytoP; 9-epi-9-Fu-PhytoP; 9-Li-PhytoP; 16-
Bi-PhytoP; ent-16-epi-16-F1-PhytoP; ent-16-Fi-PhytoP) y tres fitofuranos (ent-16-
(RS)-9-epi-ST-A'-13-PhytoF, ent-16-(RS)-13-epi-ST-A-9-PhytoF y ent-9-(RS)-12-epi-
ST-A"-13-PhytoF).
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OH HO H HO

Phytoprostanes
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Figura 17. Estructura quimica de los diferentes fitoporstanos y fitofuranos analizados.

Fuente propia: Reproducido de Dominguez-Perles y colaboradores. Imagen creada con el programa ChemDraw
Profesional version 17.0
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4.4.4.1. Preparacion de muestras

La preparacion de muestras se llevd a cabo siguiendo la metodologia
propuesta por Collado-Gonzédlez y colaboradores (2015) y Gomez-Bellot y
colaboradores (2022), con pequefias modificaciones. Para cada tratamiento la
totalidad de las hojas recogidas por darbol se molieron con un molino
ultracentrifugo Retsch ZM200 (Haan, Alemania) hasta obtener una muestra
combinada fina y homogénea. Se colocaron dos gramos de esta muestra en un tubo
de centrifuga al que se anadieron 10 ml de metanol conteniendo BHA como
antioxidante (1 g/L) y se agitaron en un vortex para extraer los compuestos activos.
A continuacion, la mezcla se centrifugd a 4 °C durante 10 minutos a 2000 rpm. El
sobrenadante se separd y se filtré a través de una columna de extraccion en fase
solida Cis Sep-Pak acondicionada previamente con 10 mL de metanol y 10 mL de
agua. Del extracto recogido se tomé 1 mL y se diluyd secuencialmente con 10 mL
de hexano, 2 mL de metanol y 2 mL de tampdn BIS-TRIS (0.02 M, HCI, pH = 7),
agitando vigorosamente después de cada adicion. Posteriormente, se realizé una
extraccion en fase solida (SPE) utilizando una columna Strata X-AW (100 mg/3 mL),

preacondicionada con 2 mL de hexano, 2 mL de metanol y 2 mL de agua Milli-Q.

Una vez eliminados los compuestos no deseados, la columna se lavo con 2
mL de hexano, 2 mL de agua Milli-Q), 2 mL de una soluciéon de metanol/agua Milli-
Q (1:3 v/v) y 2 mL de acetonitrilo. Los fitoprostanos (PhytoP) y fitofuranos (PhytoF)
retenidos en la columna se eluyeron con 1 ml de metanol y se secaron utilizando
un sistema concentrador de vacio SpeedVac (Savant SPD121P, Thermo Scientific,
MA, EE. UU.). A continuacidn, los extractos secos se reconstituyeron con 200 ul de
una mezcla de disolventes agua Milli-Q/acetonitrilo (90:10, v/v), ambos
conteniendo acido férmico al 0,01 % (v/v). Las muestras se sometieron a
ultrasonidos durante 10 minutos, se filtraron a través de filtros de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) de 0,45 um (Millipore, MA, EE. UU.) y se almacenaron a -80
°C hasta el momento del analisis.

4.4.4.2.  Analisis cromatogrifico

La separacion y cuantificacion de los PhytoPs y PhytoFs se realizé utilizando
un cromatografo de liquidos de ultraaltapresion acoplado a un detector de
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espectrometria de masas con tecnologia de triple cuadrupolo UHPLC-QqQ-MS/MS
6460 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), tal y como se ha descrito
anteriormente en Dominguez-Perles y colaboradoes (2018, 2020). La columna
analitica utilizada fue una BEH Cis (2.1 x 50 mm, 1,7 um) (Waters, Milford, MA, EE.
UU)), y la temperatura de la columna se mantuvo a 6 °C. Las fases moviles
consistieron en agua Milli-Q/acido foérmico (99.99:0.01, v/v) (disolvente A) y
metanol/acido féormico (99.99:0.01, v/v) (disolvente B). El volumen de inyeccion del
extracto reconstituido fue de 20 pL, y la elucion se realizé a un caudal de 0.2
mL/min utilizando el siguiente gradiente lineal: 60.0 % B a 0.00 min, 62.0 % B a 2.00
min, 62.5 % B a 4.00 min, 65.0 % B a 8.00 min y 60.0 % B a 8.01 min. Los parametros
de la fuente se establecieron de la siguiente manera: temperatura del gas: 325 °C,
flujo de gas: 8 L/min, nebulizador: 30 psi, temperatura del gas de revestimiento: 350
°C, flujo de gas de chorro: 12 L/min, voltaje capilar: 3000 V y voltaje de boquilla:
1750 V. Los andlisis se realizaron utilizando monitoreo de reacciones multiples
(MRM) en modo negativo, y la adquisicion y el procesamiento de datos se
realizaron utilizando el software MassHunter version B.08.00 (Agilent
Technologies, CA, EE. UU.).

La cuantificacion de los PhytoPs y PhytoFs se realizé en base a una curva
estandar preparada por doce diluciones sucesivas a partir de una disolucién stock

en metanol/agua (50:50 v/v) a una concentracién de 1000 nM de los compuestos.

4.5. FUNCIONALIDAD DEL FOTOSISTEMA 11

Para conocer el estado fisioldgico de las hojas en la fase III de la maduracion
del fruto, se cuantifico, en primer término, el contenido de clorofila total y

posteriormente se analizaron las siguientes variables fisiologicas:

e Tasa de fotosintesis neta (A),

e Concentracién interna de CO2 (Ci),

e Fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm),
o Eficiencia cuadntica (PPSII) y

e Decaimiento fotoquimico (qP)
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La medicién de la tasa la fotosintesis neta (A) se registrd con un sistema de
fotosintesis portatil LI-6400 (Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EE.UU.) equipado con un
fluorimetro de camara foliar LI-6400/40 y un inyector de CO2 LICOR 6400-01.

Los principios de estas técnicas se basan en el hecho de que la energia
luminosa absorbida por las moléculas de clorofila en los centros de reacciéon puede
reemitirse en forma de fluorescencia. La combinacién de mediciones de
fluorescencia de clorofila junto con pardmetros de intercambio neto de gases
proporciona una buena manera de evaluar el rendimiento fotosintético en plantas
estresadas (Jiménez y col., 1997) y comprender el comportamiento de la maquinaria
fotosintética bajo estrés (Maxwell y Johnson, 2000).

Las mediciones se llevaron a cabo en tejido no dafiado de hojas maduras
debido a la mayor estabilidad y respuesta de sus tasas fotosintéticas. Las
mediciones se realizaron en dieciséis hojas completamente expandidas por
tratamiento, colocadas en una cubeta de hojas de 2 cm?. La concentracion de CO:
en la cubeta se mantuvo en 400 pmol mol"! (concentraciéon = COz ambiente). Las
mediciones se realizaron a una intensidad de luz saturada de 1200 pmol m2 sy a
temperatura ambiente. El flujo de aire se estableci6 en 300 pumol s. El gradiente de
concentracion de vapor de agua hoja-aire oscil6 entre 0.75 y 2.0 kPa para todas las
mediciones. Las mediciones se realizaron a media manana (8:00-10:00 GMT) por
dos razones principales: (i) para evitar altas temperaturas externas y la baja
humedad y (ii) la conductancia estomatica alcanza sus valores mas altos en este

momento (Romero-Trigueros y col., 2014).

La eficiencia fotosintética se calculé como la relacion Fv/Fm (fluorescencia
variable/fluorescencia maxima). ®PSII es la fraccion de luz absorbida por la
clorofila asociada con el fotosistema II y utilizada para procesos fotoquimicos, y qP
(desintegracion fotoquimica) es la eficiencia de la hoja para eliminar electrones de

los aceptores de quinona de PSIL



CAPITULO IV — MATERIAL Y METODO 83

4.6. PARAMETROS AGRONOMICOS: CRECIMIENTO, RENDIMIENTO Y CALIDAD DE LOS
FRUTOS

El dosel arbéreo se estim6 a partir de la altura y perimetro de todos los
arboles mediante un poste marcado a intervalos de medio metro en dos direcciones
perpendiculares. Se empled la formula propuesta por Hutchinson (1977),

considerando cada arbol como unidad en forma piramidal.

Se evaluaron un total de ocho arboles internos de cada tratamiento para
determinar el nimero de frutos por arbol (NF), el rendimiento en kilogramos (Y),
y el peso (W) y didmetro (D) de los frutos. Los frutos se cosecharon a mediados de
noviembre y la calidad de la cosecha se determino a partir de 100 frutos por
tratamiento seleccionados aleatoriamente a través de medidas del espesor de la
corteza (PT) con un calibre digital, el contenido en jugo (JC) calculado como el peso
del jugo exprimido por el peso de la fruta expresado en tanto por ciento, los sélidos
solubles (SSC) a partir de una muestra de 50 ml de jugo mediante un refractémetro
de mano (Atago N1, Tokio, Japdn), la acidez titulable (TA) valorando 10 ml del jugo
con hidroxido sédico 0.1 M de pH 8.1 (con un valorador automatico) y el indice de
madurez (MI), que afecta tanto a la madurez del fruto en el campo como a la
percepcion postcosecha del sabor (dulzura y acidez) por el consumidor, calculado
como la relacién entre SCC/TA. El color se midid en dos areas del plano ecuatorial
del fruto utilizando un medidor de color Minolta CR-300 utilizando una escala
Chroma C* (Mc-Guiere, 1992)

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las medidas se realizaron por triplicado (n=4) y los valores recogidos
corresponden a la media + el error estandar o desviacidn estandar (SD). El analisis
estadistico se realizd mediante un andlisis ponderado de la varianza ANOVA
utilizando el software estadistico Startgraphics Centurion XVI (version 16;

StatPoint Technologies Inc., Warrenton, Virginia, EE.UU.).
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Las diferencias entre las medias se compararon mediante la prueba de rangos
multiples de Tukey, estableciendo el nivel de significacion en p<0.05. Se realiz6 un
analisis de correlacion de Pearson, considerando tnicamente los pardmetros que
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (FW y RW). Segun la
direccion de la correlacion entre los pares de variables, el coeficiente de Pearson
puede tomar valores entre -1 y +1, indicando una correlaciéon negativa o positiva,

respectivamente.



V - RESULTADOS
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V - RESULTADOS

5.1. CONDICIONES METEOROLOGICAS Y ANALISIS DE AGUAS

Las condiciones climaticas fueron monitorizadas durante el periodo en que
tuvo lugar el experimento para poder descartar cualquier estrés abidtico adicional

que pudiera afectar significativamente a los resultados.

El registro de precipitaciones y la evapotranspiracion de referencia ETo
calculada resultaron favorables para el experimento durante el periodo de estudio,
ofreciendo unos valores de 401.2 mm y 1393.8 mm respectivamente, sin periodos
de escasez hidrica extrema o valores de temperaturas criticos (Figura 18) y con unas
diferencias entre niveles que permitieron la aplicaciéon de los programas de riego

habituales sin variaciones significativas respecto a afios anteriores.

BO === === m e mmm e e e e e e e 45
40
B0 === = m m m e e e e e e
35
40

Precipitaciones (mm)
8
Temperatura (°C)

n
o

10

0

(LB'(\ f19<\ q?'(\ Q 2 o (19*3’ qp'\‘b q’d{b (19'3j q,d\% (19'3’ q/d\% r19<b q/d{b
LS U U U\ U U U USSPV \ P LS L L
FF TP HFFF g
N N Q Q Q N Q Q N Q Q Q

Fecha (dd/mm/aaaa)
=== Precipitaciones T. Maxima T.Minima

Figura 18. Grdfico de precipitaciones, temperaturas mdximas y minimas durante el periodo de estudio.

Fuente propia: elaborado a partir de la Base de datos Meteorolégica AEMET-Open Data para la Estacion
Meteorolégica de Molina de Segura. Base de datos Meteoroldgica. Red principal Estaciones meteoroldgicas de
AEMET
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La figura 19 muestra los registros meteoroldgicos correspondientes a los 15
dias anteriores y posteriores a las fechas de muestreo de hojas al inicio de la fase III
(fructificacion rapida) y la cosecha.
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Figura 19. Grifico de precipitaciones, temperaturas mdaximas y minimas 15 dias antes y después de la fecha del
muestreo al inicio de la fase 111 (izquierda) y la cosecha (derecha).

Fuente propia: elaborado a partir de la Base de datos Meteoroldgica AEMET-Open Data para la Estacion
Meteorologica de Molina de Segura. Base de datos Meteoroldgica. Red principal Estaciones meteoroldgicas de
AEMET

A continuacion, se determind la calidad del agua de riego a través de medidas
de conductividad, pH y presencia de cationes y aniones inorganicos. Los valores
medios en las doce tomas de muestra de aguas realizadas en el periodo que
comprendid el experimento, expresados en promedio + SE (error estandar) se
reflejan en la tabla 1.

Tabla 1. Anadlisis fisico-quimicos de los dos tipos de agua de riego empleados

Parametro Unidades FW RW
ECw dS-m 1.38 +0.12 3.41+0.13
SARw (meq - L71)05 3.35+0.69 6.09 +1.89

pH 8.10+0.03 7.73 £ 0.06
Ca?* meq - L7! 4.68 +0.70 7.35+0.83

Mg?t meq - L1 4.50 +5.02 8.27 £ 6.89
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Tabla 1. (continuacion)

Parametro Unidades FW RW
K* mg- L7t 15.76 £ 4.16 31.46 +3.37
Na* meq - L7! 7.19+3.20 17.03 £4.10
B mg- L7t 0.19 £ 0.04 0.60 + 0.08
cl- meq - L7! 6.35+3.98 17.10 £ 3.63
NO;~ mg- L7t 3.89£0.73 10.50 + 2.27
PO, mg- L7t 1.14 £ 1.58 2.86 £ 0.87
$0,%* meq - L1 7.92 +5.10 14.90 + 6.20
ECw: conductividad eléctrica; SARw: relacion de absorcion de sodio, calculado como SAR, = Na*/
J1/2-(Ca** + Mg?*) (Oster, ].D. y colaboradores. 1980); FW: agua de trasvase; RW: agua reciclada

En el agua procedente del trasvase (FW), considerada de buena calidad, se
encontré una conductividad eléctrica (ECw) de 1.38 dS m y una relacion de
absorcion de sodio (SARw) de alrededor de 3.35 meq L, mientras que para el agua
reciclada (RW) los valores registrados fueron sensiblemente mayores (ECw = 3.41
dS m?; SARw = 6.09 meq L). Valores por encima de un umbral de conductividad
eléctrica de 1.4 dS m™, se han reportado como perjudiciales en el cultivo de citricos
(Maas, 1993; Iglesias y col., 2007), encontrandose una disminucién promedio en el
rendimiento de la cosecha de un 13% por cada aumento de 1 dS m-.

El pH resultd ser ligeramente mas bajo en RW que en FW (8.10 y 7.73
respectivamente en promedio) y las concentraciones de los iones cuantificados
Ca®*, Mg?**,K*, Na*, Cl=, NO;~, PO, y S0,*" son, por término medio, dos veces
mas altas para RW que para FW.

Incluso los niveles de B, cuya asimilacidn a través de las raices tiene lugar a
través de un transporte activo que implica un consumo adicional de energia en
detrimento del crecimiento potencial de la planta (Navarro-Pérez y col., 2024), en

el agua reciclada fue mas de 3 veces mayor que en el FW.
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5.2. ANALISIS DE NUTRIENTES Y METABOLITOS A NIVEL FOLIAR

Para conocer el estado nutricional de la hoja de mandarina se midieron las
concentraciones foliares de elementos fitotoxicos (Na*, Cl=, B, Li*, Br™),
macronutrientes (N, P, K, Ca, S, Mg) y micronutrientes (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni) para

los arboles de mandarino en los tratamientos empleados.

Igualmente se determinaron los niveles de aminoacidos y fitohormonas, y el
contenido de oxilipinas (fitoprostanos y fitofuranos) presentes resultado del estrés
oxidativo, producidos por los arboles al ser irrigados con ambas fuentes de agua y
en condiciones de riego deficitario controlado o satisfaciendo el 100% de sus
necesidades hidricas.

Los resultados numéricos de estos analisis se ofrecen en los epigrafes

siguientes.

5.1.1. Estado nutricional del cultivo de mandarino

El estado nutricional se determino a partir de los valores de macronutrientes,
micronutrientes y elementos fitotdxicos, medidos en hoja de mandarino para cada

uno de los tratamientos al inicio de la fase III de maduracion del fruto.

Los valores medios obtenidos para las dos calidades de agua, de buena
calidad (FW), procedente del trasvase, y reciclada (RW) con un contenido salino

superior, se reflejan en las tablas 2, 3 y 4.

Los valores se presentan como la media de las medidas + SD (desviacion
estandar). Los valores en la misma fila seguidos de diferentes letras son
significativamente diferentes en p<0.05 segun el andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA) y la prueba de rango multiple de Tukey.
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Tabla 2. Elementos fitotdxicos en hojas de mandarino al inicio de la fase 11l de maduracion del fruto para los dos
tipos de agua de riego empleados.
FW FW-RDI RW RW-RDI
Na* (% dw) 0.05+0.03 a 0.03+0a 0.05+0.01a 0.09+0.07 a
Cl” (% dw) 0.40£0.18 ab 023+0.02a 0.98+0.17b 1.92+0.18 ¢
Br™ (% dw) 0.0038 +0 a 0.0048 + 0a 0.008+0b 0.01+0c
Li* (img-Kg™) 6.81+0.44a - 10.48 +0.83 b -
B(mg-Kg™') | 8364+1154a 61.99 +4.51 a 16991 +6.70a 182.46+62.33 a

Tabla 3. Macronutrientes en hojas de mandarino al inicio de la fase I1I de maduracion del fruto para los dos tipos
de agua de riego empleados.

FW FW-RDI RW RW-RDI
N total (% dw) = 2.09+0.08a - 1.91+0.07 a -

P (% dw) 0.09+0a 0.08+0a -

K* (% dw) 1.01+0.11a 0.88+0.03 a -
Ca* (% dw) 4.07£0.06 a 3.08+0.11a -
Mg?t (% dw) 0.39+£0.02a 0.38+0.01 a -

S (% dw) 0.24+0.01b 0.21+0.01a -
NO5™ (% dw) 0.34+043 a 0.84+0.25a -
PO (% dw)  1.62+0.15a 223+061a -
50,% (% dw) 1.48+045a 227+0.09 a -
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Tabla 4. Micronutrientes en hojas de mandarino al inicio de la fase 11l de maduracion del fruto para los dos tipos
de agua de riego empleados.

FW FW-RDI RW RW-RDI
Zn**(mg-Kg™') 1270+0.83a  1344+321a  11.14+055a  1071+2.27a
Fe(mg-Kg™') | 13827+567a 12519+3485a 9747+17.12a  95.12+0.84a
Mn(mg-Kg™') | 3854z13la 32.83+0a 3761+1.22a 35.65+0a
Ni** (mg-Kg™)  093:0.07a 070+0.14a 1.09+0.07 a 0.81+0.01ab

A pesar de la elevada concentracion salina del agua reciclada (RW), la
concentracion de sodio en hojas de mandarina fue de un 0.05% (RW) y 0.09% (RW-
RDI) (Tabla 2), por debajo de los valores umbrales de 0.10 — 0.25% a partir de los
cuales se han encontrado sintomas de fitotoxicidad (Boman, 1993; Romero-
Trigueros y col., 2014) acompafiados de una merma del rendimiento en citricos.

El déficit hidrico no produjo un aumento en el contenido de iones Cl™ en el
caso de riego con FW. Sin embargo, en las hojas de mandarina de los arboles
regados con agua reciclada se encontraron valores medios de cloruro de 0.98% y
1.92% en peso seco (RW y RW-RDI), mas del doble que en los arboles regados con
agua de trasvase (FW) y cinco veces mas en el caso de riego deficitario (Tabla 2). En
cualquier caso, los valores son superior es a los 0.7% y 0.6% (dw) encontrados por
Ferguson y Grattan (2015) y Romero-Trigueros y colaboradores (2014) como
valores limite a partir de los que se observa una reduccion en la productividad del
cultivo. Estas elevadas cantidades de CI~™ produjeron sintomas de toxicidad

visibles, en forma de pequefias manchas circulares oscuras aisladas.

También se encontraron valores superiores de boro, litio y bromuro en las
muestras pertenecientes a arboles regados con agua reciclada (Tabla 2) para ambos
regimenes hidricos. En el caso del boro la concentracion en hojas de mandarina
regadas con RW fue algo mas dos veces mayor que para las hojas de arboles bajo

el tratamiento FW.

En cuanto a los sintomas visibles de fitoxicidad, hay autores que indican que

los niveles de toxicidad aparecen cuando el nivel de sodio en la hoja alcanza el 0,10-
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0,25% de su peso seco (Al-Yasin, 2004), cuando la concentracion de boro cae en el
rango de 250-260 mg kg' de peso seco (Gratan et al. 2015) o cuando las
concentraciones foliares de boro superan los 200 mg kg de peso seco (Syvertsen y
col., 2014).

En el caso concreto de este ensayo, las concentraciones encontradas de
elementos fitotdxicos produjeron sintomas de toxicidad visibles en las hojas de los
tratamientos regados con AR, con pequenias, oscuras y circulares manchas, como

se observa en la figura 20:

Figura 20. Sintomas visibles de fitotoxicidad en hojas de mandarino

Fuente propia.

Igualmente, los valores encontrados para el Li fueron un 54% mayores en las
hojas de mandarina regadas con RW, con valores de 6,81 y 10,48 mg kg para el FW
y el RW, respectivamente. Sin embargo, solo las hojas que contenian mas de 12 mg.
kg! mostraron sintomas de toxicidad por litio (Bradford, 1961).

Aunque en el tratamiento con RW se registraron concentraciones mas altas
de los macroelementos analizados (N, P, K, Ca, S, Mg), los arboles regados con RW
no mostraron niveles significativamente mas altos de ninguno de estos iones a nivel
foliar, a excepcion del azufre (Tabla 3), cuyo contenido menor podria explicar los

efectos encontrados en el crecimiento de los drboles y el rendimiento de los cultivos.

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos para las

concentraciones de los micronutrientes analizados (Tabla 4).
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5.1.2.  Anadlisis de aminoacidos

Los aminodcidos pueden ser una buena fuente de nitrédgeno para la absorcién
y utilizacion de las plantas, ademds pueden tener efectos estimulantes sobre el
crecimiento de las raices y los brotes y desempefian un papel en la proteccion de
los componentes celulares en situaciones de estrés (Aghaye Noroozlo y
colaboradores, 2019). En este ensayo se identificaron 18 aminoacidos libres en hojas

de mandarino sometidos a estrés hidrico y salino.

Los valores medios obtenidos en fase III de madurez del fruto para las dos
fuentes de agua, de buena calidad (FW), y reciclada (RW), y para los dos regimenes
de riego establecidos, 100% de las necesidades hidricas y riego deficitario
controlado con un aporte del 50% en las fases criticas del cultivo, se encuentran

recogidos en la tabla 5

Los valores se presentan como la media de las medidas + SD (desviacion
estandar) en ng g'. Los valores en la misma fila seguidos de diferentes letras son
significativamente diferentes en p<0.05 seguin el andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA) y la prueba de rango multiple de Tukey.

Tabla 5. Andlisis de aminodcidos en mandarino al inicio de la fase III de maduracion del fruto.

FW FW-RDI RW RW-RDI
Ala 32882.48+£79.43c  24786.13+402.39b 10915.8 +1318.94 a 5572.52+37.10 a
Pro 10994.35+869.71b = 9069.19 +157.03 ab | 5293.10+907.42a @ 5912.08 + 1009.55 a
Tyr 2450.24 + 1010.53 a 2835.07 £99.94 a 2597.48 +237.78 a 1411.12 + 362.41 a
GABA 1411.76 £332.79b  1022.87 +171.65ab | 816.86 +108.39 ab 421.62+151.21a
Ser 1119.24 +73.54 b 733.02 £19.27 ab 618.00 + 257.05 ab 546.98 +7.86 a
Cys-Gly 422.40 + 60.68 a 209.03 +4.33 a 321.83 +39.09 a 1782.96 £ 999.73 a
Leu 878.17 +287.30 b 608.33 + 69.40 ab 334.27 +113.42 ab 129.2 +25.82 a
Arg 95.79+35.23 a 81.07 £19.65 a 654.13 £575.74 a 499.99 +123.82 a
Asn 242.63 £ 63.50 a 170.93 £54.04 a 267.72 +£108.00 a 94.82 +40.18 a
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Tabla 5. (continuacion)
Fw FW-RDI RW RW-RDI

Asn 242.63 £ 63.50 a 170.93 +54.04 a 267.72 £108.00 a 94.82 £40.18 a
Glu 303.21 +48.85b 174.83 £ 63.47ab 136.36 +30.72 a 54.55 £ 18.63 a
Val 150.8 +63.34 a 168.20 £22.24 a 150.05 £25.31 a 156.32 £17.61 a
Met 89.47+£546Db 9391+0.71b 48.74+992 a 64.68+2.23 a
Asp 128.61 +18.51b 67.64 £27.30 a 65.39 £11.64 a 34.40+7.06 a
Gly 112.07+3.15a 67.59+3.43 a 50.38 £40.17 a 43.13+£9.23 a
Phe 46.41+2542 a 49.33 +12.98 a 27.35+4.46 a 42.99 +10.94 a
Cit 2590+ 16.16 a 32.65+2.99 a 22.57+871a 28.59+0.01 a
Thr 2522 +451 a 21.23+2.18a 25.18+0.17 a 3794 +£16.48 a
His 14.33+0.63 a 13.29+295a 14.02+1.83 a 13.89+2.71 a

En términos generales, el tratamiento control presento6 el mayor contenido de

aminodcidos libres, no proteicos y disminuyé a medida que se aument6 el nivel de
estrés en este orden FW > FW-RDI> RW > RW-RDI, con un contenido total de
aminodcidos de 51399.08 ng g, 40211.31 ng g, 22367.23 ng g' y 16856.78 ng g en
peso seco de hoja respectivamente.
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5.1.3. Andlisis de fitohormonas

Se determind el contenido de 11 fitohormonas en hojas sanas maduras de mandarino regado bajo diferentes
condiciones de estrés salino e hidrico durante el periodo de estudio. En la tabla 6 se presentan los resultados medios

obtenidos correspondientes a los analisis de hojas de mandarino en el muestreo del mes de septiembre de 2017.

Tabla 6. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Septiembre 2017

Tratamiento
Fecha | 29/09/2017 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

RPN -1
Concentracion (ng g?)

Citoquinas Trans-zeatina 211.239 + 8.807 266.758 + 5.926 343.314 + 16.433 361.589 +11.987
Trans-zeatina ribosido no detectado no detectado no detectado no detectado
Isopentil adenina 36.340 + 1.842 36.117 £ 1.55 34.337 +0.63 47.431 +2.257

Giberelinas GA1 no detectado no detectado no detectado no detectado
GA3 no detectado no detectado no detectado no detectado
GA4 no detectado no detectado 0.100 + 0.008 0.095 + 0.003

Auxinas Acido indolacético 43.55 +4.510 44.589 +2.751 87.31 £3.510 91.929 +3.218

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 6. (continuacion)

Fecha | 29/09/2017 FW-C
Precursor de | ACC 1915.141 + 122.681
etileno
Otras Acido abcisico no detectado
fitohormonas | 4cido jasménico 6.028 + 0.031

Acido salicilico 69.141 +10.11

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

Tratamiento
FW-RDI RW-C
Concentracion (ng g?)

1727.09 + 32.889 5498.943 + 600.18

no detectado no detectado
6.08 +0.123 8.041 +0.145
11.179 +0.236 14.83 +1.275

RW-RDI

4890.799 + 622.199

no detectado
9.358 + 0.271
27.711 £ 3.917
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De manera grafica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de septiembre de 2017 se muestran en la

figura 21.
Citoquinas, giberelinas, auxinas y otras fitohormonas
=FW-C
FW-RDI
700 - s 00 = RW-C
. 5000 - I = RW-RDI
300 4 _I= 110 1 - 3000 A
= ool W = 10 i=l % 1000 - W7
~ . P
oo = ah
£ 100 £ 2 £ 100
=t c =
o 32 ‘ 2
g 804 L@ 51 g 0
£ = E *
g o g0 - A — 3 o e =
£ trans-Zeatina Ribésic}o de Isopenfcenil = GA1 GA3 GAd Acide ] S ACC Acido Acido Acido
O Zeatina Adenina O Indolacético Abscisico  Salicllico  Jasmonico

Figura 21. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Septiembre 2017
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En la tabla 7 se presentan los resultados medios para las distintas fitohormonas correspondientes a los analisis de
hojas de mandarino en el muestreo del mes de febrero de 2018.

Tabla 7. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Febrero 2018

Tratamiento
Fecha | 15/02/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

1P 1A ” -1
Concentracion (”gg )

Citoquinas Trans-zeatina 537.310 + 9.505 522.526 +9.009 565.101 + 21.925 555.347 + 28.853
Trans-zeatina ribosido 15.512 + 3.092 4.196 + 0.390 no detectado no detectado
Isopentil adenina 24.954 +1.729 44.76 + 3.523 85.847 +0.775 50.629 +1.613

Giberelinas GA1 no detectado no detectado no detectado no detectado
GA3 22.433 +1.589 32.948 +1.944 60.817 + 6.879 52.654 + 5.439
GA4 0.193 +0.014 0.113 + 0.006 0.460 + 0.073 0.818 +0.123

Auxinas Acido indolacético 153.358 + 2.403 146.287 +3.944 194.119 + 4.302 208.946 + 13.188

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 7. (continuacion)

Fecha | 15/02/2018

Precursor de | ACC

etileno
Otras Acido abcisico
fitohormonas | 4cido jasménico

Acido salicilico

FW-C

1837.97 + 33.841

0.605 £ 0.084
10.596 +0.330
5.032 + 0.664

Tratamiento
FW-RDI RW-C
Concentracién (ng g')

1939.67 £ 26.066 3773.396 + 370.317

0.299 £+ 0.028 0.515 £+ 0.079
8.699 + 0.568 11.96 + 0.576
6.153 + 0.556 17.888 £1.313

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI

4632.771 £ 324.78

0.462 = 0.060
10.036 £ 0.316
17.309 +2.971

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera grafica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de febrero de 2018 se muestran en la figura

22.

Citoquinas, giberelinas, auxinas y otras fitohormonas
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Ilustracion 22. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Febrero 2018
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En la tabla 8 se presentan los resultados medios para las distintas fitohormonas correspondientes a los analisis de

hojas de mandarino en el muestreo del mes de abril de 2018.

Tabla 8. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Abril 2018

Fecha | 18/04/2018
Citoquinas Trans-zeatina
Trans-zeatina ribésido
Isopentil adenina
Giberelinas GA1

GA3
GA4

Auxinas Acido indolacético

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C

589.183 +7.220
5.731+1.151
32.198 +2.539
no detectado
0.527 £0.079
0.078 £ 0.005
143.803 + 0.687

Tratamiento

FW-RDI

RW-C

,,,,, ~1 A1 (17 -1
Concentracion (ng g')

547.098 + 8.806
1.046 + 0.022

32.006 +£2.412
no detectado
0.393 £ 0.057
0.255 £ 0.011

129.133 £4.213

612.553 +20.123
5.965 + 0.618
32.332 +1.640
no detectado
0.657 £0.114
0.116 £ 0.02
173.163 £ 9.047

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI

531.393 + 8.566
5.632 £ 0.580
25.544 + 0.887
no detectado
0.34 £ 0.041
0.114 £ 0.003
146.813 + 0.787
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Tabla 8. (continuacion)

Fecha | 18/04/2018

Precursor de | ACC

etileno
Otras Acido abcisico
fitohormonas | 4cido jasménico

Acido salicilico

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C

2623.878 + 55.825

0.861 = 0.227
12.763 £ 1.371
7.423 + 0.088

Tratamiento
FW-RDI RW-C

Concentracion (ng g?)
2735.952 +29.943  2781.602 + 136.994
0.747 + 0.053 0.258 + 0.035
41.102 +5.415 51.069 + 6.918

6.732 +0.268 7.99 +£0.193

RW-RDI

2737.04 + 84.115

0.368 + 0.063
43.885 +7.548
7216 £0.272
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De manera grafica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de abril de 2018 se muestran en la figura

23.

Citoquinas, giberelinas, auxinas y otras fitohormonas
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Figura 23. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Abril 2018
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En la tabla 9 se presentan los resultados medios para las distintas fitohormonas correspondientes a los analisis de

hojas de mandarino en el muestreo del mes de mayo de 2018.

Tabla 9. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Mayo 2018

Fecha | 23/05/2018
Citoquinas Trans-zeatina
Trans-zeatina ribésido
Isopentil adenina
Giberelinas GA1

GA3
GA4

Auxinas Acido indolacético

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C

588.958 + 14.073
27.659 +2.982
0.456 + 0.042
no detectado
no detectado
0.106 + 0.011
161.422 + 4.336

Tratamiento

FW-RDI

RW-C

7 ” 101 (v -1
Concentracion (ng g)

584.149 + 19.673
9.343 + 0.263
0.911 £ 0.102

no detectado

no detectado

0.079 £ 0.006
120.517 + 6.545

714.633 + 31.074
no detectado
0.537 £ 0.045
0.24 £ 0.032
no detectado
0.105+0.014
249.325 +5.071

RW-RDI

683.247 + 20.245
15.553 +1.742
0.379 £ 0.036

no detectado

0.208 £ 0.023

0.084 £ 0.009
234.27 £12.018
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Tabla 9. (continuacion)

Fecha | 23/05/2018

Precursor de | ACC

etileno

Otras Acido abcisico
fitohormonas | Acido jasménico

Acido salicilico

FW-C

2350.177 £ 102.190

0.887 £ 0.080
24.480+2.717
5.983 + 0.345

Tratamiento
FW-RDI RW-C

y P A -1
Concentracion (ng g)

1569.578 +45.672 = 3914.582 + 371.812
1.149 + 0.045 0.632 +0.042
24.686 +4.561 37.120 + 4.090
5.232 £ 0.105 5.981 £ 0.182
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RW-RDI

3732.445 + 284.081

0.654 +0.092
29.006 +2.358
10.784 +1.402

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera grafica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de mayo de 2018 se muestran en la figura

24.

Citoquinas, giberelinas, auxinas y otras fitohormonas
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Figura 24. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Mayo 2018
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En la tabla 10 se presentan los resultados medios para las distintas fitohormonas correspondientes a los analisis de
hojas de mandarino en el muestreo del mes de julio de 2018.

Tabla 10. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Julio 2018

Tratamiento
Fecha | 30/07/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

P, -1
Concentracion (ng g)

Citoquinas Trans-zeatina 716.936 + 29.808 572.799 + 9.154 499.222 +10.52 805.798 + 16.894
Trans-zeatina ribdsido no detectado no detectado no detectado no detectado
Isopentil adenina 0.598 + 0.062 0.997 +0.11 1.054 £ 0.078 0.717 £ 0.03

Giberelinas GA1 no detectado no detectado no detectado no detectado
GA3 no detectado no detectado 0.138 + 0.002 no detectado
GA4 0.179 + 0.022 0.042 + 0.002 0.046 + 0.002 0.059 £ 0.005

Auxinas Acido indolacético 100.917 +1.301 71.831 £5.922 191.887 +9.5 165.123 +7.749

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 10. (continuacion)

Fecha | 30/07/2018

Precursor de | ACC

etileno

Otras Acido abcisico

fitohormonas

Acido salicilico

Acido jasmonico

Tratamiento
FW-C FW-RDI RW-C

e -1
Concentracion (ng g)

1634.536 £28.163 = 1386.419+119.442 3060.656 + 177.615

0.33+0.061 0.187 £0.002 0.166 £0.011

4.593 +0.782 7.195 + 1.303 32.861+2.798

10.439 £1.142 10.506 £1.714 5.338+0.232
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RW-RDI

3031.443 +162.341
0.215+0.017
14.813 £1.151

11.625 £ 0.404

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera grafica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de julio de 2018 se muestran en la figura

25.

Citoquinas, giherelinas, auxinas y otras fitohormonas
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Figura 25. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Julio 2018
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En la tabla 11 se presentan los resultados medios para las distintas fitohormonas correspondientes a los analisis de

hojas de mandarino en el muestreo del mes de septiembre de 2018.

Tabla 11. Resultados de fitohormonas medidas en hoja. Septiembre 2018

Tratamiento
Fecha | 03/09/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

e -1
Concentracion (ng g)

Citoquinas Trans-zeatina 709.38 + 25.225 593.089 + 81.518 959.748 + 66.428 1189.218 + 35.943
Trans-zeatina ribosido 2.023 +0.318 5.538 + 0.574 no detectado 2.086 + 0.022
Isopentil adenina 0.142 + 0.003 no detectado 0.146 = 0.002 0.19+0.014

Giberelinas GA1 no detectado no detectado no detectado no detectado
GA3 no detectado no detectado 0.135 + 0.006 0.198 + 0.008
GA4 95.638 +2.524 61.117 + 4.831 71976 +17.814 106.327 + 8.821

Auxinas Acido indolacético no detectado no detectado no detectado 0.037 + 0.001

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 11. (continuacion)

Fecha | 03/09/2018

Precursor de | ACC

etileno
Otras Acido abcisico
fitohormonas | fcido jasménico

Acido salicilico

FW-C

2563.843 + 68.857

0.077 £ 0.009
127.657 £3.416
4.949 +0.120

Tratamiento
FW-RDI RW-C

Concentracion (7’1g gl)

1593.050 +239.84 = 3813.638 + 744.409
0.143 £ 0.026 1.706 + 0.291
53.996 £ 8.128 253.956 + 26.250
7.287 +£0.876 5.285 +(0.225
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RW-RDI

3662.170 £ 117.295

1.655+0.170
83.076 + 14.601
7.417 £ 0.680

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera gréfica los niveles de fitohormonas registrados durante el mes de septiembre de 2018 se muestran en la

figura 26.
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i | I 210 | 0 =RW-C
110 250 NRYERDL
300 ] II iI T
200 1
w100 w 10 C
= o w150 4
£ 100+ £ 24 =
- c — 100
g © = I
i 50 1 5 14 & 50 I
§= e - €
g 0 " g 0 - = - g 0 - - -
& trans-Zeatina Ribésidode Isopentenil = GA1 GA3 GA4 Acido c ACC Acido Acido Acido
a Zeatina Adenina ] Indolacético O Abscisico  Salicilico Jasmodnico

Figura 26. Niveles especificos para cada fitohormona registrados en los diferentes tratamientos. Septiembre 2018
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A modo resumen los resultados medios + SD de las 11 fitohormonas
analizadas en fase III de maduracion del fruto para los cuatro tratamientos se
recogen en la tabla 12 organizados de mayor a menor ocurrencia expresados en ng

g en peso seco de hoja.

Tabla 12. Resultados de fitohormonas medidas en hoja en fase I

Fw FW-RDI RW RW-RDI
ACC 2563.84 +344.29 ab = 2262.61 +431.68 a 1664.96 + 78.98 a 3662.17 + 586.48 b
tZ 709.38 +126.13 a 827.96 + 35.62 ab 1150.7 £+43.23 b 1189.22 £ 179.71b
SA 127.66 +17.08 a 77.03+£10.97 a 253.96 +131.25 a 83.08 £73.01 a
GA4 95.64 + 12.62 ab 61.12 £24.15 ab 20.59 +4.56 a 106.33 £44.10 b
JA 4.95+0.60 a 476+0.25a 529+1.13a 557 £1.66 a
Zr 1.35+1.62 a 3.69+3.79a 0.87+151a 1.39+121a
ABA 0.08 £ 0.04a 0.1+0.12a 2.54 +0.25b 1.1 +0.13ab
IPA 0.1+0.08 a 0.04 £0.06 a 0.15+0.01 a 0.19+0.07 a
GA3 no detectado no detectado 0.09 £ 0.08 a 0.13+0.12a
IAA 0.01+£0.02a no detectado 0.02+0.04 a 0.04+0.01 a

ACC, I-aminocicloproano-1-carboxilico; tZ, trans-Z eatina; SA, dcido salicilico; GA4 y GA3, giberelinas 4y 3;
JA, dcido jasmonico; ABA, dcido abcisico; Zr, zeatina ribdsido; IPA, isopendil adenina; IAA, dcido indolacético.
Los valores en la misma fila sequidos de letras diferentes son estadisticamente significativos a p<0.05 de acuerdo
con el andlisis ANOVA de una via y el test de rangos miiltiples de Tukey.

Los diferentes tratamientos de riego produjeron cambios significativos en las
concentraciones de ACC, tZ, GA4 y ABA. La giberelina GA1 no fue detectada en
ningun caso.

Del total de fitohormonas identificadas en hoja, el ACC fue la mas
abundante en todos los tratamientos y su concentracion maxima en las condiciones
mas extremas de estrés empleadas (RW-RDI). La concentracion de ABA, hormona

del estrés por excelencia fue mayor en los tratamientos RW y RW-DL
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5.1.4. Analisis de fitoprostanos y fitofuranos

5.14.1.  Resultados mensuales obtenidos para las distintas oxilipinas.

Se analizaron un total de ocho fitoprostanos (9-epi-9-Di-PhytoP; 9-Die-
PhytoP; 9-Fi-PhytoP; 9-epi-9-Fi-Phy-toP; 9-Li-PhytoP; 16-Bi-PhytoP; ent-16-epi-16-
Fi-PhytoP; ent-16-Fi-PhytoP) y tres fitofuranos (ent-16-(RS)-9-epi-ST-A-13-
PhytoF, ent-16-(RS)-13-epi-ST-A*-9-PhytoF; ent-9-(RS)-12-epi-ST-A'’-13-PhytoF),
en hojas de mandarino regados en diferentes condiciones de estrés, salinidad y

restriccion hidrica, recogidas durante todo el periodo en estudio.
Los fitoprostanos ent-16-epi-16-Fi-PhytoP y ent-16-Fi-PhytoP se cuantificaron
conjuntamente al no ser posible separar sus picos cromatograficamente debido a

su naturaleza enantiomérica (Figura 27) y no utilizar una columna quiral en el

método.
HO 321 HO 321
\\/\/\/\H/OH \“\\/\/\/\WOH
0, NN o A O
y N | fAIZ\
HO |OH| HO OH|
L——_I L——_I
14 15 16 _ 14 15 16
ent-16-epi-16-F4-PhytoP ent-16-F 4-PhytoP

Figura 27. Fitoprostanos enantioméricos ent-16-epi-16-F1-PhytoP y ent-16-Fu-PhytoP

Todas las oxilipinas analizadas en hojas de mandarino fueron detectadas por

encima del limite de cuantificacion establecido en el método previamente descrito.

En las tablas que siguen se recogen los resultados medios obtenidos en cada

muestreo para estas moléculas y los distintos tratamientos de riego
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En las tablas 13 y 14 se muestra el contenido medio por fitoprostano y fitofurano, y la suma total por tipo de
compuesto registrado para el mes de septiembre de 2017.

Tabla 13. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Septiembre 2017.

Fitoprostano Tratamiento
Fecha: 09/09/2017 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

9-epi-9-Du-PhytoP 0.487 + 0.009 0.509 + 0.009 0.505 + 0.011 0.445 + 0.007
9-D1-PhytoP 0.396 + 0.019 0.41 +0.016 0.343 £ 0.02 0.274 + 0.008
9-Fu-PhytoP 4272 +0.313 4.679 +0.311 2.877 £ 0.308 1.803 + 0.159
9-epi-9-Fi-PhytoP 3.657 +0.231 3.977 £ 0.312 2.681 £ 0.225 1.697 + 0.075
9-Li-PhytoP 0.216 + 0.007 0.208 + 0.004 0.196 + 0.004 0.199 + 0.001
16-B1-PhytoP 0.309 + 0.002 0.287 + 0.002 0.272 + 0.001 0.272 £ 0.001
Ent-16-epi-16-F1-PhytoP  + 0.167 + 0.002 0.161 + 0.002 0.167 + 0.002 0.157 + 0.001
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos 9.503 + 0.566 10.23 + 0.655 7.042 + 0.565 4.848 +0.25

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 14. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Septiembre 2017.

Fitofurano Tratamiento

Fecha: 09/09/2017 FW-C FW-RDI
Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13- 29.356 +2.452 31.184 +1.267
PhytoF
Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A-9- 0.263 £ 0.026 0.41+£0.018
PhytoF
Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A-10- 7.666 + 0.312 8.184 £ 0.331
PhytoF

Total fitofuranos | 37.285 +2.328 39.779 £ 1.571

RW-C
12.484 +2.488

0.231 +0.022

6.862 +0.742

19.577 £2.925
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RW-RDI
3.369 + 0.587

0.129 + 0.006

9.719 £ 0.197

13.216 + 0.436

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera grafica, los niveles registrados de cada compuesto individual para el mes de septiembre de 2017 se pueden

apreciar en la figura 28.
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Figura 28. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Septiembre 2017
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Los resultados medios de fitoprostanos y fitofuranos correspondientes a cada tratamiento durante el mes de febrero

de 2018 se encuentran recogido en las tablas 15 y 16.

Tabla 15. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Febrero 2018.

Fitoprostano Tratamiento
Fecha: 15/02/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

9-epi-9-Du-PhytoP 0.435 + 0.007 0.442 + 0.007 0.461 + 0.001 0.429 + 0.007
9-Di+-PhytoP 0.252 +0.012 0.256 + 0.017 0.301 + 0.002 0.21 + 0.004
9-Fu-PhytoP 5.671 £ 0.675 2.821 £ 0.365 3.14 £ 0.155 1.879 + 0.309
9-epi-9-Fu-PhytoP 3.483 + 0.441 1.638 +0.104 1.648 + 0.05 1.39 + 0.104
9-Li-PhytoP 0.237 + 0.007 0.224 + 0.004 0.204 + 0.002 0.191+0.0
16-B1-PhytoP 0.31 £ 0.007 0.282 + 0.002 0.282 + 0.001 0.274 + 0.001
Ent-16-epi-16-Fi-PhytoP  + 0.163 + 0.001 0.16 + 0.003 0.16 +0.001 0.156 £ 0.0
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos | 10.551 +1.144 5.823 + 0.486 6.195 + 0.123 4.529 +0.417

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 16. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Febrero 2018.

Fitofurano Tratamiento
Fecha: 15/02/2018 FW-C
Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13- 16.101 £ 1.153
PhytoF
Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A™-9- 0.358 + 0.049
PhytoF
Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A"-10- 12.32 +0.551
PhytoF

Total fitofuranos | 28.778 +1.133

FW-RDI
14.722 +4.121

0.29 + 0.054

17.718 £ 0.741

32.73 £ 3.467

RW-C
24.764 +2.668

0.415 + 0.054

15.201 £ 0.856

40.381 +2.099

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI
5.902 £ 0.103

0.231 £ 0.027

16.852 +0.532

22.985 + 0.404

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Los niveles registrados de cada compuesto individual para el mes de febrero de 2018 se pueden apreciar en la figura

29.
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Figura 29. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Febrero 2018
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En las tablas 17 y 18 se resume el contenido medio por compuesto y la suma total para el andlisis de fitoprostanos y

fitofuranos registrado durante el mes de abril de 2018.

Tabla 17. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Abril 2018.

Fitoprostano

Fecha: 18/04/2018
9-epi-9-Du-PhytoP
9-D1-PhytoP
9-Fu-PhytoP
9-epi-9-Fi-PhytoP
9-Li-PhytoP
16-Bi-PhytoP
Ent-16-epi-16-Fi-PhytoP  +
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C
0.387 £ 0.004
0.174 + 0.005
2.212 +0.337
1.119 + 0.067
0.201 £ 0.003
0.292 + 0.004
0.177 + 0.002

4.562 + 0.405

Tratamiento

FW-RDI RW-C
0.418 = 0.003 0.373+£0.0
0.21 £ 0.002 0.157 £0.0
2.011+0.412 0.082 £ 0.015
1.273+£0.077 0.585 + 0.005

0.185+0.0 0.185+0.0

0.268 + 0.0 0.268 £ 0.0
0.166 £ 0.003 0.190 £ 0.003
4.531 £ 0.463 1.84 £ 0.02

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI
0.382 +0.001
0.169 + 0.001

0.52 +0.067
0.773 £ 0.031
0.189+0.0

0.268 £0.0

0.169+0.0

2.469 £ 0.089
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Tabla 18. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Abril 2018.

Fitofurano
Fecha: 18/04/2018

Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13-
PhytoF

Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A-9-
PhytoF

Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A™-10-
PhytoF

Total fitofuranos

Tratamiento
FW-C
4.057 £1.147

0.166 + 0.014

0.077 £ 0.019

4.299 +1.142

FW-RDI
18.423 +2.201

0.725 + 0.080

0.293 £ 0.039

19.441 +2.260

RW-C
4.426 +1.105

0.019 + 0.003

0.06 £0.017

4.505+1.124
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RW-RDI
3.116 £ 0.725

0.094 + 0.015

0.015 + 0.002

3.225+0.712

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Los niveles medios medidos para cada compuesto durante el mes de abril de 2018 se pueden apreciar en la figura 30.
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Ilustracion 30. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Abril 2018



CAPITULO V — RESULTADOS

En las tablas 19 y 20 se resume el contenido medio y total de fitoprostanos y fitofuranos registrado durante el mes de

mayo de 2018.

Tabla 19. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Mayo 2018.

Fitoprostano

Fecha: 23/05/2018
9-epi-9-Du-PhytoP
9-D1-PhytoP
9-Fu-PhytoP
9-epi-9-Fi-PhytoP
9-Li-PhytoP
16-Bi-PhytoP
Ent-16-epi-16-Fi-PhytoP  +
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C
0.382 +0.003
0.176 + 0.007
1.891 + 0.447
1.132 +0.117
0.188 + 0.001
0.269 + 0.001
0.187 + 0.005

4.226 +0.57

Tratamiento

FW-RDI RW-C
0.405 £ 0.002 0.419 + 0.004
0.196 £ 0.005 0.278 £ 0.013
3.246 +0.173 6.081 +0.582
1.516 £ 0.061 2.564 +0.185

0.191+£0.0 0.187+0.0

0.273+0.0 0.271 £ 0.001
0.178 +£ 0.001 0.154+£0.0
6.004 £ 0.232 9.955 + 0.782

RW-RDI
0.401 £ 0.002
0.235+0.01
2.872+0.329
1.448 + 0.09
0.188 0.0
0.271+£0.0
0.155+0.0

5.568 + 0.429
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Fitofurano
Fecha: 23/05/2018

Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13-
PhytoF
Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A™-9-
PhytoF
Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A-10-
PhytoF

Total fitofuranos

Tratamiento
FW-C
1.76 + 0.610

0.19 = 0.025

0.371 £ 0.074

2.321 £ 0.632

Tabla 20. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Mayo 2018.

FW-RDI
3.282 +1.137

0.394 + 0.037

0.163 £ 0.046

3.839 £1.155

RW-C
2.444 +0.194

0.537 +0.022

0.006 + 0.0

2.987 +0.194

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI

no detectado

0.27 £ 0.025

0.004 + 0.001

0.275 £ 0.026

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Graficamente, los resultados para cada compuesto medidos durante el mes de mayo de 2018 se pueden apreciar en

la figura 31.
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Figura 31. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Mayo 2018
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En las tablas 21 y 22 se resume el contenido medio y total de fitoprostanos y fitofuranos registrado durante el mes de
julio de 2018.

Tabla 21. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Julio 2018.

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

Fitoprostano Tratamiento

Fecha: 30/07/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI
9-epi-9-Di-PhytoP 0.747 + 0.096 0.469 + 0.007 0.472 + 0.034 1.069 + 0.165
9-D1-PhytoP 0.682 + 0.086 0.339 £ 0.016 0.338 + 0.062 1.28 £ 0.222
9-Fi-PhytoP 33.141 + 8.050 4.995+0.779 11.226 + 3.740 37.056 + 5.538

9-epi-9-Fu-PhytoP 19.901 + 5.965 1.946 +0.125 8.697 +2.761 31.816 £ 5.752
9-Li-PhytoP 0.708 + 0.128 0.235 + 0.008 0.243 £ 0.02 0.721 +0.083
16-Bi-PhytoP 0.827 +0.131 0.323 +0.011 0.334 + 0.023 0.847 + 0.098
Ent-16-epi-16-Fu-PhytoP 0.166 + 0.0 0.163 + 0.002 0.177 +0.002 0.186 + 0.006
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos | 56.173 +14.452 8.47 + 0.900 21.488 + 6.638 72.974 +11.794
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Tabla 22. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Julio 2018.

Fitofurano Tratamiento
Fecha: 30/07/2018 FW-C FW-RDI
Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13- 93.808 +25.919 32.364 +8.333

PhytoF
Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A-9- 1.634 + 0.273 1.182 +0.361
PhytoF
Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A-10- 0.090 £ 0.013 0.030 £ 0.010
PhytoF

Total fitofuranos | 95.532 +25.982 33.575 + 8.687

RW-C
143.981 + 26.408

0.550 + 0.028

0.032 + 0.005

144.563 + 26.379

129

RW-RDI
260.552 + 47.51

1.290 + 0.231

0.036 + 0.009

261.878 + 47.665

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Los niveles totales para cada compuesto medidos durante el mes de julio de 2018 se pueden apreciar en la figura 32.
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Figura 32. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Julio 2018
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Los valores medios registrados para fitoprostanos y fitofuranos en funcion del tratamiento correspondientes a las

muestras procesadas en el mes de septiembre de 2018 se muestran en las tablas 23 y 24.

Tabla 23. Resultados medios y totales de fitoprostanos por tratamiento. Septiembre 2018.

Fitoprostano Tratamiento
Fecha: 03/09/2018 FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

9-epi-9-Du-PhytoP 0.398 + 0.008 0.496 + 0.012 0.553 + 0.017 0.471 £ 0.016
9-D1-PhytoP 0.180 + 0.006 0.392 + 0.024 0.556 + 0.039 0.401 + 0.030
9-Fu-PhytoP 0.747 £ 0.139 3.458 £ 0.244 6.484 + 0.660 6.113 £ 1.020
9-epi-9-Fi-PhytoP 1.003 +£0.110 3.056 + 0.349 5.483 + 0.959 2.727 £ 0.425
9-Li-PhytoP 0.187 + 0.003 0.215+0.0 0.227 + 0.004 0.200 + 0.002
16-B1-PhytoP 0.269 +0.0 0.295 + 0.003 0.300 + 0.002 0.283 + 0.002
Ent-16-epi-16-Fi-PhytoP  + 0.249 + 0.011 0.191 + 0.002 0.27 £ 0.022 0.180 + 0.003
Ent-16-Fu-PhytoP

Total fitoprostanos 3.033 £ 0.252 8.103 + 0.624 13.873 £ 1.655 10.376 +1.281

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 24. Resultados medios y totales de fitofuranos por tratamiento. Septiembre 2018.

Fitofurano Tratamiento
Fecha: 03/09/2018 FW-C FW-RDI

Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A-13- 13.164 £ 1.962 14.057 +2.496
PhytoF

Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A™-9- 0.135 +0.001 0.273 +0.033
PhytoF

Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A"-10- 6.745 +1.048 10.358 + 0.429
PhytoF

Total fitofuranos | 20.044 +1.770 24.688 +2.612

RW-C
13.551 +£4.310

0.758 +0.178

7.192 +1.091

21.501 + 3.426

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI
10.288 +2.749

0.525 + 0.069

10.281 £ 0.302

21.094 +2.930

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Los resultados medios para cada compuesto medidos durante el mes de septiembre de 2018 se encuentran graficados

en la figura 33
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Figura 33. Niveles especificos para cada fitoprostano y fitofurano registrados en los diferentes tratamientos. Julio 2018
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5.1.5.1. Resultados totales obtenidos por meses para las distintas oxilipinas y los distintos tratamientos.

Resumiendo, en las tablas 25 y 26 se recogen los valores registrados para el total de fitoprostanos y fitofuranos por

meses en cada tratamiento

Tabla 25. Total de fitoprostanos encontrado en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

Total fitoprostanos Tratamiento
FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

Septiembre 2017 9.503 £ 0.566 10.23 £ 0.655 7.042 + 0.565 4.848 + 0.250
Febrero 2018 10.551 + 1.144 5.823 + 0.486 6.195+0.123 4.529 +0.417
Abril 2018 4.562 + 0.405 4.531 +0.463 1.84 +0.020 2.469 + 0.089
Mayo 2018 4.226 +0.570 6.004 + 0.232 9.955 +0.782 5.568 + 0.429
Julio 2018 56.173 + 14.452 8.47 +0.900 21.488 + 6.638 72.974 +11.794
Septiembre 2018 3.033 +0.252 8.103 + 0.624 13.873 +1.655 10.376 +1.281

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 26. Total de fitofuranos encontrado en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

Total fitoprostanos Tratamiento
FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

Septiembre 2017 37.285 +2.328 39.779 +1.571 19.577 £2.925 13.216 £ 0.436
Febrero 2018 28.778 +1.133 32.73 + 3.467 40.381 +2.099 22.985 +0.404
Abril 2018 4299 +1.142 19.441 +2.260 4.505+1.124 3.225+0.712
Mayo 2018 2.321 £ 0.632 3.839 £ 1.155 2.987 £ 0.194 0.275 + 0.026
Julio 2018 95.532 +25.982 33.575£8.687 | 144.563 +26.379 = 261.878 + 47.665
Septiembre 2018 20.044 £ 1.770 24.688 +2.612 21.501 + 3.426 21.094 +£2.93

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Atendiendo a los resultados de los analisis en cada muestreo la evolucion
mensual que se observa en la figura 34 muestra un perfil cualitativo mantenido, a
excepcion del mes de julio, independientemente del tipo de agua utilizada, de
trasvase (FW), de buena calidad, o reciclada (RW), de mayor salinidad, asi como
del régimen de riego establecido en cada momento (C: 100% del requerimiento
hidrico (C) o déficit hidrico controlado (RDI).
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Figura 34. Niveles acumulados por meses en los cuatro tratamientos para el andlisis de fitoprostanos y
fitofuranos.

En todos los meses sin excepcidn se encuentran valores superiores de
fitofuranos, compuestos con un grado de oxidacion mayor que el de los
fitoprostanos, y a excepcion del muestreo del mes de julio los niveles tanto de
fitoprostanos como de fitofuranos son menores en mandarinos regados con agua
regenerada y un déficit hidrico del 50% (RW-RDI)

Cabe destacar la alta afectacion de oxilipinas de ambos tipos,
correspondientes al mes de julio con respecto al resto de meses del afio. Esto se
debe al estado de saturacion de estrés oxidativo de los arboles debido a las
condiciones extremas climaticas y de estrés abidtico que se generan en esta fase

fenologica del afio.



CAPITULO V — RESULTADOS

5.1.4.2.

Evolucion mensual individual de las oxilipinas en funcion del tratamiento
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En las tablas siguientes se muestra la evolucién mensual de cada fitoprostano y cada fitofurano para los cuatro

tratamientos con agua de distintas calidades y distinto régimen de riego.

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

9-epi-9-D1-PhytoP

Septiembre 2017

Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018

Julio 2018

Septiembre 2018

FW-C
0.487 £ 0.009
0.435 + 0.007
0.387 + 0.004
0.382 £ 0.003
0.747 £ 0.096
0.398 £ 0.008

Tabla 27. Niveles registrados de 9-epi-9-Du-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

Tratamiento
FW-RDI RW-C
0.509 + 0.009 0.505 + 0.011
0.442 + 0.007 0.461 + 0.001
0.418 + 0.003 0.373+0.0
0.405 + 0.002 0.419 £ 0.004
0.469 + 0.007 0.472 + 0.034
0.496 + 0.012 0.553 £ 0.017

RW-RDI
0.445 + 0.007
0.429 + 0.007
0.382 + 0.001
0.401 + 0.002
1.069 + 0.165
0.471 £ 0.016
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Tabla 28. Niveles registrados de 9-D1-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

9-D1-PhytoP

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C
0.396 £ 0.019
0.252 £ 0.012
0.174 £ 0.005
0.176 £ 0.007
0.682 + 0.086

0.18 + 0.006

Tratamiento
FW-RDI RW-C
0.41+0.016 0.343 + 0.020
0.256 + 0.017 0.301 + 0.002
0.21 £ 0.002 0.157 +£0.0
0.196 + 0.005 0.278 + 0.013
0.339 +0.016 0.338 + 0.062
0.392 £ 0.024 0.556 + 0.039

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI
0.274 + 0.008
0.21 £ 0.004
0.169 + 0.001
0.235+0.010
1.28 £0.222
0.401 + 0.030
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Tabla 29. Niveles registrados de 9-F1-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

9-Fu-PhytoP

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW-C
4.272 +0.313
5.671 £ 0.675
2212 +£0.337
1.891 + 0.447

33.141 + 8.050
0.747 £ 0.139

Tratamiento
FW-RDI RW-C
4.679 + 0.311 2.877 +£0.308
2.821 +0.365 3.14 +0.155
2.011 £ 0.412 0.082 +0.015
3.246 +0.173 6.081 + 0.582
4.995 +0.779 11.226 +3.74
3.458 + 0.244 6.484 + 0.660

139

RW-RDI
1.803 £ 0.159
1.879 + 0.309
0.52 £ 0.067
2.872 £0.329

37.056 £ 5.538
6.113 +1.020

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 30. Niveles registrados de 9-epi-9-Du-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

9-epi-9-Fi-PhytoP Tratamiento
FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

Septiembre 2017 3.657 £ 0.231 3.977 £ 0.312 2.681 £ 0.225 1.697 + 0.075
Febrero 2018 3.483 + 0.441 1.638 + 0.104 1.648 + 0.05 1.39 + 0.104
Abril 2018 1.119 + 0.067 1.273 +0.077 0.585 + 0.005 0.773 +0.031
Mayo 2018 1.132 +0.117 1.516 + 0.061 2.564 + 0.185 1.448 + 0.090
Julio 2018 19.901 + 5.965 1.946 + 0.125 8.697 £ 2.761 31.816 £ 5.752
Septiembre 2018 1.003 + 0.110 3.056 + 0.349 5.483 + 0.959 2.727 +0.425
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Tabla 31. Niveles registrados de 9-epi-9-Li-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

9-Li-PhytoP

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW-C
0.216 = 0.007
0.237 £ 0.007
0.201 £ 0.003
0.188 + 0.001
0.708 £ 0.128

0.187+0.0

Tratamiento

FW-RDI RW-C
0.208 + 0.004 0.196 + 0.004
0.224 + 0.004 0.204 + 0.002

0.185+0.0 0.185+0.0

0.191+0.0 0.187+0.0
0.235 + 0.008 0.243 + 0.020
0.215 + 0.002 0.227 £ 0.004
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RW-RDI
0.199 £ 0.001
0.191+0.0
0.189 £ 0.0
0.187 +0.0
0.721 +0.083
0.2 +0.002

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 32. Niveles registrados de 16-Bi-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

16-B:-PhytoP

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW-C
0.309 + 0.002
0.31 +0.007
0.292 + 0.004
0.269 + 0.001
0.827 +0.131
0.269 0.0

Tratamiento

FW-RDI RW-C
0.287 + 0.002 0.272 + 0.001
0.282 +0.002 0.282 + 0.001

0.268 + 0.0 0.268 + 0.0

0.273 £0.0 0.271 £ 0.001
0.323 +0.011 0.334 + 0.023
0.295 + 0.003 0.3 +0.002

DAVID AUNON CALLES

RW-RDI
0.272 +0.001
0.274 + 0.001

0.268 +0.0

0.271+0.0
0.847 +0.098
0.283 +0.002

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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Tabla 33. Niveles registrados de Ent-16-epi-16-F1-PhytoP + Ent-16-Fu-PhytoP en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

Ent-16-epi-16-Fi-PhytoP Tratamiento
Ent-16-Fi-PhytoP

FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI
Septiembre 2017 0.167 £ 0.002 0.161 £ 0.002 0.167 £ 0.002 0.157 +0.001
Febrero 2018 0.163 + 0.001 0.16 £ 0.003 0.16 + 0.001 0.156 £ 0.0
Abril 2018 0.177 £ 0.002 0.166 + 0.003 0.19 +0.003 0.169+0.0
Mayo 2018 0.187 + 0.005 0.178 + 0.001 0.154+ 0.0 0.155+0.0
Julio 2018 0.166 + 0.0 0.163 + 0.002 0.177 £ 0.002 0.186 + 0.006
Septiembre 2018 0.249 + 0.011 0.191 + 0.002 0.27 + 0.022 0.18 £ 0.003

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

Ent-9-(RS)-12-epi-ST-Am-

13-PhytoF

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW-C
29.356 +2.452
16.101 £ 1.153
4.057 £ 1.147

1.76 + 0.610
93.808 £ 25.919
13.164 +1.962

Tratamiento

FW-RDI
31.184 +1.267
14.722 £4.121
18.423 +2.201
3.282 +1.137
32.364 £ 8.333
14.057 +2.496

RW-C
12.484 +2.488
24.764 + 2.668
4.426 +1.105

2.444 + 0.194
143.981 + 26.408
13.551 +4.310

DAVID AUNON CALLES

Tabla 34. Niveles registrados de Ent-9-(RS)-12-epi-ST-A"-13-PhytoF en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

RW-RDI
3.369 + 0.587
5.902 +0.103
3.116 £ 0.725

0+0
260.552 + 47.51
10.288 + 2.749
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Tabla 35. Niveles registrados de Ent-16-(RS)-13-epi-ST-A"-9-PhytoF en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.

Ent-16-(RS)-13-epi-ST-
A¥-9-PhytoF

Septiembre 2017
Febrero 2018
Abril 2018
Mayo 2018
Julio 2018

Septiembre 2018

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.

FW-C
0.263 £ 0.026
0.358 +0.049
0.166 + 0.014
0.190 £ 0.025
1.634 £ 0.273
0.135+0.001

Tratamiento
FW-RDI RW-C
0.41 +0.018 0.231 + 0.022
0.29 £ 0.054 0.415 £+ 0.054
0.725 + 0.08 0.019 + 0.003
0.394 + 0.037 0.537 £ 0.022
1.182 + 0.361 0.550 + 0.028
0.273 + 0.033 0.758 + 0.178

RW-RDI
0.129 + 0.006
0.231 £ 0.027
0.094 + 0.015
0.270 £ 0.025
1.290 + 0.231
0.525 + 0.069
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Tabla 36. Niveles registrados de Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A¥-10-PhytoF en los distintos muestreos resumidos por tratamiento.
Ent-16-(RS)-9-epi-ST-A- Tratamiento
10-PhytoF

FW-C FW-RDI RW-C RW-RDI

Septiembre 2017 7.666 £0.312 8.184 £ 0.331 6.862 +(.742 9.719 £ 0.197
Febrero 2018 12.32 +0.551 17.718 £ 0.741 15.201 + 0.856 16.852 £ 0.532
Abril 2018 0.077 £ 0.019 0.293 £ 0.039 0.06 +0.017 0.015 £ 0.002
Mayo 2018 0.371 £ 0.074 0.163 + 0.046 0.006 0.0 0.004 + 0.001
Julio 2018 0.09 +£0.013 0.03 £0.010 0.032 £ 0.005 0.036 + 0.009
Septiembre 2018 6.745 +1.048 10.358 +0.429 7.192 +£1.091 10.281 £ 0.302

FW: riego con agua de buena calidad; RW: agua reciclada; C: 100% del requerimiento hidrico; RDI: riego deficitario controlado, 50% del requerimiento hidrico.
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De manera grafica los resultados de los fitoprostanos y fitofuranos

individuales para los distintos tratamientos se muestran en las figuras 35 y 36.
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Figura 35. Niveles de fitoprostanos encontrados en los muestreos para cada uno de los cuatro tratamientos
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Figura 36. Niveles de fitofuranos encontrados en los muestreos para cada uno de los cuatro tratamientos.

5.14.3.  Tratamiento estadistico de oxilipinas

Para establecer la significancia del grado de estrés oxidativo que sufre el
mandarino durante sus diferentes estados fenoldgicos en relaciéon con la calidad
del agua, de buena calidad (FW) procedente del trasvase, o reciclada (RW), de
mayor salinidad, y el correspondiente régimen de riego, 100% y 50% de sus
necesidades hidricas, se llevd a cabo un andlisis intragrupos del total de
fitoprostanos y fitofuranos, e individualmente para cada uno de los compuestos

analizados.
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La comparativa entre medias en funcion de tipo de compuesto, tratamiento

concreto y mes de muestreo se muestra en la tabla 37.

Tabla 37. Prueba de comparacion muiltiple de Tukey. Fitoprostanos y fitofuranos totales.

Sep.
Sep.
Sep.
Sep.
Feb.
Feb.
Feb.
Feb.
Feb.
Abr.
Abr.
Abr.
Abr.

2017 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2017 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI
2017 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2017 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI

May. 2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI

May. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI

May. 2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI

May. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI

Jul. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI

Sep.
Sep.
Sep.
Sep.

2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI
2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI

Fitoprostanos

totales
ns

ns

*

*

ns

ns

ns

ns

Fitofuranos
totales

*%
*
*%
*%
*%
*%
*%
*
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%
*%

3%
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Atendiendo al andlisis estadistico intragrupos, no se encontr6 ninguna
significancia en cada momento fenoldgico del afio en el que se realizé la medida,
tanto con el agua de buena calidad como con el agua reciclada y tanto en

condiciones de riego al 100% o al 50% para ambos tipos de agua (Tabla 37).

Cabe resenar que, a pesar de no haber significancia establecida per se, si que
se observa una tendencia a disminuir el contenido de fitoprostanos y fitofuranos
en los mandarinos regados con agua reciclada salina al 50% en todos los meses del
ano medidos menos en julio donde el comportamiento es diferente merced a la fase
fenolodgica del afio caracterizada por una alta radiacion solar, altas temperaturas y
un mayor fotoperiodo diario, condiciones que conllevan wuna alta

evapotranspiracion y un altisimo estrés oxidativo para los arboles.

De igual manera se analiz6 el comportamiento de cada uno de los
fitoprostanos y fitofuranos individualmente con el objetivo de conocer su
comportamiento frente a las variables establecidas y si existe la posibilidad de que
alguno de estos compuestos resultara candidato a la deteccion precoz de estrés
oxidativo frente a los estreses abidticos planteados para su futuro uso en

aplicaciones de tratamientos agronémicos y agromoleculares.

Los resultados del andlisis estadistico se muestran a continuacién en la tabla

38 para los fitoprostanos y la tabla 39 para los fitofuranos.
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Tabla 38. Prueba de comparacion multiple de Tukey. Fitoprostanos individuales.

Sep. 2017 FW-C vs Jul. 2018
RW-C

Sep. 2017 FW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Sep. 2017 FW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

Sep. 2017 RW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Sep. 2017 RW-C vs Jul. 2018
FW-C

Sep. 2017 RW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

9-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9-
Fit-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

9-L1t-
PhytoP

ns

ns

16-B1-
PhytoP

ns

ns
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ent-16-epi-
16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP

*

ns

ns

ns

ns

*%
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Tabla 38. (continuacion).

Sep. 2017 RW-RDI vs Jul.
2018 FW-C

Sep. 2017 FW-C vs Sep. 2018
RW-C

Sep. 2017 FW-RDI vs Sep.
2018 RW-C

Feb. 2018 FW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Feb. 2018 FW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

Feb. 2018 FW-RDI vs Jul.
2018 FW-C

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

3%

ns

9-Fit-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9-
Fit-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-L1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

DAVID AUNON CALLES

16-B1- ent-16-epi-
PhytoP 16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
* ns
ns *
ns *%
ns ns
* ns
* ns



CAPITULO V — RESULTADOS

Tabla 38. (continuacion).

Feb. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Feb. 2018 RW-C vs Jul. 2018
FW-C

Feb. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Feb. 2018 RW-RDI vs Jul.
2018 FW-C

Feb. 2018 RW-RDI vs Julio
2018 RW-RDI

Feb. 2018 FW-C vs Sep. 2018
RW-C

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

3%

ns

9-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9-
F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

9-L1t-
PhytoP

ns

ns

ns

16-B1-
PhytoP

ns

ns

153

ent-16-epi-
16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP

Ns

ns

ns

ns

ns

*%
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Tabla 38. (continuacion).

Feb. 2018 FW-RDI vs Sep.
2018 RW-C

Feb. 2018 RW-C vs Sep. 2018
RW-C

Feb. 2018 RW-RDI vs Sep.
2018 FW-C

Feb. 2018 RW-RDI vs Sep.
2018 RW-C

Feb. 2018 FW-C vs Jul. 2018
FW-C

Abr. 2018 FW-C vs Jul. 2018
FW-C

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9-
F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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9-L1t- 16-B1- ent-16-epi-
PhytoP PhytoP 16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
ns ns g
ns ns i
ns ns *
ns ns g
ns * ns
* ns ns
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Tabla 38. (continuacion).

9-epi-9-D1t- 9-D1t- 9-F1t- 9-epi-9- 9-L1t- 16-B1- ent-16-epi-
PhytoP PhytoP PhytoP F1t- PhytoP PhytoP 16-F1t-
PhytoP PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
Abr. 2018 FW-C vs Jul. 2018 * ** * * * * ns
RW-RDI
Abr. 2018 FW-RDI vs Jul. ns ns ns ns * * ns
2018 FW-C
Abr. 2018 FW-RDI vs Jul. * * * * * * ns
2018 RW-RDI
Abr. 2018 RW-C vs Jul. 2018 * ns
FW-C
Abr. 2018 RW-C vs Jul. 2018 * ** * * * * ns
RW-RDI
Abr. 2018 RW-RDI vs Jul. ns ns ns ns * * ns

2018 FW-C
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Tabla 38. (continuacion).

9-epi-9-D1t- 9-D1t- 9-F1t- 9-epi-9- 9-L1t- 16-B1- ent-16-epi-
PhytoP PhytoP PhytoP F1t- PhytoP PhytoP 16-F1t-
PhytoP PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
Abr. 2018 RW-RDI vs Jul. * ** * * * * ns
2018 RW-RDI
Abr. 2018 RW-RDI vs Sep. ns ns ns ns ns * *
2018 FW-C
Abr. 2018 RW-RDI vs Sep. ns ns ns ns ns ns *
2018 RW-C
May. 2018 FW-C vs Jul. 2018 ns ns ns ns * * ns
FW-C
May. 2018 FW-C vs Jul. 2018 * * * * * * ns
RW-RDI
May. 2018 FW-RDI vs Jul. ns ns ns ns * * ns

2018 FW-C
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Tabla 38. (continuacion).

May. 2018 FW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

May. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-C

May. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-C

May. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

May. 2018 RW-RDI vs Jul.
2018 RW-C

May. 2018 RW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

*%

ns

ns

ns

3%

9-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9- 9-L1t-
F1t- PhytoP
PhytoP
* *
ns ns
ns *
* *
ns *
% *
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16-B1-
PhytoP

ent-16-epi-
16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
ns
ns
ns ns
ns

ns

ns
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Tabla 38. (continuacion).

9-epi-9-D1t- 9-D1t- 9-F1t- 9-epi-9- 9-L1t- 16-B1- ent-16-epi-
PhytoP PhytoP PhytoP F1t- PhytoP PhytoP 16-F1t-
PhytoP PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
May. 2018 RW-RDI vs Jul. * * ns * * * ns
2018 RW-RDI
May. 2018 FW-RDI vs Sep. ns ns ns ns ns ns *
2018 RW-C
May. 2018 FW-C vs Sep. 2018 ns ns ns ns ns ns **
RW-C
May. 2018 RW-RDI vs Sep. ns ns ns ns ns ns *
2018 FW-C
Jul. 2018 FW-DRI vs Jul. 2018 * * ns ns ns ns ns
RW-RDI
Sep. 2018 FW-C vs Jul. 2018 ns ns ns ns * * ns

FW-C
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Tabla 38. (continuacion).

Sep. 2018 FW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

Sep. 2018 FW-RDI vs Jul.
2018 RW-RDI

Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018
FW-C

Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018
FW-RDI

Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-C

Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018
RW-RDI

9-epi-9-D1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

ns

9-D1t-
PhytoP

*%

ns

ns

ns

ns

9-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-epi-9-
F1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

9-L1t-
PhytoP

ns

ns

ns

ns

ns

16-B1-
PhytoP

ns

ns

ns
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ent-16-epi-
16-F1t-
PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP

ns

ns

ns
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Tabla 38. (continuacion).

9-epi-9-D1t- 9-D1t- 9-F1t- 9-epi-9- 9-L1t- 16-B1- ent-16-epi-
PhytoP PhytoP PhytoP F1t- PhytoP PhytoP 16-F1t-
PhytoP PhytoP +
ent-16-F1t-
PhytoP
Sep. 2018 RW-RDI vs Julio ns * ns * * * ns
2018 RW-RDI
Sep. 2018 RW-RDI vs Jul. ns ns ns ns * * ns
2018 FW-C
Sep. 2018 FW-RDI vs Jul. ns * ns ns ns * ns
2018 RW-RDI
Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018 ns ns ns ns ns ns *

FW-C
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Tabla 39. Prueba de comparacion multiple de Tukey. Fitofuranos individuales.

Ent-9-(RS)- | Ent-16-(RS)- | Ent-16-(RS)-

12-epi-ST- 13-epi-ST- 9-epi-ST-
A10-13- A14-9- A-10-
PhytoF PhytoF PhytoF
Sep. 2017 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI * ns o
Sep. 2017 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI * ns *
Sep. 2017 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Sep. 2017 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI * ns *
Feb. 2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Feb. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Feb. 2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Feb. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Abr. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Abr. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI * ns ns
Abr. 2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Abr. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Abr. 2018 FW-RDI vs Sep. 2018 RW-C ns ns *
May. 2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI * ns *
May. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
May. 2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI * ns *
May. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns o
Sep. 2018 FW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ns ns *
Sep. 2018 FW-RDI vs Jul. 2018 RW-RDI * ns *
Sep. 2018 RW-C vs Jul. 2018 RW-RDI ** ns ns
Sep. 2018 RW-RDI vs Jul- 2018 RW-RDI * ns *

Sep. 2018 RW-RDI vs Jul. 2018 RW-C ** ns *
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Tomando en consideracién en primer lugar al grupo de los siete fitoprostanos
individuales analizados, todos presentan un comportamiento de significacién no
relevante en cuanto al comportamiento intragrupo en la mayoria, es decir en cuanto
a las variaciones de cada uno de estos compuestos frente a los dos tipos de aguas
de riego (buena calidad y reciclada) y los dos tipos de regimenes de riego.
Unicamente, los fitoprostanos 9-epi-9-DiPhytoP y 9-Di-PhytoP fueron capaces de
mostrar significacion en el intragrupo correspondiente a julio 2018 en los
mandarinos regados al 50% en déficit hidrico con agua de buena calidad frente a
agua reciclada (Tabla 38).

En cuanto a las variaciones intergrupo correspondiente a la diferentes meses
en los que se han realizado las medidas durante el afio del experimento cinco de
los siete fitoprostanos analizados presentan un comportamiento muy similar al de
los fitoprostanos y fitofuranos totales con grado de significacion en todos los meses
incluyendo los tipos y grados de riego de la mayoria de los meses con respecto a
julio donde se produjeron las condiciones mas extremas desde el punto de vista de
estreses abioticos (Tabla 38).

No obstante, los fitoprostanos ent-16-epi-16-Fi-PhytoP + ent-16-Fi-PhytoP
presentan un comportamiento intergrupo de los diferentes meses tratados con
respecto a Julio menor que los citados anteriormente y un grado mas variado y alto
de significacion estadistica entre los meses de Septiembre 2017 y Septiembre 2018,
Febrero 2018 y Septiembre 2018, Abril 2018 y Septiembre 2018, y Mayo 2018 y
Septiembre 2018 implicando la mayoria todas la interacciones en cuanto a los dos

regimenes y tipos de aguas de riego.

5.3. FUNCIONALIDAD DEL FOTOSISTEMA II (PSDII)

Para conocer el estado fisioldgico de las hojas en la fase III de la maduracion
del fruto, se cuantifico el contenido de clorofila total y se analizaron las variables
fisiologicas: Tasa de fotosintesis neta (A), concentracion interna de CO: (Ci),
fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm), eficiencia cuantica (PPSII) y decaimiento
fotoquimico (qP).

Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 40. Los valores en la

misma fila seguidos de diferentes letras son significativamente diferentes en p<0.05
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segun el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) y la prueba de rango
multiple de Tukey.

Tabla 40. Contenido en clorofila y funcionalidad del PSII en hojas de mandarino con y sin estrés hidrico y salino.

Fw FW-RDI RW RW-RDI

ChlT 2.84+031d 2.17+0.39 c 1.63+049Db 0.94+0.37 a
Coef a/b 3.01+£0.38a 3.15+0.20 a 3.12+0.62 a 296 +0.61a
A 4.75+1.38 a 4.08 £ 1.76a 5.38+0.85a 3.71+0.76a

Ci 11193 +£16.12a | 118.51 +65.03 ab  213.98 +124.49 bc = 303.86 +125.97 ¢
Fv/Fm 041+0.13 a 041+0.04 a 0.38 £0.07a 0.52+0.06 a
dPSII 0.11+0.01a 0.12 £ 0.02a 0.09 £0.01a 0.09 £ 0.01a
qP 0.29+0.12a 0.30+0.01a 027+0a 0.17 £ 0.03a

Chl T: clorofila total en hoja (mg.g" FM); Coef a/b: relacién Clorofila a/clorofila b, A: tasa fotosintética neta;
Ci: concentracién interna de CO:z (mol.m2.s71); Fu/Fm, fluorescencia de la clorofila; pPSII: eficiencia cudntica

del fotosistema II; qP deterioro fotoquimico.

En este estudio, el contenido de clorofila total (a + b) presentd diferencias
entre tratamientos. En relacion al estrés hidrico, el contenido de total de clorofila
en FW-RDI resulté un 24% menor que en FW, mientras que bajo estrés salino el
contenido de clorofila en RW-RDI resulté un 42% menor que RW (Tabla 40).

El cociente entre clorofila a, responsable del color verde intenso en los tejidos,
y clorofila b, responsable del color verde amarillo en los tejidos, se mantuvo similar
en los tratamientos. La tasa de fotosintesis neta tampoco disminuyé en ninguna
situacion de estrés. El estrés hidrico no modificd la concentracién interna de CO:
(Ci), sin embargo con el estrés salino la Ci fue entre 2 y 3 veces mayor en RW y RW-

RDI respecto al control.

En lo referente a los restantes parametros de funcionalidad del fotosistema II,
la fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm), la eficiencia del fotosistema II (PPSII), y el
decaimiento fotoquimico (qP) no presentaron modificaciones en las condiciones de

este ensayo.
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5.4. PARAMETROS AGRONOMICOS: CRECIMIENTO VEGETATIVO, RENDIMIENTO Y
CALIDAD DE LOS FRUTOS

Para evaluar la eficiencia productiva del cultivo en diferentes condiciones de
estrés, se evalud el dosel arboreo (Vc), el rendimiento (Y) de los frutos cosechados
como peso total y nimero de frutos por planta (FN), peso (W), didmetro (D) y color
de los frutos, espesor de la piel (PT), firmeza (F), contenido de jugo (JC) y de s6lidos
solubles (SSC), acidez titrable (TA) y el indice de madurez (MI)

Los resultados medios + SD se recogen a continuacion en la tabla 41. Los
valores en la misma fila seguidos de diferentes letras son significativamente
diferentes en p<0.05 segin el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) y la
prueba de rango multiple de Tukey.

Tabla 41. Rendimiento y pardmetros de calidad en la cosecha de mandarino para los tratamientos ensayados.

FW FW-RDI RW RW-RDI
Ve (m3) 20.26 £1.79b 17.60+2.43 a 18.18 +£2.60 ab 15.70+2.44 a

Y 75.74+£12.54D 66.13+12.78ab = 58.18 +13.53 ab 41.18+9.13 a
FN 809.77 +134.09b  643.93 +124.48b 720.88+167.71b  347.48 +76.06 a
W (g9) 93.53 £16.13 ab 102.69 + 18.44b 80.70+5.68 a 118.50 £16.55 ¢

D (mm) 60.04 + 4.44 ab 62.05+4.20 bc 56.47 +1.97 a 64.27 £3.70 ¢
PT (mm) 3.02+040c 252+051b 1.57+0.23 a 246+0.39Db
Color (a) 20.06 £ 6.55 b 13.33+6.94 ab 831+7.87a 14.76 + 6.70 ab

F (N) 84.2+3.67a 84.00+4.2a 86.27 +2.81 ab 87.87+2.88Db

JC (ml) 4293 +4.88 b 47.73 £ 6.66 bc 38.67 +5.57 a 53.20+£7.48 c
SSC (°Brix) 11.56 +0.94 a 11.19+0.23 a 11.61+0.47 a 12.87+0.79b
TA (%) 1.41+£0.11 c 0.96 £ 0.07 a 0.99 +£0.08 a 1.29+0.10b

MI 8.23+0.83 a 11.75+0.90 a 11.83+0.98 a 10.03+0.89b
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Comparados con el control (FW) el dosel arbdreo de los arboles regados con
agua reciclada (salina) resulté en una disminucién de un 13%. Disminuciones
similares se registraron asociadas al estrés hidrico (RDI) asociado al régimen de
riego.

El rendimiento presentd diferencias entre tratamientos (Tabla 41). Solo RW-
RDI se diferencid significativamente del control, rindiendo un 46% menos con
valores de 41.18 y 75.74 kg.pl! respectivamente. Los tratamientos FW-RDI y RW
presentaron valores de rendimiento de 66,13 y 58,18 k.pl'! que representan un 13 %

y 23% con respecto al control (FW).

El nimero, peso y didmetro de los frutos se mantuvo similar en los
tratamientos regados con agua de buena calidad (FW). Contrariamente, los
tratamientos regados con agua reciclada (RW) presentaron importantes
diferencias. Los arboles de RW-RDI produjeron menor nimero de frutos pero de
mayor tamafo (peso y didmetro) que los de RW, con esto, entre ambos no hubo

diferencias en el rendimiento pero si en sus componentes.

Bajo estrés hidrico la calidad de los frutos no se vio mayormente afectada a
excepcion de PT y TA (Tabla 41), mientras que el RW modifico la calidad de los
frutos. RW produjo gran cantidad de frutos pero con piel mas delgada, menor

porcentaje de jugo, sélidos solubles y acidez titulable que los frutos de RW-RDI.

En base a los resultados de color, puede observarse que todos los frutos
cosechados estan entre el amarillo y el naranja, pero segtin su grado de madurez
responden al siguiente orden: FW > RW-RDI > FW-RDI > RW.

El espesor de la piel fue maximo en el tratamiento testigo, intermedio bajo
restricciones hidricas FW-RDI y RW-RDI, y minimo tinicamente bajo estrés salino
RW. La firmeza del fruto fue maxima en RW-DI diferencidndose de la firmeza de

los frutos de arboles regados con agua de mayor calidad FW y FW-RDL
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VI -DISCUSION

6.1. MACRONUTRIENTES Y MICRONUTRIENTES

A partir de las diferencias en los valores encontrados para las concentraciones
en hoja de mandarino al inicio de la fase III de maduracion del fruto al someter a
los arboles a tratamientos con agua de buena calidad (FW), procedente del trasvase,
y con agua ciclada (RW), procedente de la estacién depuradora de aguas residuales
del Norte de Molina de Segura, se logré determinar la influencia de la elevada
salinidad de ésta en el estado fisiopatologico de ambos cultivos.

Al inicio de la etapa III de maduracion del fruto se midieron las
concentraciones foliares tanto de elementos fitotoxicos (Na*, Cl~, B, Li*, Br™),
como de macronutrientes (N, P, K, Ca, S, Mg) y micronutrientes (Cu, Zn, Mn, Fe,
Ni) para los arboles regados con ambas calidades de agua FW y RW (Tablas 2, 3 y
4).

6.1.1. Elementos fitotdoxicos

A pesar de que el agua reciclada presentd en los analisis una alta
concentracion salina, la concentracion de Na* en hojas de mandarino regadas con
esta fuente de agua, 0.5% en peso seco (Tabla 2) fue inferior a los valores a partir de
los cuales se han reportado sintomas de toxicidad y reduccion del rendimiento en
el cultivo de citricos, entre 0.10 — 0.25% (Boman, 1993; Romero-Trigueros y col.,
2014). En cualquier caso, en el presente experimento, las concentraciones foliares
de Na™ resultaron similares para ambos tratamientos, al contrario de lo observado
por Pérez-Pérez y colaboradores (2015), y en concordancia con los resultados
obtenidos por Nicolas y colaboradores (2016) en experimentos con arboles de
mandarina regados con RW durante una serie de 6 temporadas consecutivas.
Segun los autores, esto podria deberse a que un buen suministro de K*en el suelo
puede reducir la absorcién de Na* por parte del arbol, limitando el transporte de
este ion fitotoxico de las raices a las hojas. También podria explicarse por el hecho
de que el citrange 'Carrizo' (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata) es un portainjertos
excluidor de Na™.
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La concentracion de Cl™ en el caso de RW resulto ser mas del doble que la de
FW con valores medios 0.98% y 0.40% en peso seco respectivamente. Ferguson y
Grattan (2005) sugirieron que el Cl~ foliar se vuelve toxico en los arboles de citricos
cuando alcanza el 0.7 % en peso seco. Boman (1993) observd un retraso del
crecimiento al 1.5% de Cl™ foliar y toxicidad a una concentracion foliar del 1%. En
Romero-Trigueros y colaboradores (2014), se identificé una fitotoxicidad inducida
por sal del 0,6% como el umbral a partir del cual se produce una reduccion del
rendimiento en los cultivos de citricos. El hecho de que el patron utilizado como
portainjertos es capaz de excluir los iones Na™ pero no los iones Cl~ puede explicar
el alto contenido de este anion observado en las hojas de mandarina regadas con
RW (Pérez-Pérez et al., 2015).

En el caso del B, la concentracién en las hojas de mandarina regadas con RW
fue dos veces mayor que en el tratamiento FW, con valores medios de 83.64 y 169.91
mg kg respectivamente. El tratamiento RW super6 el umbral de dafio de 100 mg
kg' establecido por Romero-Trigueros y colaboradores (2014), provocando
alteraciones en la concentracién mineral de las hojas que resultaron en deficiencias
nutricionales visibles. La absorciéon de B a través de las raices de las plantas se
produce mediante transporte activo y dependiente de energia por medio de un
sistema de absorcion de alta afinidad (Grattan y col., 2015), lo que supone para la
planta un consumo adicional de energia que resulta en detrimento del potencial de
crecimiento de las plantas. De la misma manera, los valores de Br~ de 0.09 y 0.21
mg kg encontrados, un 133% mas altos en RW que en FW podrian suponer una
reduccién en el crecimiento de los arboles (Martin y col., 1956).

El contenido de Li* fue un 54% mayor en las hojas de mandarina regadas con
RW, con valores de 6.81 y 10.48 mg kg para el FW y el RW, respectivamente. El
Li* reduce el crecimiento de las plantas al interferir con numerosos procesos
fisioldgicos, alterando el metabolismo de las plantas y reduciendo la calidad de los
alimentos (Bradford, 1961). Sin embargo, solo las hojas que contenian mas de 12 mg

kg mostraron sintomas de toxicidad por litio.
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6.1.2. Macronutrientes

Aungque los andlisis fisico-quimicos de RW mostraron concentraciones mas
altas de los macroelementos analizados (N total,NO;~,P0,%>7,50,%7), no se
encontraron valores significativamente mas altos de ninguno de estos iones en los
arboles regados con RW, excepto en el caso del S (Tabla 3) en que se obtuvo una
menor concentracion. Dados los niveles encontrados para los otros iones, este
efecto podria deberse a una posible competencia entre la captacién de CI~, N,y P,
ya observada con anterioridad en citricos por Camara y colaboradores (2004). El
menor contenido de iones S en RW contribuiria a explicar los efectos encontrados
en el crecimiento de los arboles y el rendimiento de los cultivos. Estudios recientes
han demostrado que el S es importante para el crecimiento adecuado, las
actividades metabdlicas y el desarrollo de las plantas. El S es uno de los
macronutrientes mas esenciales requeridos por las plantas, ya que es un
componente importante de aminodcidos como la cisteina y la metionina y de
muchos metabolitos como vitaminas esenciales, ésteres y derivados de azufrados
(Abou Seeda y col., 2020).

6.1.3. Micronutrientes

Los valores encontrados para las concentraciones de micronutrientes no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos en las concentraciones
de los micronutrientes analizados (Tabla 4). Los contenidos de Zn, Mn 'y Fe en FW
y RW fueron menores que los observados por Kaur y colaboradores (2015) en las
hojas de mandarina kinnow brotadas en el portainjerto de Jatti Khatti (C.
jambhirilush). El hecho de que tengan diferentes portainjertos podria explicar estas

diferencias en la concentracion de micronutrientes.
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6.2. NIVELES DE AMINOACIDOS Y FITOHORMONAS

En términos generales los resultados revelaron un mayor contenido de
aminodcidos libres no proteicos en el tratamiento control FW, agua de buena
calidad agrondmica y ausencia de estrés hidrico, y disminuy6 a medida que
aumento el nivel de estrés, en este orden FW > FW-RDI = RW > RW-RDI.

En situaciones de estrés severo un efecto bioprotector debido al incremento
en la concentracion de aminodcidos se ha propuesto en estudios anteriores (Aghaye
Noroozlo y col., 2019). En este ensayo el estrés parece no haber sido suficiente para
que la célula comience a catabolizar sus recursos nitrogenados, lo que produciria
el exceso de aminodcidos proteicos libres. Rabe y Lovatt (1984) encontraron un
mayor contenido total de aminodcidos no proteicos en las hojas jovenes
completamente expandidas de cuatro variedades de mandarino en condiciones de
estrés por déficit de fdsforo. En ambos casos con y sin estrés de P los aminodacidos
mas abundantes resultaron Pro y Ser, mientras que en situacion de estrés se
identificaron ademas Arg y Lys en cantidades considerables. Silva y colaboradores
(2023) encontraron un aumento en prolina, glicina y asparagina en hojas de

Valencia orange injertados en diferentes portainjertos bajo déficit hidrico.

Las principales diferencias encontradas en este estudio se observaron en Ala,
Pro, GABA, Ser, Cys-Gly, Glu y Gly, los cuales podrian estar implicados en la
respuesta al estrés, posiblemente interviniendo en la sintesis de hormonas. El
menor contenido de estos, en condiciones de estrés hidrico y salino, puede haber
perjudicado el crecimiento vegetativo y la productividad de los arboles de
mandarino. Los aminodcidos desempefian un papel en la proteccion de los
componentes celulares durante el estrés. Probablemente pueden actuar contra la
oxidacidn, la peroxidacion y la degradacion de los componentes celulares, en
particular las clorofilas, por lo que aumentan la vida util de las células (Aghaye
Noroozlo y col., 2019).

En este ensayo se observé un menor contenido de Cys-Gly, Glu y Gly en las
hojas de los arboles regados con agua reciclada especialmente en condiciones de
restriccion hidrica RW-RDI, posiblemente estos aminodcidos se encuentren

implicados en la sintesis de glutation (Tabla 5). En las plantas superiores, el
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tripéptido glutation (GSH; y-glu-cys-gly) no sélo interviene en la regulacion de la
nutricion azufrada, sino que también es un componente esencial del sistema de
defensa de la planta frente al estrés medioambiental (Rennenberg y Brunold, 1994).
Asi mismo, también se encontré un menor contenido de Ala y GABA, en los
tratamientos antes mencionados. Ala participa en la sintesis de clorofila, mientras
que lisina, 4cido glutdmico y glicina en los sistemas de resistencia de las plantas
(Castillo Sanchez, 2022). E1 GABA es una molécula de sefializacion recientemente
reconocida que participa en los procesos fisiologicos, el crecimiento y el desarrollo
de las plantas en ambientes Optimos y estresantes (Khanna y col.,, 2021). La
concentracion de metionina fue elevada solo en el tratamiento testigo. La metionina
actia como un regulador eficaz en el crecimiento y desarrollo de plantas sometidas
a restriccion salina en tomate (Sanchez-Aguayo y col.,, 2004), y en la restriccion
hidrica en el caupi (da Silva Oliveira y col., 2023) entre otros. El bajo contenido de
metionina en los tratamientos con estrés hidrico y salino (Tabla 5) puede deberse a

su participacion en la sintesis de ACC (Osorio Mora, 2000).

ACC fue la fitohormona mas abundante en hoja en todos los tratamientos y
en especial en RW-RDI (Tabla 12). Segtin Lopez-Climent y colaboradores (2008)
cuando la concentracion de cloruro en hoja alcanza un umbral determinado, se
induce la acumulacién de ACC y su oxidacién a etileno desencadena la abscision
foliar. Asi mismo, se han identificado tanto al ABA como al ACC como
componentes del mecanismo autorregulador que ajusta la carga de frutos al
suministro de carbono, mediante la abscision inducida por competencia de
fotoasimilados que ocurre en condiciones naturales (Gémez-Cadenas y col., 2000).
El ABA puede actuar como un sensor de la intensidad de la escasez de nutrientes
que modula los niveles de ACC y etileno, el activador de la abscision de los frutos.
En varias especies, como el algodon, la manzana y algunos citricos, el ABA ha sido

relacionado con la abscision de frutos jovenes (Gomez-Cadenas y col., 1996, 1998).

En este ensayo la relacion entre ACC y ABA en los tratamientos RW y RW-
RDI han contribuido a definir los componentes de rendimiento determinando la
carga en funciéon del suministro de carbono. En RW los fotoasimilados se
distribuyeron en muchos frutos de pequefio tamafio mientras en RW-RDI en pocos

frutos de gran tamarfio, resultado del aborto natural de frutos jovenes.

Por otro lado, pudo observarse que RW presenta los menores valores en los

parametros de color (L, a, b, and Chroma a excepcion de HUE) y consecuentemente
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con los menores valores de ACC, intermediario precursor del etileno (Iglesias et al.,
2007), estarian indicando un retraso en la madurez (frutos mas verdes). En los
citricos maduros, el etileno acelera la pérdida de color mediante la degradacion de
la clorofila y la deposiciéon de carotenoides (Iglesias y col., 2007). Asimismo, la
concentracion de ABA, hormona del estrés por excelencia registrd valores mayores
para RW y RW-RD], coincidente con un incremento en el Ci (Tabla 40), se sabe que
el cierre estomatico inducido por ABA puede ayudar a las plantas a ahorrar agua
(Lopez-Climent y col., 2008). La sefializacion quimica basada en el acido abscisico
(ABA) desempefia un papel crucial en la prevencion de la pérdida de agua incluso

antes de que se produzca cualquier cambio en el estado hidrico de los brotes.

La concentracion de GA4 fue menor en RW y maximo en RW-DI. Este
resultado puede estar vinculado con el crecimiento y tamano final de los frutos:
muy pequefios en RW y grandes en RW-DI (Tabla 41). Por otro lado, en RW se
observa menor peso y didmetro en los frutos, menor PT, y SSC que en el resto de
los tratamientos. Esto puede ser consecuencia de la interaccion de dos factores: un
reparto de fotoasimilados entre mayor niimero de frutos con lo cual los frutos
resultan de menor tamafio y una reduccion en los niveles de la hormona del

crecimiento GA4 en hoja.

6.3. EVOLUCION DE OXILIPINAS EN MANDARINO REGADO AGUA NORMAL Y
RECICLADA SALINA. INFLUENCIA DEL ESTRES HIDRICO.

Los resultados obtenidos indican un perfil cualitativo completo sostenido de
ambos tipos de compuestos, fitoprostanos y fitofuranos, con independencia del
nivel de estrés sufrido, tipo de agua de riego utilizada, estado fenologico del
mandarino, o régimen de riego establecido (Figura 34). Esta tendencia de
comportamiento frente al estrés hidrico provocado por diferentes tipos de calidad
en el agua de riego, incluyendo agua reciclada, se ha descrito con anterioridad en
otros cultivos lefiosos como el olivo y el almendro (Collado-Gonzalez y col., 2015a,
2015b, 2016; Lipan y col., 2020, 2021) y también en otros cultivos como el pistacho
(Collado-Gonzadlez y col., 2020), y plantas aromaticas como la Melissa officinalis y
Mentha spicata (Gémez-Bellot y col., 2022). Dicho comportamiento no se mantiene,

sin embargo, en todas las ocasiones una vez que los frutos son recolectados y
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sometidos a diferentes tipos de tratamiento postcosecha o procesado alimentario
en la industria (Carrasco-Del Amor y col., 2016. 2017; Pinciroli y col., 2017).

En los analisis cuantitativos de las oxilipinas realizados en la hoja de
mandarinos sometidos a FW y RW, se encontré una mayor concentracién de
fitofuranos que de fitoprostanos (Tabla 37), lo cual llama la atencién ya que en la
mayoria de las especies reportadas, los fitoprostanos son mas abundantes que los
fitofuranos (Collado-Gonzadlez y col.,, 2020; Lipan y col., 2020, 2021). Faltaria
establecer si ésta es una caracteristica intrinseca de este arbol lefioso o bien los
arboles en estudio se encuentran en un estadio mayor de estrés oxidativo
condicionado por las condiciones agrondmicas y/o edafoclimaticas donde se

encuentran plantados los mandarinos.

Independientemente del tratamiento aplicado (FW, RW, FW-RDI, RW-RDI)
no se encontrd ninguna significancia en el analisis estadistico intragrupos (Tabla
37) en cada momento fenoldgico del afio en el que se realiz6 la medida. Aun asi, si
que se observo una tendencia a la disminucion en el contenido de fitoprostanos y
fitofuranos en los mandarinos regados con agua reciclada salina al 50% en todos
los meses del afio medidos menos en julio donde el comportamiento es diferente
merced al altisimo estrés oxidativo del arbol presentando un estado de saturacion
debido a las extremas condiciones agrondmicas y climaticas de esta fase fenoldgica
del afio (alta radiacidn solar y alta temperatura ademds de mayor fotoperiodo
diario unido a una alta evapotranspiracion). Este comportamiento es concordante
con lo descrito anteriormente con las fitohormonas ligadas al estrés de la planta, el
acido abcisico (ABA), el 4cido salicilico (SA) y el &cido jasmodnico (JA). La sintesis
de dichas hormonas se encontraba inducida en los mandarinos regados con agua
reciclada salina. Por un lado, el salicilico actuando como protector de las
membranas para poder incrementar la tolerancia el estrés salino, por otro el acido
abcisico mediante la sintesis de proteinas antiestrés protectoras y finalmente y en
menor medida que las otras dos anteriores, el 4cido jasmonico el cual desencadena
una serie de respuesta bioquimicas y fisioldgicas en cadena para amortiguar los
efectos del estrés abiotico (Mahmoud y colaboradores, 2021; Abou Seeda y
colaboradores, 2020; Aftab y col., 2010; Raskin, 1992; Shakirova y col., 2003; Glass y
Dunlop, 1974; Barkosky y col., 1993). Por lo tanto, estos mecanismos bioquimicos y

agrofisioldgicos del mandarino se desencadenaron con antelacion a la generacion
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de oxilipinas vegetales de ahi el menor contenido observado en las plantas regadas

con agua reciclada salina.

Cabe destacar el alto grado de significacion del contenido del fitoprostanos y
fitofuranos medidos en julio con respecto el resto de meses del afo
independientemente del tipo de agua de riego y también del régimen de riego,
normal o deficitario aplicado. Ello se debe al estado de saturacidon de estrés
oxidativo del arbol debido a las condiciones extremas climaticas y de estrés abidtico
que se generan en esta fase fenoldgica del afio. El resto de meses no aporté ningun
grado de significancia diferencial por lo que el grado de estrés oxidativo fue similar
en el conjunto de estos meses independientemente de la fenologia y de las
condiciones agrondmicas aplicadas (Tabla 37 y Figura 34).

Respecto al comportamiento individual de cada uno de los fitoprostanos y
fitofuranos, atendiendo en primer lugar al grupo de los siete fitoprostanos
individuales analizados (9-epi-Di-PhytoP; 9-Du-PhytoP; 9-Fi-PhytoP; 9-epi-9-Fu-
Phy-toP; 9-Li-PhytoP; 16-Bi-PhytoP; ent-16-epi-16-Fi-PhytoP+ ent-16-Fi-PhytoP),
todos presentan un comportamiento de significacién no relevante en cuanto al
comportamiento intragrupo en la mayoria, es decir a la variaciones de cada uno de
estos compuesto frente a los dos tipos de aguas de riego (normal control y reciclada
salina) y los dos tipos de regimenes de riego. Unicamente, los fitoprostanos 9-epi-
9-DiPhytoP y 9-Di-PhytoP fueron capaces de mostrar significacion en el
intragrupo correspondiente a julio 2018 en los mandarinos regados al 50% en déficit
hidrico con agua normal frente a agua salina reciclada (Tabla 38). Este
comportamiento y tendencia se observa en cuatro fitoprostanos mas 9-Fi-PhytoP,
9-epi-9-Fi-PhytoP, 9-Li-PhytoP y 9-Li-PhytoP sin que los datos tengan
significacién estadistica (Tabla 38 y Figura 35). De ello se desprende, que al
contrario de lo observado en el resto de meses, bajo condiciones extremas de estrés
abidtico, el riego deficitario con agua reciclada salina resulta perjudicial en cuanto

al desarrollo de estrés oxidativo en el mandarino.

Estudios previos en sorgo, trigo y olivo demuestran que la conjuncién de
déficit hidrico mas las condiciones salinas del agua conducen a un aumento del
estrés oxidativo mediante la medida del malondialdehido y una acumulacion de
H:0: (aumento de especies reactivas de oxigeno) que conduce a un aumento de la
peroxidacion lipidica (Trabelsi y col.,, 2024; Jia y col.,, 2024; Nxele y col., 2017;
Ibrahimova y col., 2025). Lo cual es concordante con lo observado en nuestro
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estudio ya que las oxilipinas son metabolitos generados por oxidacién del acido a-
linolénico. Ademas, hay que tener en cuenta que la salinidad en las células
vegetales hace que se disparen dichas especies reactivas de oxigeno, las cuales son
moléculas senalizadoras redox en varias rutas para regular la respuesta frente a
condiciones medioambientales adversas (por ejemplo, de enzimas antioxidantes)
(Kesawat y col., 2023).

En cuanto a las variaciones intergrupo correspondiente a la diferentes meses
en los que se han realizado las medidas durante el afio del experimento cinco de
los siete fitoprostanos analizados presentan un comportamiento muy similar al de
los fitoprostanos y fitofuranos totales con grado de significacion de todos los meses
incluyendo los tipos y grados de riego de la mayoria de los meses con respecto a
Julio donde se produjeron las condiciones mas extremas desde el punto de vista de
estreses abioticos (Tablas 38 y 39). Entre ellos, el mayor grado de significacion
intergrupos con respecto a julio fue para 9-Di-PhytoP seguido por 9-epi-9-D1e-
PhytoP a un nivel similar con 9-Fi-PhytoP, 9-Li-PhytoP y 16-Bi-PhytoP y por
ultimo el 9-Fi-PhytoP (Tabla 38). Por lo tanto, el 9-Di-PhytoP podria ser el mas
adecuado para anticipar problemas de estrés abiodtico y biotico extremos durante

los diferentes estados fenologicos del mandarino.

No obstante, los ent-16-epi-16-Fi-PhytoP+ ent-16-Fu-PhytoP presentan un
comportamiento intergrupo de los diferentes meses tratados con respecto a julio
menor que los citados anteriormente y un grado mas variado y alto de significacion
estadistica entre los meses de septiembre 2017 y septiembre 2018, febrero 2018 y
septiembre 2018, abril 2018 y septiembre 2018 y mayo 2018 y septiembre 2018
implicando la mayoria todas la interacciones en cuanto a los dos tipos de regimenes

y tipos de aguas de riego.

Por lo tanto, la suma de fitoprostanos ent-16-epi-16-Fi-PhytoP + ent-16-Fi-
PhytoP (Figura 37) se podria considerar el candidato a marcador mas sensible,
tanto para detectar diferencias de estrés oxidativo en condiciones de estreses
abioticos y condiciones edafoclimaticas extremas, como para poder encontrar
diferencias entre diferentes tratamientos de tipo de riego y grado de irrigacion en

mandarino que se apliquen.
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ent-16-epi-16-F..PhytoP ent-16-F;;-PhytoP
Figura 37. Fitoprostanos candidatos a marcadores de estrés oxidativo en mandarino

Con respecto a los fitofuranos se observaron diferencias significativas
principalmente en las comparaciones con julio, donde los valores fueron mas altos.
De los tres fitofuranos analizados ent-9-(RS)-12-epi-ST-A'-13-PhytoF y ent-16-(RS)-
9-epi-ST-A"-10-PhytoF (Figura 38) presentaron significacion estadistica en mas
comparaciones intermensuales, lo que los posicionaria como buenos marcadores

frente a tratamientos que generen estrés abiotico.

ent-9-(RS)-12-epi-ST-9-2""" ent-16-(RS)-9-epi-ST-A14"
-13-PhytoF -13-PhytoF
Figura 38. Fitofuranos candidatos a marcadores de estrés oxidative en mandarino

6.4. RENDIMIENTO DEL FOTOSISTEMA II (PSII)

Con respecto a las caracteristicas y funcionalidad del aparato fotosintético, en
este estudio, se observaron diferencias entre tratamientos para el contenido de
clorofila total (Chl T), siendo maximo en FW y minimo en RW-RDI (Tabla 40). La
proporcion entre ambas clorofilas no varié en ninguno de los tratamientos lo que

estaria indicando la misma relacién entre pigmentos verdes y amarillos. Esta
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relacion se encuentra dentro de los valores normales (Lancaster y col. 1997) y, por
tanto, la inexistencia de clorosis o deterioro. Tampoco se modificaron los
parametros de funcionalidad del PSII como A, Fv/Fm PSII y qP contrario a lo
observado en otras especies de citricos por diferentes autores (Papadakis y col.,
2004; Romero-Trigueros y col., 2014; Lépez Climent y col., 2008; Nicolas y col.,
2018).

El riego con agua de elevada salinidad, en caso de que supere ciertos
umbrales toxicos, se ha asociado generalmente con el cierre estomatico, lo que a su
vez puede causar bajas tasas de transpiracion, una reduccion del CO: disponible
para la fotosintesis, un aumento en la acumulacion de iones en la hoja, y por lo
tanto una reduccion en el rendimiento de la fruta (Murkute y col., 2005). En este
ensayo, el estrés hidrico no modifico la concentracion de interna de CO: (Ci). Con
el estrés salino la Ci dos y tres veces mayor en RW y RW-RDI respecto al testigo
(Tabla 40). Lépez Climent y colaboradores (2008) encontraron un aumento de Ci
del 69% del tratamiento con estrés salino respecto al control. Estos autores
sostienen que un aumento en la concentracion interna de CO: puede deberse al
cierre estomatico o a procesos metabdlicos de carboxilacion bioquimica

intracelulares

Como no se detectaron diferencias significativas en A, Fv/Fm PSII y qP en
hoja de mandarino entre tratamientos a lo largo del experimento, es probable que
el tratamiento de riego no fuera suficiente para afectarlas. La reduccion depende
de la velocidad a la que se desarrolla el estrés por salinidad y su duracion (Nicolas
y col., 2016).

Los arboles de los tratamientos regados con agua reciclada concentraron mas
iones Cl™ (Tabla 2) en hoja, pero basdndose en el dafio foliar, A, Fv/Fm y ®PSII, RW
y RW-DI mostraron una notable tolerancia a la salinidad. Esta observacién sugiere
que otros mecanismos ademas de la evitacion del cloruro podrian estar implicados
en la tolerancia a la sal, como la compartimentacién celular (Neumann y col., 1997)
o una mayor capacidad de eliminacion de radicales de oxigeno, como se sugiere en
varios trabajos (Lopez Climent y col., 2008). Ademas, los andlisis de regresion entre
Fv/Fm, A y concentraciéon de CI~ indicaron que no se encontrd correlacion
significativa entre A y Fv/Fm en ningun genotipo, tal y como indicaron

previamente Garcia-Sanchez y Syvertsen (2006), sugiriendo que estos dos
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parametros no se comportan de forma paralela bajo estrés salino (Lopez Climent y
col., 2008)

6.5. PARAMETROS AGRONOMICOS

Los tratamientos de riego influyeron significativamente sobre el tamafio de
copa de los arboles de mandarino. Nicolds y colaboradores (2016) evaluando
durante seis temporadas consecutivas drboles de mandarina Citrus clementina cv.
Orogrande' al riego con agua regenerada salina de una conductividad eléctrica del
aproximadamente 3.5 dS m™ observaron que la fotosintesis neta y el estado hidrico
de la planta no se vieron afectados por el uso de RW. Sin embargo, el riego con RW
provoco una reduccion del crecimiento vegetativo (Nicolas y col., 2016). El déficit
nutricional, (minerales y aminodacidos) asi como la concentracién de hormonas (en
especial tZ responsable) pueden estar influyendo sobre el crecimiento y volumen

de la copa.

Con respecto a la productividad y calidad de fruto, el rendimiento presento
diferencias entre tratamientos (Tabla 41). Solo el tratamiento mas restrictivo RW-
RDI se diferenci6 significativamente del control, rindiendo un 46% menos. Los
tratamientos FW-RDI y RW presentaron valores de rendimiento un 13 % y 23% con
respecto al control FW. El estrés hidrico produjo una reduccion del 13 % de FW-
RDI respecto al control que no alcanzo a ser significativa. Este resultado coincide
con otros autores no han encontrado disminucion del rendimiento en plantas de
mandarino Kinnow” regadas al 50% ETc en el perido de crecimiento temprano del
fruto, durante 6 anos de experiencia (Panigrahi y col., 2014; Pérez-Pérez y col., 2014)
quienes observaron que la restriccion hidrica en las fases III tuvo un efecto muy
negativo en la produccién de fruta. Contrariamente, Garcia-Tejero y colaboradores
(2010) observaron una disminucion del rendimiento en promedio del 10-12%
respecto al control estudiando cuatro estrategias de riego deficitario en diferentes
fases fenoldgicas, en ensayos implementados en citricos de 11 afios (Citrus sinensis
L. Osb. Cv. Navelina) injertados sobre Carrizo citrange (C. sinensis L. Osb. x
Poncirus trifoliata L. Osb.). Gasque y colaboradores (2010) observaron también una
disminucién de un 13-23% en el rendimiento en plantas sometidas a estrés hidrico

durante el periodo III.
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El tratamiento combinado de estrés hidrico y salino, RW-RDI si present6 una
disminucion significativa en el rendimiento. El nimero de frutos, el peso y su
didmetro se mantuvo similar en los tratamientos regados con agua de buena
calidad (FW). Sin embargo, los tratamientos regados con agua reciclada (RW)
presentaron importantes diferencias. Si bien el rendimiento en fruto no difiere
significativamente, si presentaron diferencias los componentes del rendimiento.
RW-RDI presentd menor nimero de frutos de mayor tamafo (peso y didmetro),
mientras que RW presentd gran cantidad de pequetos frutos.

Uno de los principales efectos del uso de agua salina en el cultivo de citricos
es la disminucion del tamafio y peso del fruto (Pérez-Pérez y col.,, 2016). La
reduccion del rendimiento frutal se asocié principalmente a una disminucion del
numero de frutos por arbol mas que a diferencias en el peso por fruto (Panigrahi y
col.,, 2014; Pérez-Pérez y col, 2016). Prior y colaboradores (2007) reportaron que el
agua de riego con una CE de 2.5 dS m™ causé una reduccion del 17% en el
rendimiento de fruta durante un periodo de 9 afios, para naranjos 'Valencia'
injertados sobre portainjertos de naranjo dulce (Citrus sinensis), también asociada a

una disminucién del tamano medio de los frutos.

Bajo estrés hidrico la calidad de los frutos no se vio mayormente afectada a
excepcion de grosor de la piel PT y la acidez titrable TA (Tabla 41). Contrariamente
la calidad de los frutos de los arboles regados con agua reciclada fue diferente. La
restriccion hidrica durante la maduracion (Fase III) en condiciones de salinidad
(RW-RDI con respecto a RW), tuvo un efecto importante sobre las caracteristicas
organolépticas del fruto, ya que aumento el contenido de sélidos solubles totales
(SST), la acidez (TA) y el indice de madurez (MI).

La condicion de salinidad produjo un incremento en el espesor de la corteza
y en la firmeza de los frutos. Varios autores (Awang y col., 1993; Petersen y col.,
1998; Saito y col., 2009) informaron que la fruta producida bajo salinidad moderada
presenta mayor dulzor y sabor, y frutos mas firmes. Por otro lado, se sabe que los
contenidos mas altos de carbohidratos totales e individuales se correlacionaron
positivamente con el sabor, el color y la firmeza (Keutgen y Pawelzik, 2007). Por lo
tanto, es posible que la mayor firmeza de los frutos del tratamiento RW-RDI sea
causada por la mayor concentracion de osmolitos (azticares) en el fruto ademas del

mayor PT.
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VII - CONCLUSIONES

El riego con agua reciclada da lugar a diferentes patrones de crecimiento
vegetativo, priorizando el desarrollo vegetativo que se ve reflejado en el nimero
de frutos sobre el crecimiento vegetativo del dosel. En general, los cambios en los
niveles hormonales conducen a una reduccién del crecimiento y un aumento de la
tolerancia al estrés. Al inicio de la maduracion de la fruta se encontr6 un déficit de
ACCy GA4, lo que provoco un retraso de la maduracion de la fruta en plantas bajo
estrés salino. En estos casos, seria recomendable retrasar la cosecha de plantas bajo
estrés salino. En base a los resultados obtenidos, se podria suponer que las
aplicaciones exogenas de serina, alanina o glicina podrian ayudar a optimizar el
crecimiento vegetativo, permitiendo una mayor produccion de fotoasimilados que
a su vez podrian ser utilizados en la fase II de crecimiento de frutos para el aumento
del peso y didmetro de los frutos. Ademas, dado el fuerte efecto de la hormona SA
sobre los parametros evaluados bajo estrés salino, su aplicacion externa podria
aumentar la tasa fotosintética neta y contribuir a mejorar la tolerancia de las plantas

al estrés salino. (Publicacion 1)

En las condiciones de este ensayo el riego deficitario controlado con agua de
buena calidad agrondmica (FW-RDI) no afectd significativamente a los pardmetros
agro-fisiologicos. El tratamiento con agua reciclada, de elevada salinidad respecto
a un agua de buena calidad, sin restricciéon hidrica (RW-C) tampoco produjo
grandes modificaciones en rendimiento y calidad. Este comportamiento pudo ser
explicado por los cambios a nivel metabdlico (aminoacidos y hormonas foliares).
Se demuestra, por tanto, la viabilidad del uso del agua reciclada sin restriccion
hidrica en arboles de mandarino con las caracteristicas de este estudio. Estos
resultados son claves dado que el sector agricola tiene que estar preparado para
depender cada vez mas de recursos hidricos alternativos como el RW. No obstante,
el riego con agua reciclada debe realizarse con un seguimiento intensivo para evitar

dafios en el suelo y en los arboles. (Publicacion 2)
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Con respecto a los niveles de fitoprostanos y fitofuranos registrados en los
cuatro tratamientos, no se encontraron diferencias significativas intragrupo en la
mayoria de los meses y tratamientos. Si se observd una tendencia a menor
contenido de oxilipinas en plantas regadas con agua reciclada y un 50% del
requerimiento hidrico, excepto en julio, mes en el que el contenido registrado fue
significativamente mayor respecto al resto de meses, independientemente del tipo
y régimen de riego, probablemente debido al estado de saturacion de estrés
oxidativo por condiciones climaticas extremas (alta radiacion, temperatura y
evapotranspiracion). A nivel individual la mayoria de fitoprostanos no mostrd
diferencias significativas entre tratamientos, salvo algunos casos en julio bajo
condiciones extremas. El fitoprostano 9-D1t-PhytoP mostré el mayor grado de
significacién intergrupos respecto a julio, seguido de otros como 9-epi-9-D1t-
PhytoP, 9-F1t-PhytoP, 9-L1t-PhytoP y 16-B1-PhytoP. La suma de enantiémeros
ent-16-epi-16-F1t-PhytoP + ent-16-F1t-PhytoP mostré6 mayor sensibilidad para
detectar diferencias entre tratamientos y condiciones extremas. Con respecto a los
fitofuranos se observaron diferencias significativas principalmente en las
comparaciones con julio, donde los valores fueron mas altos. Dos de los tres
analizados, ent-9-(RS)-12-epi-ST-A0-13-PhytoF y  ent-16-(RS)-9-epi-ST-A™-10-
PhytoF, presentaron significacion estadistica en mdas comparaciones
intermensuales, lo que los posicionaria como buenos marcadores de estrés extremo.
(Publicacion 3)
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Esta hoja en blanco es la contraportada, por lo que no lleva encabezado (hay

un cambio de seccién).
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