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ABSTRACT 
Drought exerts an abiotic stress on plants, causing a water deficit which, if severe and/or 

prolonged over time, may compromise their physiological status. Thus, drought acclimation is 

essential to survive, and it will depend on the ability of the plant to respond. In the present 

study, we explored extreme drought acclimation mechanisms in two stress tolerant species: the 

oreophyte clonal species Sempervivum tectorum L., and the agroeconomically valuable species 

Olea europaea L. On the one hand, S. tectorum activated responses at the leaf level that may 

be simultaneously mediated by abscisic acid and the bioactive jasmonate form, jasmonoyl-

isoleucine, modulating antioxidants content and composition, such as tocopherols (vitamin E). 

Likewise, this species was endowed with strategies that operate at the whole-plant level, 

allowing for a high stress tolerance and resilience, establishing a gradual leaf senescence across 

the rosette and a quiescent-like strategy to maintain low oxidative levels in leaves during 

prolonged periods of stress, thus ensuring a rapid restoration of growth during stress recovery. 

By further exploring the acclimation response in S. tectorum in its natural habitat, we found that 

this species adjusted clonal offset production and activated a complex hormonal response to 

survive an extreme drought event. By addressing clonal reproduction as a possible stress escape 

strategy, in this thesis we revealed a prioritization of clonal offspring survival under stress, 

where unrooted ramets presented higher viability than their parents under a mild stress and 

that they were still alive and attached to the parent plant under severe stress. We explored this 

behavior in three natural populations of S. tectorum and found that this species kept the 

connected offsets alive until they rooted into the soil without compromising the survival of the 

parental rosette. On the other hand, we selected the olive tree as the model species to elucidate 

if oxylipins were involved in the drought-induced leaf abscission process. Our spatial basipetal 

leaf sampling revealed that photo-oxidative stress led to jasmonoyl-isoleucine accumulation in 

the petiole of water-stressed leaves, suggesting a previous conditioning of the abscission zone 

through oxylipins. It is concluded that stress tolerant plant species display acclimation 

mechanisms to face extreme droughts such as (i) photoprotective response in leaves modulated 

by abscisic acid and jasmonoyl-isoleucine; (ii) quiescence-like strategy to avoid oxidative stress 

burden during clonal reproduction to extend stress survival of the whole genet; (iii) 



spatiotemporal leaf senescence to protect apical meristems; and (iv) drought-induced leaf 

abscission conditioned by oxylipins. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 
La sequía ejerce un estrés abiótico en las plantas, causando un déficit hídrico que, de ser severo 

y/o prolongado, puede comprometer su estado fisiológico. Por lo tanto, la aclimatación a la 

sequía es esencial para sobrevivir y dependerá de la capacidad de respuesta de la especie. En 

este trabajo se exploraron mecanismos de aclimatación a la sequía extrema, en dos especies 

tolerantes al estrés: la especie clonal subalpina Sempervivum tectorum L., y la especie de gran 

interés agronómico Olea europaea L. Por un lado, S. tectorum activó respuestas a nivel de hoja 

que podían ser simultáneamente mediadas por ácido abscísico y la forma bioactiva de 

jasmonatos, la jasmonoil-isoleucina, modulando la composición y el contenido de 

antioxidantes, como los tocoferoles (vitamina E). Así mismo, esta especie contaba con 

estrategias que operan a nivel de toda la planta que permiten una gran tolerancia y resiliencia 

al estrés, estableciendo una senescencia foliar gradual a través de la roseta o estrategias 

similares a la quiescencia para mantener niveles oxidativos bajos en hojas durante períodos 

prolongados de estrés, garantizando así restaurar rápidamente el crecimiento durante la 

recuperación. Al profundizar en la respuesta de aclimatación de S. tectorum en su hábitat 

natural, encontramos que esta especie ajustó la producción de nuevos ramets clonales y activó 

una respuesta hormonal compleja para sobrevivir a un evento de sequía extrema. Abordando 

la reproducción clonal como posible estrategia de escape del estrés, en esta tesis revelamos 

una priorización de la descendencia clonal bajo estrés, donde los ramets no enraizados 

presentaban una mayor viabilidad que sus rosetas parentales ante un estrés moderado y que 

ante un estrés severo estos ramets permanecían aún vivos unidos a la roseta parental. Este 

comportamiento fue explorado también en el hábitat natural, donde encontramos que esta 

especie mantenía los nuevos ramets unidos hasta que encontrasen la oportunidad de enraizar 

sin comprometer la supervivencia de la roseta parental. Por otro lado, seleccionamos el olivo 

como modelo para evaluar si las oxilipinas estaban implicadas en el proceso de abscisión foliar 

inducida por sequía. Mediante un muestreo espacial basipétalo de hojas, encontramos que el 

estrés foto-oxidativo produjo una acumulación de jasmonoil-isoleucina en el peciolo de hojas 

estresadas, sugiriendo un acondicionamiento previo de la zona de abscisión a través de 

oxilipinas. Se concluye que las plantas tolerantes al estrés tienen mecanismos de aclimatación 



que les permite afrontar sequías extremas como (i) respuesta fotoprotectora en hojas 

modulada por el ácido abscísico y la jasmonoil-isoleucina; (ii) estrategia de tipo quiescente para 

evitar la carga de estrés oxidativo durante la reproducción clonal y prolongar la supervivencia 

al estrés de todo el genet; (iii) senescencia foliar gradual para proteger los meristemos apicales; 

(iv) abscisión foliar inducida por sequía condicionada por oxilipinas. 
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RESUM 
La sequera exerceix un estrès abiòtic en les plantes, causant un dèficit hídric que, d’ésser sever 

i/o prolongat, pot comprometre el seu estat fisiològic. Per tant, l’aclimatació a la sequera és 

essencial per a sobreviure i dependrà de la capacitat de resposta de l’espècie. En aquest estudi 

es van explorar mecanismes d’aclimatació a la sequera extrema, en dues espècies tolerants a 

l’estrès: l’espècie clonal subalpina Sempervivum tectorum L., i l’espècie de gran interès 

agronòmic Olea europaea L. D’una banda, S. tectorum va activar respostes a nivell de fulla que 

podien ser simultàniament mediates per l’àcid abscísic i la forma bioactiva de jasmonats, la 

jasmonoil-isoleucina, modulant la composició i contingut d’antioxidants, com els tocoferols 

(vitamina E). Així mateix, aquesta espècie comptava amb estratègies que operen a nivell de 

planta sencera i que permeten una gran tolerància i resiliència a l’estrès, establint una 

senescència foliar gradual a través de la roseta o estratègies similars a la quiescència que 

mantenen nivells oxidatius baixos en fulles durant períodes prolongats d’estrès, garantint així 

restaurar ràpidament el creixement durant la recuperació. En aprofundir en la resposta 

d’aclimatació de S. tectorum al seu hàbitat natural vam trobar que aquesta espècie va ajustar la 

producció de nous ramets clonals i va activar una resposta hormonal complexa per sobreviure 

a un episodi de sequera extrema. Abordant la reproducció clonal com a possible estratègia 

d’escapar de l’estrès, en aquesta tesi revelem una priorització de la descendència clonal sota 

estrès, on els ramets no arrelats presentaven una major viabilitat que les seves rosetes 

parentals davant un estrès moderat, i que davant un estrès sever aquests ramets romanien 

encara vius units a la roseta parental. Aquest comportament va ser explorat també al seu 

hàbitat natural, on trobem que aquesta espècie va mantenir els nous ramets units fins que 

trobessin l’oportunitat d’arrelar sense comprometre la supervivència de la roseta parental. 

D’altra banda, vam escollir l’olivera com a model per a avaluar si les oxilipines estaven 

implicades en el procés d’abscisió foliar induïda per sequera. Mitjançant un mostreig espacial 

basipètal de fulles, vam trobar que l’estrès foto-oxidatiu va produir una acumulació de 

jasmonoil-isoleucina en el pecíol de fulles estressades, suggerint un condicionament previ de la 

zona d’abscisió a través d’oxilipines. Es conclou que les plantes tolerants a l’estrès tenen 

mecanismes d’aclimatació que els permet afrontar sequeres extremes com (i) resposta 



fotoprotectora en fulles modulada per l’àcid abscísic i la jasmonoil-isoleucina; (ii) estratègia de 

tipus quiescent per a evitar la càrrega d’estrès oxidatiu durant la reproducció clonal per a 

prolongar la supervivència a l’estrès de tot el genet; (iii) senescència foliar gradual per a protegir 

els meristemes apicals; (iv) abscisió foliar induïda per sequera condicionada per oxilipines. 
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ABA: ácido abscísico 
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MDA: ácido malondialdehído 

NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

OPDA: ácido 12-oxo-fitodienoico 

PSI: fotosistema I 

PSII: fotosistema II 

PUFA: ácido graso poliinsaturado 

ROS: especies reactivas del oxígeno 

RWC: contenido hídrico relativo 

SA: ácido salicílico 
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INTRODUCCIÓN

1. Estrés

El concepto de estrés en los seres vivos fue originalmente desarrollado por Selye (1936)

en el ámbito de la medicina, pero fue Levitt (1980) quien, a partir de teorías de la física,

abordó el estrés desde una perspectiva biológica, definiendo el estrés como “cualquier 

factor ambiental capaz de inducir una tensión potencialmente nociva en los organismos 

vivos”. Durante un estrés, las funciones biológicas de la planta se ven desestabilizadas, y 

cuando se exceden los límites en la tolerancia y la capacidad adaptativa, podría resultar en 

daños permanentes que pueden conducir a la muerte del organismo (Larcher, 1980). El 

estrés juega un papel indispensable en la modulación de la vida de las plantas, ya que incluye 

elementos constructivos y destructivos, siendo una fuerza motora en la adaptación de los 

organismos. Así, podemos distinguir entre eu-estrés, donde el estrés es suave y estimula 

positivamente el desarrollo de la planta, y el disestrés, cuando causa daños severos y 

permanentes en la planta (Lichtenthaler, 1988). De manera que la duración y la intensidad

del estrés ejercido por los factores ambientales, y los mecanismos de percepción y de 

respuesta de la planta, condicionan el resultado final.

Estos factores ambientales pueden ser abióticos, como la irradiación solar, la 

temperatura, la disponibilidad hídrica o de nutrientes; o bióticos como los herbívoros, los 

patógenos o los parásitos. A menudo, diversos factores a(b)ióticos pueden actuar de manera 

simultánea o secuencial en la planta, dando lugar a una combinación de estreses que 

causarán, dependiendo de su interacción, una respuesta diferencial (Atkinson & Urwin, 

2012; Zhang & Sonnewald, 2017). La respuesta de la planta a los estreses combinados es 

compleja e implica cambios transcripcionales específicos, por lo que no puede extrapolarse 

de la suma de los estreses individuales, pues su combinación puede generar efectos 

sinérgicos o antagónicos (Prasch & Sonnewald, 2013; Rivero et al., 2014; Suzuki et al., 2016). 

Recientemente se ha demostrado que, con el aumento del número y la complejidad de los 

estreses combinados, la capacidad de crecimiento y supervivencia de las plantas disminuye 

drásticamente, aunque el nivel de cada estrés individual sea lo suficientemente bajo como 

para no afectar negativamente al estado fisiológico de la planta (Zandalinas et al., 2021). Por 
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último y debido a la intensa actividad humana, factores antropogénicos como la 

contaminación del suelo o del aire añaden complejidad a la ecuación, sometiendo a las 

plantas a estreses combinados que desencadenan una respuesta fisiológica aún más severa

(Zandalinas & Mittler, 2022).

1.1 Estrategias en plantas: escapar, evitar y tolerar el estrés

Ante un estrés, las plantas disponen de tres estrategias posibles: escapar, evitar y tolerar

(Ludlow, 1989). Las características de cada estrategia se resumen en la Figura 1. Escapar del 

estrés es típico en plantas anuales de crecimiento rápido que completan su ciclo vital y 

reproductivo antes del comienzo del estrés, de manera que no llegan ni siquiera a 

enfrentarse a éste. Esta estrategia requiere de altas tasas fotosintéticas y de concentración 

de nutrientes en hojas para conseguir tasas mayores de adquisición de recursos y 

crecimiento que permitan una floración temprana (Kooyers et al., 2015; Blanco-Sánchez et 

al., 2022). La estrategia de evitar el estrés consiste en no permitir que afecte a la fisiología 

de la planta, por ejemplo, manteniendo la turgencia a nivel celular y de planta ante una 

sequía. Las plantas que siguen esta estrategia aumentan la eficiencia en el uso del agua 

mediante la reducción de la pérdida de agua cerrando estomas, o bien aumentando la 

absorción de agua a través de sistemas radiculares más profundos (Peguero-Pina et al., 2020, 

Ren et al., 2024). Finalmente, las plantas tolerantes al estrés consiguen resistir mediante 

ajustes fisiológicos que les permiten soportar daños asociados sin llegar a comprometer la 

supervivencia, como es el caso de las plantas que poseen tejidos tolerantes a la 

deshidratación. En casos de tolerancia extema, la planta mantiene la turgencia y una 

asimilación aún significativa de carbono, sustentando así el crecimiento incluso durante un 

estrés prolongado (Volaire, 2018).

Cada una de estas estrategias tiene una combinación específica de rasgos asociados

basados en la adaptación específica de la planta y se pensaba que eran mutualmente 

excluyentes, donde las plantas con capacidad de escapar de un estrés no podían haber 

evolucionado estrategias de tolerancia a su vez. Sin embargo, recientemente se ha 

demostrado que hay especies adaptadas a ambientes áridos que emplean varias estrategias

a la vez, como una rápida floración y un aumento de la biomasa radicular, que 

corresponderían a estrategias de escape y de tolerancia, respectivamente (Welles & Funk, 

2021).
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1.2 Estrés abióƟco: caracterísƟcas específicas de la sequía

Dentro de los estreses abióticos, la sequía está considerada uno de los más perjudiciales 

para la producción agrícola (Zhao & Running, 2010; García-León et al., 2021) y la 

conservación de la biodiversidad (Archaux & Wolters, 2006; Feeley et al., 2020). La sequía 

es un evento climático transitorio en el que la precipitación se encuentra por debajo de los 

valores habituales para un área geográfica concreta (Wilhite, 2000; Crausbay et al., 2017). 

Al contrario que otros eventos climáticos severos, una sequía a menudo se desarrolla 

lentamente, por lo que su detección temprana es imprescindible para poder mitigar sus 

efectos. Desde un punto de vista meteorológico, la sequía ocurre cuando la cantidad de 

precipitación que recibe un área es menor que la media en un periodo de tiempo 

determinado; pero la sequía hidrológica comienza cuando esta reducción en la precipitación 

Figura 1. Estrategias en plantas ante un estrés: escapar, evitar y tolerar. La estrategia de escapar es 
caracterísƟca de plantas anuales con ciclo vital corto que no llegan a enfrentarse al estrés. La estrategia 
de evitar incluye mecanismos que permiten que el estrés no afecte a la fisiología de la planta. La estrategia 
de tolerar consiste en acƟvar respuestas fisológicas al estrés que permitan la supervivencia.
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repercute en el suministro de agua, en la disponibilidad hídrica (Mishra & Singh, 2010). La 

transición de la sequía meteorológica a la hidrológica se conoce como propagación de la 

sequía y depende en gran medida del clima y de las características de la cuenca hidrográfica 

(Van Lanen et al., 2013). 

Esta sequía la perciben las plantas cuando la demanda de agua debido a la sequedad de 

la atmósfera supera la que hay disponible en el suelo, provocando un estrés en la planta 

que, de ser severo, puede amenazar su supervivencia (Tian et al., 2018). De hecho, la 

respuesta inicial de una planta ante un estrés es una reducción en su crecimiento, para 

después desencadenar respuestas morfológicas, fisiológicas y bioquímicas a diferentes 

niveles organizativos en la planta (Gupta et al., 2020). Al final de una sequía prolongada, el 

estrés impacta directamente en el funcionamiento hidráulico de la planta porque, debido al 

déficit hídrico, el agua perdida por transpiración en las hojas es mayor que la absorbida por 

las raíces, generando una alta tensión en el xilema. Esta tensión en aumento puede dar lugar 

a la cavitación, un proceso caracterizado por la entrada de burbujas de aire en el xilema, que 

se van expandiendo por el vaso conductor hasta que terminan por bloquearlo 

completamente, generando un fallo hidráulico que puede conducir incluso a la muerte de la 

planta (Tyree & Sperry, 1988; McDowell et al., 2022; Mencuccini et al., 2024). Otro impacto 

directo de la sequía en las plantas es el cierre de estomas que, en un intento de evitar la 

cavitación, limita la absorción de carbono a través de la fotosíntesis, lo que podría conllevar 

igualmente la muerte de la planta por inanición de carbono (McDowell et al., 2008). 

El impacto de una sequía depende de tres características principales: la intensidad, la 

duración y la extensión espacial (Wilhite, 2000). La intensidad se refiere al grado de escasez 

de precipitaciones y de los impactos asociados. La duración de una sequía es relevante, 

puesto que puede variar entre unos pocos meses o unos años, llegando incluso a durar 

décadas (Stahle et al., 2007). Es el parámetro más difícil de determinar, ya que muchas veces 

los efectos de una sequía no son detectables hasta meses después de su comienzo. Por 

último, el tamaño del área que se encuentra en sequía es importante por la magnitud de los 

impactos ocasionados y su consiguiente gestión, poniendo en riesgo ecosistemas enteros 

(Allen et al., 2010; Mencuccini et al., 2019). Otra característica significativa de la sequía es la 

frecuencia, que es el número de episodios de sequía ocurridos en un periodo de tiempo 

determinado. Para monitorear la sequía se han desarrollado índices elaborados a partir de 
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parámetros hidro-meteorológicos que permiten relacionar todas sus características (McKee 

et al., 1993; Beguería et al., 2014).

Debido a los efectos del cambio climático, se predice un aumento en la frecuencia, la 

severidad y la duración de las sequías (Samaniego et al., 2018; IPCC, 2023). Además, como 

consecuencia de un aumento previsto en las temperaturas, se prevén sequías más extremas, 

en las que la combinación con el calor agravará enormemente el estrés producido en las 

plantas (Smith, 2011; Allen et al., 2015; Zandalinas et al., 2017). Por ello, estudiar cómo 

responden a la sequía extrema las plantas tolerantes al estrés permitirá encontrar 

mecanismos clave en la aclimatación y adaptación de las plantas a ambientes en constante 

cambio.

2. Aclimatación de las plantas a estreses abióƟcos

La aclimatación es la capacidad de las plantas de ajustar rápidamente su fisiología 

ante cambios ambientales desfavorables, alterando su metabolismo y patrones de expresión 

génica para compensar así la reducción en el crecimiento tras la respuesta inicial al estrés 

(Lambers & Oliveira, 2019). Es una consecuencia directa de la vida sésil de las plantas, en la 

que muchos parámetros morfológicos y fisiológicos están sujetos a rápidas fluctuaciones. En 

la coordinación de las respuestas de aclimatación de las plantas, los cloroplastos juegan un 

papel central, pudiendo estos orgánulos celulares comunicarse con el núcleo mediante 

señalización retrógrada, lo que permite a las plantas percibir y responder ante estreses 

ambientales (Chan et al., 2016; Pfannschmidt et al., 2020). De esta manera, en la 

señalización retrógrada del cloroplasto, las señales producidas en respuesta a un estímulo 

ambiental regulan la expresión de genes en el núcleo. Además, los cloroplastos son los 

encargados de realizar la fotosíntesis, un proceso de alta actividad energética en el que las 

reacciones de reducción-oxidación (redox) en los complejos proteicos del sistema de 

transporte de electrones permiten la conversión de energía lumínica en poder reductor 

(NADPH) y energía química (ATP) que se usarán para fijar el CO2 asimilado. Estos cambios 

redox de la fotosíntesis están asociados a una mayor producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS), las cuales ejercen una función señalizadora retrógrada al núcleo (Foyer & 

Hanke, 2022; Mittler et al., 2022). De hecho, cada estrés o la combinación única de varios

estreses puede generar una señalización ROS específica que adaptará a medida la respuesta 
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de aclimatación de la planta (Choudhury et al., 2017). Sin embargo, cuando las ROS son 

producidas de manera incontrolada debido a, por ejemplo, un estrés sostenido, pueden 

dañar los sistemas fotosintéticos, los orgánulos celulares e incluso inducir la muerte celular

(Van Breusegem & Dat, 2006; Laloi & Havaux, 2015).

2.1 Fotoinhibición y estrés foto-oxidaƟvo

Las reacciones fotosintéticas de la luz ocurren en los fotosistemas, complejos 

multiproteicos unidos a pigmentos como clorofilas y carotenoides que forman una unidad 

funcional y están localizados en las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Los 

fotosistemas I y II (PSI y PSII) contienen cientos de pigmentos que capturan la luz en el 

complejo de antena y la canalizan a los centros de reacción fotoquímica, donde se cataliza 

la conversión a energía química (Nelson & Yocum, 2006; Croce & van Amerongen, 2011).

Ante un estrés abiótico como la sequía, las plantas cierran estomas y se producen 

limitaciones en la fijación del carbono que promoverán un exceso de fotones en la cadena 

de transporte de electrones. La capacidad fotosintética de las plantas se verá sobrepasada 

por este exceso de fotones, ya que la conversión a energía química ocurre de manera más 

lenta que el proceso de absorción de luz (Takahashi & Badger, 2011). Para evitarlo, las 

plantas disponen de diferentes estrategias, entre ellas, la disipación en forma de calor 

mediante disipadores no fotoquímicos. Un exceso energético promueve la producción de 

ROS en los complejos fotosintéticos, como el singlete de oxígeno (1O2), el anión superóxido 

(O2·-), el radical hidroxilo (·OH) o el peróxido de hidrógeno (H2O2), generando un estrés foto-

oxidativo si se producen en concentraciones elevadas (Asada, 2006). Mientras que el 1O2 se 

forma principalmente en el PSII a partir de clorofilas en forma de triplete (3Chl*) (Krieger-

Liszkay, 2005), el O2·- se produce a partir de la transferencia de electrones al O2 y, dado que 

el PSI es donde los electrones se transfieren a aceptores solubles fuera de la membrana, es 

el lugar predominante de la generación de O2·- mediante la reacción de Mehler (Foyer & 

Hanke, 2022). El ciclo del agua-agua, que comienza con la oxidación del agua en el PSII, se 

considera un sistema de fotoprotección muy eficiente, ya que de cerrarse bien no se 

producen ROS de forma neta. Durante este ciclo, la fotoreducción del O2 genera O2·- y estos

radicales O2·- son convertidos a H2O2 por la acción de la superóxido dismutasa (SOD), y a su 

vez este H2O2 es reducido a agua y a las formas oxidadas del ascorbato, 

monodehidroascorbato o dehidroascorbato, por la ascorbato peroxidasa (APX),
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completando el ciclo del agua-agua (Asada, 2000). Por otro lado, si la velocidad de reacción 

de los pasos catalizados por la SOD y la APX son más lentos que la fotorreducción del O2, se 

prolonga la vida útil del O2·- y del H2O2 y podría formarse el radical tóxico ·OH en presencia 

de centros metálicos en la reacción de Fenton (Foyer & Hanke, 2022). Si estas ROS se 

producen en concentraciones elevadas y de forma prolongada, pueden provocar

modificaciones oxidativas en la maquinaria fotosintética, como es el caso de las proteínas 

D1 y D2 del PSII (Kale et al., 2017); y también afectar a su síntesis de novo, interfiriendo con 

el factor de elongación de proteínas G (Nishiyama et al., 2006). Aunque el PSII, muy sensible 

a la saturación de la luz, es dañado con frecuencia debido a la alta demanda de transferencia 

de electrones asociada a la conversión lenta a energía química, esto es contrarrestado por 

el rápido recambio de la subunidad proteica D1 dañada (Nickelsen & Rengstl, 2013). Sin 

embargo, un exceso de energía lumínica provoca que la tasa de daño de la proteína D1 sea 

superior a su tasa de reparación, y es entonces cuando ocurre la fotoinhibición del PSII, 

resultando en su inactivación (Melis, 1999; Takahashi et al., 2007; Demmig-Adams & Adams, 

2018).

Asimismo, las ROS pueden modificar oxidativamente otras moléculas de los 

cloroplastos y de otros orgánulos celulares, como lípidos, proteínas o ácidos nucleicos, 

induciendo un estrés oxidativo que puede desencadenar la muerte celular (Gill & Tuteja, 

2010). El 1O2 está considerada la principal ROS implicada en el daño foto-oxidativo en las 

plantas e inicia la peroxidación lipídica en las membranas tilacoidales (Triantaphylidès et al., 

2008; Farmer & Mueller, 2013). Aunque la peroxidación lipídica ocurre de forma natural en 

los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) mediante las enzimas lipooxigenasas, las ROS 

promueven una mayor peroxidación lipídica no enzimática, ya sea a través de radicales libres 

o del 1O2. En el mecanismo radical, el ·OH abstrae un hidrógeno del ácido graso, generando

un radical alquilo lipídico (L·), el cual es inestable y reacciona con el O2 generando los 

radicales peroxilo (LOO·). En un siguiente paso de propagación, los LOO· abstraen un 

hidrógeno de otro ácido graso adyacente, generando los hidroperóxidos lipídicos (LOOH) y 

otro radical L·, continuando así la peroxidación (Pospíšil & Yamamoto, 2017). En el 

mecanismo no radical, el 1O2 genera directamente LOOH al unirse al doble enlace de un 

PUFA. Los LOOH son los productos primarios de la peroxidación lipídica y se pueden 

descomponer en productos secundarios, como el ácido malondialdehído (MDA), que 
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provoca aductos en las proteínas, siendo muy tóxico para las células, por lo que es

ampliamente usado como marcador de estrés oxidativo (Pospíšil & Yamamoto, 2017; 

Morales & Munné-Bosch, 2019). De manera que la peroxidación lipídica derivada de ROS 

puede dañar las membranas plastidiales, eventualmente aumentando su permeabilidad e 

interfiriendo con la función de sus proteínas (Farmer & Mueller, 2013).

Pese a los efectos perjudiciales descritos para el metabolismo, es relevante destacar 

que las ROS forman parte del sistema de alarma de las plantas cuando se encuentran ante 

un estrés. De hecho, el concepto biología redox hace referencia a la señalización por parte 

de las ROS, donde encontramos ejemplos como el del H2O2, que es considerado un 

mensajero secundario capaz de modificar la estructura y función de proteínas a través de la 

oxidación de cisteínas (Gill & Tuteja, 2010). El H2O2 es la más estable de las ROS y difunde a 

través de las membranas gracias a las acuaporinas (Bienert & Chaumont, 2014), puede ser 

transferido al núcleo ejerciendo una señalización retrógrada (Exposito-Rodriguez et al., 

2017; Leister, 2019), y activa respuestas de defensa frente a patógenos (Gill & Tuteja, 2010).

Además, la peroxidación lipídica genera oxilipinas, que son derivadas de ácidos grasos 

insaturados oxigenados y participan en la señalización plastidial retrógrada en respuesta al 

estrés (Farmer & Mueller, 2013; Muñoz & Munné-Bosch, 2020). Entre las oxilipinas

fuertemente electrofílicas que contribuyen a la aclimatación al estrés de la planta destaca el

MDA, con un sesgo hacia la activación de genes relacionados con el estrés abiótico (Weber 

et al., 2004). Por lo tanto, producidas de manera transitoria, las ROS participan en cascadas 

de señalización e incluso inducen cambios en la expresión génica, siendo esenciales para la 

activación de respuestas de aclimatación al estrés (Foyer & Hanke, 2022).

2.2 Protección anƟoxidante

Las plantas cuentan con mecanismos protectores para hacer frente a la 

fotoinhibición y al estrés foto-oxidativo. Uno de estos mecanismos es el sistema 

antioxidante que permite lograr el equilibrio entre la producción y neutralización de las ROS

en los diferentes compartimentos celulares. Los antioxidantes pueden ser enzimáticos o no 

enzimáticos y permiten desactivar física y/o químicamente las ROS (Halliwell, 2006). 

Los antioxidantes no enzimáticos son aquellos que desactivan o eliminan las ROS

mediante un mecanismo de transferencia de energía o bien actuando como donador de 

12



electrones en reacciones enzimáticas, modificando su estado redox. Pueden ser hidrofílicos 

o lipofílicos, en función de si se encuentran solubles o anclados a las membranas lipídicas de

los plastidios. El antioxidante hidrofílico más abundante en los cloroplastos es el ascorbato

o vitamina C, el cual elimina el H2O2 formando dehidroascorbato (Asada, 2006), además de

ser cofactor de la violaxantina-depoxidasa, siendo esencial para la disipación del exceso de

energía en forma de calor (Demmig-Adams et al., 2012), y regenerando otros antioxidantes

como los tocoferoles (Szarka et al., 2012). El segundo antioxidante hidrofílico más 

abundante es el glutatión, el cual participa en el ciclo ascorbato-glutatión permitiendo 

reciclar el ascorbato, además de eliminar tanto el H2O2 como el OH·. Reciben especial 

atención los antioxidantes lipofílicos, entre los que se encuentran los carotenoides y los 

tocoferoles, puesto que al estar localizados cerca de las membranas lipídicas cloroplásticas 

y de los fotosistemas donde se producen las ROS, son mecanismos de protección esenciales

para combatir el estrés foto-oxidativo.

Los carotenoides son pigmentos fotosintéticos que además de asistir en la captación 

de la luz cuentan con una doble función fotoprotectora y antioxidante porque están 

implicados en la disipación del calor a través del ciclo de las xantofilas y también tienen la 

capacidad de desactivar física y químicamente ROS. En función de su estructura química, 

encontramos los carotenos como el α-caroteno, siendo a su vez el precursor de la luteína; o 

el β-caroteno, que es precursor de la zeaxantina y la violaxantina (Liu et al., 2004). Estas 

últimas están implicadas en disipar el exceso de energía que reciben los fotosistemas 

mediante la conversión en dos pasos de la violaxantina en zeaxantina a través de la 

violaxantina-depoxidasa, conocido como el ciclo de las xantofilas (Demmig-Adams & Adams, 

1996). Por su parte, funcionando en paralelo y con el mismo sistema enzimático, el ciclo de 

la luteína epóxido es considerado otro mecanismo fotoprotector eficiente descrito solo en 

algunas plantas no modelo creciendo en ambientes sombríos, siendo más difícil de elucidar 

su rol (García-Plazaola et al., 2007). Su papel en la disipación térmica se ha demostrado en 

mutantes de Arabidopsis (Li et al., 2009), y recientemente mediante líneas transgénicas 

(Leonelli et al., 2017). El principal mecanismo de los carotenoides para desactivar el 1O2 es 

la desactivación física, por la cual mediante una transferencia energética se produce el 

carotenoide en forma de triplete, que será desactivado por decaimiento térmico 

(Triantaphylidès & Havaux, 2009).  Además, el β-caroteno puede eliminar químicamente el 
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1O2 generando como producto de su propia oxidación el β-caroteno endoperóxido o el β-

ciclocitral, con capacidad de regular la expresión génica (Ramel et al., 2012).

Por otra parte, los tocoferoles forman parte junto con los tocotrienoles de una familia

de compuestos amfipáticos más extensa: los tococromanoles o vitamina E. Los 

tococromanoles están formados por una cabeza de cromanol polar y una cola prenilo apolar,

totalmente saturada para los tocoferoles y con enlaces insaturados para los tocotrienoles.

Tanto para los tocoferoles como para los tocotrienoles existen 4 isoformas con diferente 

actividad biológica dependiendo del número y la posición de los grupos metilos en la cabeza 

de cromanol: α, β, γ, y δ (Müller et al., 2010). El α-tocoferol es la forma activa mayoritaria

en los tejidos fotosintéticos y es el único antioxidante conocido con capacidad de prevenir 

la propagación de la peroxidación lipídica en las membranas plastidiales (Munné-Bosch & 

Alegre, 2002; Muñoz & Munné-Bosch, 2019). Así pues, la vitamina E tiene dos funciones 

antioxidantes esenciales en los cloroplastos: la desactivación física y química del 1O2 y la

prevención de la propagación de la peroxidación lipídica. Cada molécula de α-tocoferol

puede eliminar físicamente hasta 120 moléculas de 1O2 (Fahrenholtz et al., 1974), mientras 

que, en la desactivación química, el α-tocoferol detoxifica el 1O2 dando lugar a la α-tocoferol 

quinona, la cual puede ser reciclada y volver a formar α-tocoferol (Munné-Bosch & Alegre, 

2002). Por otro lado, el α-tocoferol desactiva los radicales lipídicos peroxil formados durante 

la propagación de la peroxidación lipídica mediante la donación de un hidrógeno del anillo 

de cromanol, generando LOOH y el radical α-tocoferoxilo, que será reciclado de nuevo a α-

tocoferol a través del ciclo ascorbato-glutatión (Szarka et al., 2012). El mecanismo más 

probable para esta desactivación de radicales peroxilo es un movimiento de flip-flop por 

parte del α-tocoferol en la bicapa lipídica (Boonnoy et al., 2018). La protección antioxidante 

conferida por la vitamina E ha sido estudiada en la respuesta de las plantas a la sequía, donde 

el α-tocoferol confiere tolerancia al estrés (Munné-Bosch, 2005). Sin embargo, los 

mecanismos relacionados con el posible papel no antioxidante de la vitamina E no están del 

todo claros y se cree que está asociado a su función antioxidante en los cloroplastos a través 

de la regulación del estado redox (Mesa & Munné-Bosch, 2023).

2.3 Respuesta hormonal

Las fitohormonas son moléculas señalizadoras de bajo peso molecular que activan 

respuestas al estrés, al crecimiento o al desarrollo, estando pues implicadas en la respuesta 
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de aclimatación de las plantas a estreses abióticos y bióticos (Davies, 2010). Pese a que la 

clasificación tradicional divide a las hormonas en aquellas relacionadas con el estrés y 

aquellas relacionadas con el crecimiento, es relevante incluirlas todas en el estudio de las 

respuestas al estrés, ya que, como se ha mencinonado previamente, el estrés implica por 

definición una reducción del crecimiento. Además, las interacciones hormonales son 

responsables de una respuesta al estrés orquestada y precisa (Verma et al., 2016). Por lo 

tanto, se introducen aquí las hormonas relacionadas con el estrés: ácido abscísico (ABA), 

salicilatos, jasmonatos, y etileno (ET); pero también las hormonas relacionadas con el 

crecimiento, como son las auxinas, las citoquininas (CKs) y las giberelinas (GAs). 

El ABA es la hormona principalmente implicada en las respuestas al estrés abiótico en 

plantas, regulando procesos fisiológicos clave como la regulación de la transpiración 

mediando el cierre estomático en la respuesta temprana al estrés hídrico (Kim et al., 2010), 

la conductividad hidráulica de las raíces (Thompson et al., 2007), o la inhibición del 

crecimiento foliar durante el estrés (Raghavendra et al., 2010). El ABA es un sesquiterpeno 

cuya biosíntesis comienza en los cloroplastos y otros plastidios. Entre los genes biosintéticos, 

el NCED es el más regulado por estrés y su enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa 

cataliza la conversión de 9’-cis-neoxantina o 9’-cis-violaxantina en xantoxina, la cual es 

exportada al citosol y convertida a ABA aldehído mediante una alcohol deshidrogenasa, para 

después formar finalmente ABA a través de una oxigenasa (Thompson et al., 2000; González-

Guzmán et al., 2002). Además, el ABA estimula su propia biosíntesis en un bucle 

autorregulador mediante una cascada de fosfoproteínas dependiente de Ca2+ (Kobayashi et 

al., 2005).

Como molécula señalizadora, el ABA regula la transcripción de muchos genes que 

inducen tolerancia al estrés abiótico (Tuteja et al., 2007). El primer paso de la señalización 

por ABA consiste en la activación de los receptores PYL que inhiben las fosfatasas de tipo 2C 

(PP2C) y que permite entonces activar las quinasas SnRK2s que median las respuestas a ABA 

a través de la fosforilación de factores diana, como es el caso de los canales iónicos SLAC1 y 

KAT1 implicados en el cierre estomático (Geiger et al., 2009; Sato et al., 2009; Ng et al., 

2014). Los principales factores de transcripción implicados en las respuestas al estrés 

abiótico mediadas por ABA incluyen los AREBs/ABFs que se unen a elementos de respuesta

en genes que promueven la tolerancia al estrés, como las dehidrinas, enzimas que 
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detoxifican ROS, o fosfatasas y quinasas reguladoras (Choi et al., 2000; Urano et al., 2009; 

Yoshida et al., 2015). Entre los compuestos cuya biosíntesis regula el ABA está la vitamina E, 

habiendo varios estudios que proponen su modulación tras encontrar elementos de 

respuesta a ABA en los promotores de genes de la biosíntesis del α-tocoferol en diferentes 

modelos (El Kayal et al., 2006; Chaudhary & Khurana, 2009; Munné-Bosch et al., 2009). Por 

lo tanto, el ABA es una hormona esencial en la regulación del balance hídrico de la planta y 

la tolerancia al estrés abiótico. Sin embargo, esta relación entre vitamina E y ABA no se ha 

estudiado en plantas no modelo en condiciones de sequía severa.

En cambio, el ácido salicílico (SA) ha estado comúnmente relacionado con el estrés 

biótico, siendo una hormona clave en las respuestas de defensa frente a patógenos

biotróficos (Raskin, 1992; Ding & Ding, 2020). Esta fitohormona pertenece químicamente al 

grupo de compuestos fenólicos y en condiciones de estrés es sintetizada en un 95% a través 

de la vía de la isocorismato sintasa y en menor medida a través de la vía de la fenilalanina 

amonio liasa (Garcion et al., 2008; An & Mou, 2011). Además, la biosíntesis del SA puede ser 

regulada por factores abióticos como el ozono (Ogawa et al., 2005) o el déficit hídrico y la 

radiación ultravioleta (Bandurska & Cieślak, 2013). De esta manera, el SA también media la

tolerancia al estrés abiótico al inducir la acumulación de osmolitos, como la glicina betaína 

o la prolina; y al modular el metabolismo antioxidante de la planta, ejerciendo un rol

importante en la respuesta a la sequía (Khan et al., 2015; Hussain et al., 2021). Además, el 

ABA y el SA modulan la biosíntesis del otro (Muñoz-Espinoza et al., 2015; Chojak-Koźniewska

et al., 2017; Prodhan et al., 2018), apoyando el hecho de que su señalización ocurre a través 

de vías independientes antes de la acumulación de ROS.

Los jasmonatos son fitohormonas derivadas de la peroxidación lipídica en las 

membranas cloroplásticas y se encuentran presentes en todas las plantas. Pertenecen a la 

familia metabólica de las oxilipinas, dado que son productos de oxidación de los ácidos 

grasos, y ejercen funciones señalizadoras participando en la regulación de diversos procesos 

fisiológicos en plantas. Desde el primer aislamiento de una forma de jasmonatos, el metil 

jasmonato, en las flores de Jasminum grandiflorum (Demole et al., 1962), y del ácido 

jasmónico (JA) en cultivos del hongo Lasiodiplodia theobromae (Aldridge et al., 1971); se han 

identificado diversas formas de jasmonatos, incluyendo isómeros, con actividad específica 

dependiente de su estructura (Heitz et al., 2016). Así mismo, se han caracterizado aspectos 
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relativos a su biosíntesis, distribución, percepción, señalización y función en plantas modelo 

(Wasternack & Hause, 2013; Wasternack, 2015; Howe et al., 2018).

La ruta biosintética de los jasmonatos comienza con la liberación del ácido α-linolénico 

a partir de fosfolípidos presentes en las membranas del plastidio mediante la acción 

hidrolítica de la fosfolipasa A1. El paso inicial es la oxigenación del ácido α-linolénico en el 

carbono 13 mediante la lipoxigenasa 13, dando lugar al ácido 13(S)-

hidroperoxioctadecatrienoico. Este hidroperóxido lipídico es el sustrato de la aleno óxido 

sintasa (AOS), que forma un óxido de aleno muy inestable que es ciclado por la aleno óxido 

ciclasa (AOC), formando el ácido cis(+)-12-oxo-fitodienoico (OPDA), considerado el precursor 

de los jasmonatos (Vick & Zimmermann, 1984; Hamberg & Fahlstadius, 1990; Song & Brash, 

1991; Feussner & Wasternack, 2002). El OPDA es transportado hasta el peroxisoma y 

reducido mediante la acción de la OPDA reductasa 3 (OPR3), seguido por tres rondas de β-

oxidación de las cadenas laterales pentenil que lleva a la formación del JA, en la forma 

estereoquímica (+)-7-iso-JA (Stintzi & Browse, 2000; Koo et al. 2006). A partir del JA 

exportado al citosol, se producen otros derivados de jasmonatos mediante reacciones 

metabólicas como la hidroxilación, la descarboxilación, la glucosilación o la conjugación con 

aminoácidos, dando lugar a compuestos con función biológica como la cis-jasmona o la 

jasmonoil-isoleucina (JA-Ile), siendo (+)-7-iso-JA-Ile la forma más bioactiva de los jasmonatos 

(Staswick & Tiryaki, 2004; Fonseca et al., 2009).

Respecto a la señalización ejercida por parte de los jasmonatos, encontramos dos 

posibles vías en función de la dependencia o no del complejo COI. En la vía clásica de 

señalización COI dependiente, la JA-Ile es el único ligando de la proteína F-box COI-1, la cual 

se estabiliza formando parte del complejo co-receptor SCFCOI1-JAZ con función E3-ubiquitin 

ligasa (Xie et al., 1998; Xu et al., 2002). La unión de JA-Ile a COI-1 permite la ubiquitinación y 

la degradación proteasomal de las proteínas represoras JAZ, liberando así el factor de 

transcripción MYC2 que activará la expresión de genes de respuesta a jasmonatos, mediante 

la unión a elementos de respuesta a JA en los promotores (Thines et al., 2007; Wasternack 

& Hause, 2013). Por otro lado, la vía de señalización COI independiente está mediada por el 

OPDA, activando por ejemplo genes de respuesta a las heridas (Taki et al., 2005). Aunque se 

desconocen los mecanismos específicos de esta vía, diversos estudios apuntan a una 

señalización redox basada en las propiedades electrofílicas del OPDA como oxilipina (Farmer 
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& Mueller, 2013; Heitz et al., 2016), y se ha demostrado la implicación de los factores de 

transcripción TGA en la inducción de genes de respuesta a OPDA de manera independiente 

de jasmonatos (Stotz et al., 2013). Esto es especialmente relevante, y de forma muy 

particular desde un punto de vista evolutivo, en especies de briófitos como Marchantia 

polymorpha, la cual no sintetiza JA-Ile, pero sí acumula OPDA y activa genes de 

termotolerancia de forma COI independiente (Monte et al. 2020).

Las primeras funciones del JA descritas en plantas fueron su implicación en la inhibición 

del crecimiento y la promoción de la senescencia foliar (Dathe et al., 1981; Ueda & Kato, 

1980). Desde entonces, se han descrito numerosas funciones para los jasmonatos, desde su 

implicación en el desarrollo de la floración (Mandaokar et al., 2006; Song et al., 2011) hasta 

su papel en la defensa frente a estreses bióticos, principalmente ejercidos por necrótrofos

(Glazebrook, 2005). Asimismo, su rol en las respuestas a estrés abiótico se está revelando 

progresivamente en los últimos años (Kazan, 2015), donde la activación temprana de la 

biosíntesis de jasmonatos confiere tolerancia a la sequía (De Domenico et al., 2012). Dado 

que la señalización puede ser dependiente o independiente de ABA (Savchenko et al., 2014), 

su interacción en las respuestas a la sequía permite una regulación precisa y desencadenar 

respuestas específicas a diferentes niveles organizativos en la planta. Así, se ha demostrado 

la implicación de los jasmonatos en la regulación estomática junto con el ABA (Suhita et al., 

2004; Munemasa et al., 2007), en la modulación de la conductividad hidráulica de las raíces 

(Sánchez-Romera et al., 2014), y en la activación de la biosíntesis de vitamina E (Sandorf & 

Holländer-Czytko, 2002; Siles et al., 2018; Casadesús et al., 2021). Sin embargo, la relación 

entre la vitamina E y los jasmonatos no se ha estudiado en plantas no modelo que sean 

tolerantes al estrés, ni tampoco en condiciones de sequía severa, donde podría haber una 

respuesta diferencial.

El ET también ha sido tradicionalmente asociado a la defensa de la planta, formando 

parte esencial de la red de señalización inmune de las plantas (Kim et al., 2014). La síntesis 

de esta hormona ocurre en dos pasos, primero la S-adenosil-metionina se convierte en el 

ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilo (ACC) y después este precursor formará etileno por 

acción de la ACC oxidasa (Wang et al., 2002). La transducción de su señal se logra cuando se 

une a sus receptores como los ETR1 y los ERS1, induciendo una cascada de señalización que 

previene la degradación de los reguladores EIN2, EIN3 y EIL1, que finalmente activarán los 
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factores de respuesta al etileno (ERFs) (Kendrick & Chang, 2008). Los ERFs actúan como un 

centro regulador clave en las respuestas al estrés abiótico, integrando la señalización no solo 

de ET sino también de ABA y de JA (Müller & Munné-Bosch, 2015). De hecho, se ha sugerido 

que los ERFs establecen un vínculo entre el estrés oxidativo y la regulación hormonal en las 

respuestas al estrés, como se ha visto en la inducción de la expresión de ERF6 por estrés 

oxidativo (Sewelam et al., 2013). También se ha revelado previamente la implicación del ET 

en la regulación de osmolitos y del sistema antioxidante que elimina ROS durante la sequía 

(Wu et al., 2022). Por lo tanto, es imprescindible la integración de la señalización por ABA, 

jasmonatos y ET en respuestas a estrés por sequía y entender las posibles sinergias que se 

establecen entre estas hormonas.

Las auxinas son fitohormonas implicadas en los procesos de diferenciación celular, 

permitiendo establecer la polaridad en patrones del desarrollo de la planta y promover la 

expansión celular (Majda & Robert, 2018). Así, el transporte polar de auxinas establece un 

gradiente de auxinas en los tejidos del cual depende la morfogénesis y el desarrollo celular

(Grunewald & Friml, 2010). Su biosíntesis puede ser dependiente o independiente de 

triptófano, pero siempre a partir de los precursores indoles, siendo el ácido indolacético 

(IAA) la auxina más abundante (Tognetti et al., 2012). La producción de ROS debido a un 

estrés abiótico puede alterar los gradientes de auxinas, así como reducir la señalización 

mediada por esta hormona (Xia et al., 2015). Las consiguientes alteraciones en el 

crecimiento y desarrollo de la planta pueden verse como estrategias de aclimatación al 

estrés para evitar o atenuar sus efectos perjudiciales en la planta. Además, hay una relación 

entre el metabolismo del cloroplasto y la homeostasis de las auxinas, donde las auxinas 

pueden afectar a los componentes fotosintéticos y la estructura del cloroplasto (Salazar-

Iribe & De-la-Pena, 2020), lo que ha sido planteado como un efecto protector en el que las 

auxinas podrían promover la tolerancia al estrés (Tognetti et al., 2012). Sin embargo, por 

ahora no se han identificado los componentes regulados por auxinas que ajustarían el 

metabolismo cloroplástico ante un estrés ambiental.

Las citoquininas modulan la división celular y las relaciones fuente-sumidero, ejerciendo 

un feedback positivo entre ambos procesos que lleva rápidamente al crecimiento y 

desarrollo de la planta (McIntyre et al., 2021). Son hormonas derivadas de adenina que 

contienen una cadena isopentenil unida a un grupo amino en su estructura química, cuya 
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conformación permite categorizarlas en los dos tipos más abundantes en las plantas: las 

isopentenil adeninas y las trans-zeatinas. El primer paso de la biosíntesis consiste en la 

transferencia por las IPT de un grupo isopentenilo del dimetilalilo difosfato a un nucleótido 

de adenina, ya sea AMP, ADP o ATP, lo que lleva a la síntesis de los derivados de adenina N6

prenilados. La desfosforilación de los derivados da lugar a las citoquininas precursoras 

isopentenil-adenosina (IPA) y riibósido de trans-zeatina (t-ZR), que a su vez serán 

desribosiladas para formar las citoquininas activas isopentenil adenina (iP) y trans-zeatina 

(t-Z). La formación de estas citoquininas activas también puede darse de manera directa a 

partir de los derivados a través de las enzimas LOG, que eliminarán un grupo ribosa 5’-

monofosfato, lo que activará a las citoquininas para que puedan unirse a sus receptores

(Svolacchia & Sabatini, 2023). Respecto a su función en estreses abióticos, estas hormonas 

promueven roles antagónicos al ABA, y en general su aumento durante el estrés está 

asociado a una peor tolerancia, pues es un momento vulnerable para la planta, no óptimo 

para el crecimiento (Hwang et al., 2012). Así, se ha visto que mutantes ipt de Arabidopsis, 

con niveles reducidos de citoquininas, son más resistentes a la sequía en comparación con 

las plantas salvajes (Nishiyama et al., 2011). En este mismo estudio, la aplicación exógena 

de ABA reprimió la expresión de genes biosintéticos de las citoquininas, sugiriendo que, ante 

un estrés abiótico, la acumulación de ABA puede disminuir los niveles de citoquininas.

También, plantas de tabaco que sobreexpresan las enzimas de degradación de las 

citoquininas activas (citoquininas oxidasas) durante el desarrollo tienen después una mayor

tolerancia a la sequía debido a un sistema radicular reforzado (Macková et al., 2013).

Las giberelinas también pueden promover el crecimiento, pero influyendo sobretodo en 

el tamaño de la planta (Wang et al., 2017), además de estimular la germinación de las 

semillas (Groot & Karssen, 1987), la floración (Fukazawa et al., 2021) y otros procesos clave 

del desarrollo (Sponsel, 2016). Las giberelinas son ácidos diterpenoides sintetizadas a partir 

del geranilgeranil difosfato, el cual es transformado en el cloroplasto a ent-copalil difosfato

y después a ent-kaureno, que tras varios pasos de oxidación en las membranas del retículo 

endoplasmático dará lugar a la primera giberelina de la vía, la GA12 (Helliwell et al., 1999;

Hedden, 2020). Esta giberelina dará lugar en el citosol y mediante la acción de diferentes

oxidasas a las giberelinas GA1 y GA4. Además, la GA3, conocida como ácido giberélico, y la 

GA7 se forman a partir de GA1 y GA4, respectivamente (Hedden, 2020). Estas 4 GAs son las 
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consideradas bioactivas y su metabolismo está regulado por la propia señalización de GA, 

que induce la degradación del regulador transcripcional DELLA, lo que permite aumentar la 

expresión de genes de la biosíntesis, así como la del receptor GA, además de activar las 

respuestas de GAs (Sun, 2011). Dado su rol central en el crecimiento, al igual que con las 

citoquininas, un estrés abiótico impacta en la síntesis y señalización de estas hormonas. Por 

ello, se ha visto su implicación en el retraso del crecimiento en la respuesta de adaptación 

al estrés a través de la acumulación del represor DELLA, lo que facilita la supervivencia de la 

planta (Achard et al., 2008). Además, las proteínas DELLA parecen ser centros de regulación 

en la interacción entre otras hormonas con la vía de señalización de las GAs (Maitra et al., 

2021). Así, se ha demostrado que los jasmonatos interfieren con la señalización de GAs a 

través de la interacción de los represores JAZ con el represor DELLA (Yang et al., 2012). Así, 

las JAZ inhiben la respuesta de jasmonatos y estimulan las respuestas de GAs mostrando una 

interacción antagónica entre ambas para los roles de defensa frente a crecimiento (Um et 

al., 2018). Otros estudios también han descrito el efecto negativo de un incremento de GAs 

en la tolerancia a la desecación (Nir et al., 2014).

2.4 CaracterísƟcas diferenciales de la respuesta al estrés severo

La severidad de un estrés viene dada por las consecuencias que éste tiene en el 

estado fisiológico de la planta y depende de su fase de crecimiento, de lo adaptada que esté 

una especie, así como del grado de tolerancia exhibido. Esto es relevante, porque 

dependiendo de la resistencia de la planta a un estrés específico, éste puede o ni percibirse

o percibirse como estrés leve, moderado o severo (Niinemets, 2010). Además, la exposición

a un estrés leve desencadena mecanismos de aclimatación en la planta que le dotarán en el 

futuro de una tolerancia mejorada al estrés severo (Sadhukhan et al., 2022). En condiciones 

naturales, las plantas experimentan a menudo diferentes grados de estrés o incluso ciclos 

estacionales de estrés, para los que requieren mecanismos de respuesta diferenciales 

(Claeys & Inzé, 2013). Además, la respuesta al mismo estrés puede ser distinta dependiendo 

de la edad de la planta (Abarca et al., 2001). Por otro lado, dado que una mayor 

supervivencia al estrés severo no está precisamente ligada a un mejor crecimiento en 

condiciones de estrés más leve, se sugiere que ambos procesos están regulados por 

mecanismos diferentes (Skirycz et al., 2011). Por lo tanto, existe un compromiso intrínseco 

entre supervivencia y crecimiento, donde aquellas especies con mayor capacidad de 
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supervivencia al estrés tienen un coste en su crecimiento y vigor. Sin embargo, este coste 

no siempre resulta tan elevado para algunas especies o ecotipos en concreto, que son 

capaces de mantener la productividad a la vez que la resistencia a estreses (Bechtold et al., 

2018).

En efecto, ante un estrés hídrico severo las plantas responden con una reducción en 

el crecimiento en la fase de alarma inicial, o incluso su detención (Chaves et al., 2003). En 

especies tolerantes a la sequía, la reducción del crecimiento está considerada una estrategia 

para invertir el carbono en moléculas protectoras o estructuras radiculares para mejorar así 

la absorción de agua. Una mejora adaptativa en la arquitectura del sistema radicular hacia 

una mayor absorción y utilización del agua disponible es esencial para la adaptación a la 

sequía (Ranjan et al., 2022). Por ejemplo, las plantas freatofitas que han desarrollado raíces 

profundas para aprovechar los recursos hídricos subterráneos (Thomas, 2014). Un paso más 

allá es el de las plantas que entran en ecodormancia, deteniendo el metabolismo y el 

crecimiento temporalmente hasta que las condiciones ambientales vuelvan a ser favorables, 

siendo un proceso regulado principalmente por ABA (Horvath et al., 2003). Esta situación 

difiere de la endodormancia estacional cíclica que presentan en los meristemos algunas 

especies perennes (Rohde & Bhalerao, 2007). Por otro lado, está el caso de las plantas 

resurrectoras, que tienen la capacidad de tolerar la pérdida casi completa de agua en sus 

tejidos y seguir vivas tras la rehidratación (Scott, 2000; Oliver et al., 2020). Estas plantas 

cuentan con una tolerancia extrema a la desecación y su estrategia es opuesta a la de las 

plantas suculentas, las cuales almacenan agua durante largos periodos de escasez hídrica, 

evitando la pérdida y permitiendo la continuidad del metabolismo (Eggli & Nyffeler, 2009). 

Sin embargo, en especies no tolerantes, la falta de CO2 debido al cierre estomático, la 

inhibición de la fotosíntesis y la pérdida de turgencia por déficit hídrico llevan a una 

limitación en el crecimiento de la planta que, de prolongarse en el tiempo, puede ser 

irreversible y conducir a su muerte (McDowell et al., 2008). Anteriormente se mencionaban

las dos principales causas de muerte de la planta por estrés hídrico severo: el fallo hidráulico 

y la inanición de carbono (McDowell, 2011). Pero antes de llegar a este punto de no retorno, 

las plantas tolerantes o evasoras cuentan con una serie de mecanismos morfológicos y 

fisiológicos para evitar entrar en colapso.
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A nivel morfológico, un déficit hídrico severo causa reducciones en el área foliar 

debido a una inhibición de la expansión celular y de la actividad fotosintética (Avramova et 

al., 2015). Esta reducción del área foliar viene acompañada de una disminución en el número 

de estomas, un aumento en la densidad de tricomas, un engrosamiento de las paredes 

celulares o un enrollamiento de las hojas para reducir la absorción de la luz y ahorrar agua

(Chaves et al., 2003). Los tricomas presentes en la cara adaxial de la hoja pueden atenuar la 

radiación fotosintética actuando como reflectores de la luz (Bickford, 2016). El cambio en el 

ángulo de la hoja hacia una orientación más vertical también está relacionado con una 

disminución de la energía absorbida y es característico en especies adaptadas a ambientes 

áridos o semiáridos (Feistler & Habermann, 2012; Leigh et al., 2017). No obstante, todos

estos cambios estructurales en la hoja impactan de lleno en el área fotosintética de la planta

y, por lo tanto, en su capacidad de hacer la fotosíntesis.

A nivel subcelular, en especies no tolerantes, la maquinaria fotosintética se verá 

gravemente dañada por el exceso de ROS que no puede ser detoxificado por los sistemas 

antioxidantes y por los cambios metabólicos que afectan al recambio de proteínas, como 

ocurre con la Rubisco (Demirevska et al., 2009; Perdomo et al., 2017). Además, la sequía 

severa inhibe la síntesis de clorofilas y reduce el contenido de proteínas de unión a clorofilas, 

afectando gravemente los complejos captadores de luz del PSII (Anjum et al., 2011; Ashraf 

& Harris, 2013). En especies tolerantes, la reducción en el contenido de clorofilas se 

contempla como un mecanismo fotoprotector para evitar un exceso de fotones en los 

fotosistemas, normalmente acompañado de un aumento en pigmentos fotoprotectores 

como las xantofilas que disipan el exceso de energía (Batra et al., 2014), o el aumento en 

antioxidantes fotoprotectores como la vitamina E (Munné-Bosch & Alegre, 2000). Sin 

embargo, un exceso de degradación clorofílica puede llevar a la senescencia foliar, la cual es 

irreversible y comporta la muerte del órgano (Hörtensteiner & Kräutler, 2011).

3. Senescencia foliar

3.1 Definición

La senescencia foliar constituye la etapa final del desarrollo de una hoja y está 

cuidadosamente controlada para la descomposición óptima de las estructuras celulares y la 

cesión de nutrientes y fotoasimilados resultantes a hojas más jóvenes, así como a otros 
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órganos activos de la planta, como pueden ser los reproductores (Figura 2). La regulación 

hormonal modula la senescencia foliar integrando señales del desarrollo y ambientales 

(Jibran et al., 2013). Cuando una hoja entra en senescencia, los cloroplastos transicionan de

sumidero a fuente, se produce un exceso de ROS y de estrés foto-oxidativo porque la tasa 

fotosintética se ve reducida por el desensamblaje del aparato fotosintético y la degradación 

de clorofilas (Juvany et al., 2013). De manera que la senescencia foliar puede 

desencadenarse por señales del desarrollo, como la edad de la hoja o el inicio de la etapa 

reproductiva (Jing et al., 2002); o bien por señales ambientales, como puede ser un estrés 

por sequía o alta irradiación (Quirino et al., 2000). Al implicar la muerte celular programada, 

la senescencia foliar es un proceso coordinado a nivel molecular, celular, de órgano y de 

planta entera (Noodén, 1988; Lim et al., 2007). 

3.2 CaracterísƟcas y regulación de la senescencia foliar inducida por sequía

Dependiendo de su severidad, una sequía puede inducir la senescencia foliar de 

forma prematura, acelerando este proceso para lograr la removilización de nutrientes a 

otras zonas de la planta (Quirino et al., 2000). El proceso ocurre gradualmente en tres fases: 

la fase de iniciación, la fase de reorganización y la fase terminal; y en cada una de ellas se 

producen cambios en la expresión génica, en el metabolismo y en la estructura celular 

(Munné-Bosch & Alegre, 2004). En la fase de iniciación la sequía desencadena una 

señalización específica que conducirá a la expresión de genes asociados a la senescencia

(SAG), lo que promoverá el paso a la fase de reorganización. En esta segunda fase se produce 

un declive en la fotosíntesis, una degradación de las clorofilas y un desmantelamiento de la 

estructura celular. Finalmente, en la fase terminal ocurre la muerte celular, es un punto de 

no retorno en el que la hoja está abocada a la muerte. Los cambios en la estructura celular, 

como la condensación de la cromatina, la acumulación de plastoglóbulos en el estroma de 

los cloroplastos y el desensamblaje de las membranas tilacoidales son síntomas tempranos 

de senescencia foliar que también ocurren cuando es inducida por sequía (Munné-Bosch et 

al., 2001). Además, la degradación de clorofilas ocurre de manera progresiva, siendo 

compatible con la removilización de nutrientes, especialmente el nitrógeno (Hörtensteiner 

& Feller, 2002). También se sabe que el estrés oxidativo media la progresión de la 

senescencia foliar inducida por sequía, ya que un exceso de ROS y de peroxidación lipídica 

supera la capacidad antioxidante que inicialmente era elevada (Munné-Bosch et al., 2001).
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Pese a que varias clases de hormonas regulan la senescencia foliar, únicamente el 

ABA, el ET y las citoquininas han demostrado tener un papel directo en la regulación de la 

senescencia foliar inducida por sequía. Tanto el ABA como el ET son promotores del proceso, 

donde se ha demostrado que el primero aumenta la removilización de carbono desde las 

hojas senescentes hasta los granos en plantas de cereales sometidas a sequía (Yang et al., 

2002, 2003), y la implicación del segundo ha sido demostrada mediante mutantes de ACC 

sintasa en maíz, los cuales retrasan la senescencia en condiciones de sequía (Young et al., 

2004). El ABA participa en la regulación de la senescencia foliar a través de su unión al 

receptor PYL9, que induce la fosforilación y activación de factores de transcripción que 

activan a otros como ORE1 y NAP, los cuales activan finalmente genes SAG, como el SAG113

codificante para una fosfatasa que regula el movimiento de estomas en hojas senescentes 

(Zhang & Gan, 2012; Zhao et al., 2016). Además, la degradación de clorofilas que promociona 

la senescencia está inducida por la señalización de ABA (Yang et al., 2015; Gao et al., 2016;

Mao et al., 2017). En cambio, las citoquininas están relacionadas con la inhibición de la

senescencia, como se ha demostrado en plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresan 

el gen IPT (implicado en la biosíntesis de citoquininas) y que retrasan la senescencia foliar 

inducida por sequía (Rivero et al., 2007), y en plantas de algodón ante un estrés salino (Liu 

et al., 2012). En Arabidopsis se ha demostrado la implicación de la fosforilación de 

receptores de citoquininas en el retraso de la senescencia foliar (Kim et al., 2006). CRF6 es 

un regulador negativo de la senescencia inducida por oscuridad (Zwack et al., 2013), y se ha 

visto que reprime genes asociados a las citoquininas durante estrés oxidativo (Zwack et al., 

2016). Aunque su señalización como tal no desencadena el inicio de la senescencia, la 

reducción de citoquininas endógenas en la hoja es esencial para la progresión del proceso

(Yang et al., 2002; Munné-Bosch & Alegre, 2004; Nakanishi et al., 2024).

Por último, las ROS regulan el proceso de la senescencia porque dependiendo de su 

concentración se inducirán unas respuestas fisiológicas determinadas, hasta terminar en la 

degradación de los cloroplastos (Khanna-Chopra, 2012; Foyer, 2018). Además, la interacción 

de las ROS con las hormonas podría ser clave en la regulación de la senescencia foliar 

inducida por sequía, como ya se ha visto en otros procesos. En hojas senescentes, las NADPH 

oxidasas interaccionan con el ABA, aumentando la síntesis de ROS (Li et al., 2018). Además, 

los SAG pueden estar regulados por el estrés oxidativo (Navabpour et al., 2003), y en éste 
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están implicadas hormonas como los jasmonatos o el ABA, por lo que la integración de la 

señalización redox y hormonal promueve la senescencia foliar (Zhao et al., 2020).

Figura 2. Resumen del proceso de senescencia foliar. Las hormonas que integran las señales pueden ejercer 
una regulación posiƟva (+) (ABA y ET) o negaƟva (-) (CKs) de la senescencia. ABA: ácido abscísico; CKs: 
citoquininas; ET: eƟleno; ROS: especies reacƟvas de oxígeno; SAG: genes asociados a la senescencia.

3.2 Implicaciones fisiológicas a nivel de planta entera

La senescencia foliar no tiene por qué tener una implicación negativa en la planta, 

sino que además puede ser beneficiosa para su supervivencia, siendo un rasgo evolutivo que 

permite a las plantas adaptarse al ambiente (May & Killingbeck, 1992). Así, al estar inducida 

por sequía, la senescencia foliar puede servir como estrategia para sobrevivir a nivel de 

planta entera. La removilización de nutrientes de hojas senescentes hacia hojas más jóvenes 

para lograr la supervivencia de estas últimas es considerada una gestión eficaz de los 

recursos cuando la planta está en alerta por estrés. Pese a no contribuir más a la fotosíntesis, 

las hojas senescentes tienen aún una reserva de nutrientes importante que la planta puede 

metabolizar y aprovechar en tejidos en crecimiento, especialmente en órganos como flores 

o frutos, aumentando así la capacidad reproductora de la planta (Munné-Bosch & Alegre,

2004; Bazargani et al., 2011). Además, la senescencia foliar ayuda a reducir la pérdida de 

agua por transpiración durante un evento de sequía, y permite mantener el crecimiento de 

las raíces para la búsqueda de nuevos recursos de nutrientes (Higuchi et al., 2014). En casos 

muy avanzados de senescencia foliar, podría llegar a inducirse la abscisión, aunque no en 

todas las plantas.
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4. Abscisión foliar

4.1 Definición

La abscisión foliar consiste en el desprendimiento de las hojas por parte de la planta, 

siendo un proceso esencial de ahorro energético para las plantas caducifolias en otoño, y 

también un mecanismo de defensa en situaciones críticas (Taylor & Whitelaw, 2001; 

Patharkar & Walker, 2018). Por ejemplo, para reducir la transpiración a nivel de planta 

entera durante un evento de sequía extrema (Street et al., 2006; Agustí et al., 2012), o para 

separar a patógenos de la planta, aumentando su mortalidad al ser más susceptibles a la 

depredación o a la inanición en el suelo (Faeth et al., 1981). La abscisión foliar se produce 

en cuatro etapas principales en la denominada zona de abscisión (AZ), que se establece en 

la base del peciolo a medida que se desarrolla el órgano (Figura 3; Patterson, 2001). En un 

primer paso, las células de la AZ que forman parte de la capa de separación se diferencian 

en células que adquirirán la competencia de responder a señales ambientales y del 

desarrollo. El segundo paso consiste en la activación de esta señalización y la adquisición de 

competencia de la AZ. Cuando se activa la AZ, en un tercer paso, las enzimas hidrolíticas 

separarán las dos capas de células que se expanden, disolviendo la laminilla media de 

pectina que las unía, provocando así la caída de la hoja. Por último, la cicatriz de la zona de 

abscisión se diferenciará y sellará con una capa protectora (Kim, 2014; Patharkar & Walker, 

2018). La abscisión de órganos florales en Arabidopsis ha sido el modelo de estudio durante 

años para averiguar los mecanismos moleculares que promueven el desarrollo de la AZ

(McKim et al., 2008; Gómez-Mena & Sablowski, 2008; Patharkar & Walker, 2015), así como 

la activación de la señalización de la abscisión donde se requiere el péptido señal

INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (Butenko et al., 2003; Schardon et al., 2016), y de 

la amplificación de esta señal a través de la retroalimentación positiva de los receptores HAE 

(Jinn et al., 2000; Patharkar & Walker, 2015). Sin embargo, este modelo de abscisión es 

desencadenado por un estadio del desarrollo y no por condiciones ambientales. 

Recientemente, se ha demostrado que la abscisión inducida por sequía de hojas caulinares 

de Arabidopsis requiere el mismo mecanismo de señalización que el de la abscisión floral 

(Patharkar & Walker, 2016).
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4.2 Regulación hormonal y redox de la abscisión foliar

Pese a los mecanismos moleculares descritos que regulan la abscisión, aún queda por 

entender su conexión con los cambios fisiológicos que ocurren en la AZ, y en ello las 

hormonas tienen un papel esencial. Las hormonas que principalmente regulan el proceso 

son el etileno, que es inductor de la abscisión (Jackson & Osborn, 1970), y las auxinas, que 

son supresoras (Abeles & Rubinstein, 1964). Así, mutantes defectivos en elementos de 

percepción del etileno como etr1 y ein2 retrasan la abscisión floral (Patterson & Bleecker, 

2004). La relación antagónica entre ambas hormonas se evidencia cuando el contenido de 

auxinas en la AZ controla la sensibilidad de ésta al etileno y, por su parte, el etileno inhibe el 

transporte polar de auxinas (Meir et al., 2015). Se sabe que cuando el flujo polar de auxinas 

en transporte basipétalo dirigido hacia la AZ se reduce, ya sea por una disminución de su 

biosíntesis o bien por la inhibición de su transporte, la AZ adquiere la competencia para 

responder al etileno y ejecutar la abscisión (Basu et al., 2013). En la abscisión foliar inducida 

por sequía se ha observado una reducción en el transporte polar de auxinas (Davenport et 

al., 1977) y una disminución de la expresión de genes de respuesta a las auxinas (Street et 

al., 2006; Agustí et al., 2012). Además, otras hormonas como los jasmonatos parecen estar 

implicadas en la abscisión, como se demostró en un inicio en explantes de judía, donde el JA 

y el MeJA promovían la abscisión del peciolo (Ueda et al., 1996). Muchos de los estudios en 

abscisión se han realizado en explantes, porque permiten aplicar tratamientos en la 

superficie cortada del explante y así dilucidar el mecanismo de acción en la zona de 

abscisión. Asimismo, mutaciones en el co-receptor COI retrasan la abscisión floral en 

Arabidopsis (Kim et al., 2013), y el factor de transcripción SlHB15A inducido por auxina regula 

la abscisión del pedicelo de tomate disminuyendo los niveles de JA-Ile, modulando su 

biosíntesis al reprimir a JAR1 (Liu et al., 2022). De manera que, cuando el flujo de auxinas se 

ve interferido, la regulación a la baja de SlHB15A permite aumentar la expresión de SlJAR1, 

llevando a una acumulación de JA-Ile que puede acelerar la abscisión de manera 

dependiente o independiente de etileno (Liu et al., 2022). Sin embargo, su implicación en la 

abscisión foliar inducida por sequía se desconoce.

Además de las hormonas, las ROS también están implicadas en la regulación de la 

abscisión mediante la señalización redox (Sakamoto et al., 2008 a). Es el caso del H2O2, que 

ha demostrado estar implicado en la señalización de la abscisión foliar inducida por estrés
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en plantas de chile (Sakamoto et al., 2008 b). En este estudio in vitro, no solo se mostró una 

producción prolongada de H2O2 en la AZ, sino que su aplicación también promovió la 

abscisión y la expresión de celulasa. Además, sus resultados indican que el H2O2 actúa por 

debajo del etileno en la señalización de la abscisión in vitro. De hecho, el estrés oxidativo 

atenúa la señalización de auxinas (Peer et al., 2013), y el etileno induce la expresión de genes 

detoxificantes de ROS como peroxidasas o catalasas durante la abscisión foliar en cítricos 

(Agustí et al., 2008). Por lo tanto, la interacción hormonal y redox en la abscisión foliar 

parece de vital importancia para el estudio de la regulación de este proceso.

Figura 3. Esquema del proceso de abscisión foliar que muestra las etapas del proceso y la regulación hormonal 
y redox en la acƟvación de la señalización. AZ: zona de abscisión; HAE-HSL2: proteínas quinasas de Ɵpo receptor 
HAESA y HAESA-LIKE2; IDA: pépƟdo INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION; ROS: especies reacƟvas del 
oxígeno.

4.3 Implicaciones fisiológicas a nivel de planta entera

La abscisión foliar constituye un desprendimiento activo de hojas que han llegado al 

final de su rendimiento útil para la planta, es decir, que son ya prescindibles por un motivo 

o por otro. El momento de la abscisión foliar está fuertemente determinado por las

condiciones ambientales, como puede ser el fotoperiodo más corto y temperaturas más frías 

del otoño en el caso de los árboles caducifolios del hemisferio norte (Addicot, 1982). Al 
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escindir las hojas en otoño se minimiza la energía respiratoria y la pérdida de agua asociada 

durante el invierno, cuando la ganancia fotosintética de carbono es mínima (Primka & Smith, 

2019). Si estas hojas permanecen en el árbol durante el invierno, las ramas se podrían 

romper por el peso de la nieve, por lo que la abscisión foliar ejerce una función protectora a 

nivel de planta entera (Patharkar & Walker, 2018). Además, despeja el espacio en la copa 

del árbol, permitiendo que la luz llegue a los nuevos brotes que surgirán en primavera. 

También las sequías estacionales y posteriores lluvias desencadenan la abscisión foliar

comúnmente en especies tropicales, donde la edad de la hoja no determina por sí sola el 

momento de la abscisión, siendo los factores ambientales más determinantes (Borchert et 

al., 2002; Gutiérrez-Soto et al., 2008). En el caso de la abscisión foliar inducida por sequía, la 

pérdida de hojas está considerada una estrategia para evitar el estrés hídrico en aquellas 

plantas adaptadas a la sequía, porque reduce la superficie de transpiración, reduciendo así 

la demanda de agua y el riesgo de fallo hidráulico, siendo especialmente eficiente en 

situaciones de estrés severo (Street et al., 2006). En plantas tolerantes a la desecación, la 

abscisión de las hojas permite mantener fotosintéticamente activo el tallo para sobrevivir, 

reactivando la formación de nuevas hojas durante la recuperación hídrica (Liu et al., 2007).

5. Modelos de estudio

5.1 Sempervivum tectorum L.

La siempreviva mayor (Sempervivum tectorum L.) también conocida como barbas de 

Júpiter, es una planta suculenta que pertenece a la familia Crassulaceae (Figura 4). Esta 

especie es nativa de las altas montañas europeas como los Balcanes, los Alpes y los Pirineos, 

donde crece en roquedales abiertos con escaso sustrato o pastos pedregosos, generalmente 

en orientación sur y en suelos calizos, en un rango altitudinal amplio que abarca desde 

altitudes montanas (600 m) hasta las alpinas (2800 m) (Praeger, 1932; Klein & Kadereit, 

2015). Además, se distribuye naturalmente en algunas sierras montañosas de menor altitud 

y/o latitud, como en el Sistema Ibérico, la Cordillera Cantábrica o el Parque Natural del 

Montseny (Smith, 1981), y también ha sido cultivada fuera de su rango de distribución 

(Parnell & Favarger, 1993). Tradicionalmente, se creía que protegía de los rayos de las 

tormentas y del fuego, ya que la asociaban con Zeus (Júpiter) y de ahí su nombre común. 

Además, sus hojas se han utilizado por las propiedades antiinflamatorias y astringentes. En 
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el género Sempervivum, la hibridación interespecífica es muy común en la naturaleza, 

generándose híbridos de S. tectorum con S. montanum y S. arachnoideum, las tres especies 

más conocidas (Klein & Kadereit, 2016). Sin embargo, el reconocimiento de la especie 

tectorum no es muy difícil si se tienen en cuenta ciertas características botánicas 

diferenciales (Praeger, 1932; Smith, 1981).

S. tectorum es una planta plurianual que crece disponiendo las hojas oblongo-

lanceoladas de márgenes ciliados en forma de roseta de unos 3 a 12 cm de diámetro. Las 

hojas son gruesas y carnosas, de color verde intenso con la base rosada y las puntas 

purpúreas, dependiendo a veces de la irradiación solar que reciben. Al ser una especie 

monocárpica, una vez que la roseta florece, normalmente durante el verano, ésta muere. El 

tallo floral puede alcanzar los 40 cm de alto, tiene hojas inferiores glabras y dispone de 15-

30 flores de color rosado, con fruto en polifolículo y las semillas piriformes alveoladas. No 

solo se reproduce sexualmente, sino que además cuenta con reproducción clonal, 

propagándose vegetativamente a través de estolones axilares durante la época de 

crecimiento (mayo-junio). Cada roseta producirá nuevos clones que quedarán colgando de 

la roseta madre unidos por los estolones y que, al enraizar alrededor de ésta, permitirán la 

expansión del genotipo del individuo, a veces formando matas extensas de hasta varios 

metros.

El género Sempervivum crece especialmente bien bajo condiciones ambientales 

extremas en su hábitat natural, mostrando una tolerancia no solo a heladas repentinas sino 

también a temperaturas elevadas (Larcher et al., 2010; Zaharia et al., 2010). Pueden 

sobrevivir siete meses protegidas bajo la nieve durante el invierno (Larcher & Wagner, 

1983), registrándose resistencia a temperaturas de hasta -25ºC en los clones vegetativos en 

el caso de S. montanum (Larcher et al., 2010). Al contrario que su congénere, S. tectorum

crece en las laderas sur de las montañas, lo que comporta que esta especie soporte periodos 

de sequía en su hábitat natural (Larcher et al., 1989). Aunque sus mecanismos de tolerancia 

no han sido estudiados, sí se conocen características estructurales y anatómicas de la 

especie. Tanto el sistema radicular como el tallo hinchado le permiten almacenar agua, 

siendo estos órganos reservorios de agua esenciales para la planta durante la ausencia de 

precipitaciones. El tallo dispone de una corteza bien desarrollada, formada por grandes 

células parenquimáticas, y además todo el parénquima posee una función de 
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almacenamiento de agua (Kirilenko, 2016). También sus hojas suculentas acumulan agua, 

considerándose una de las adaptaciones más exitosas frente a la sequía en el reino vegetal

(Leverett et al., 2023). Además, la disposición de las hojas en modo de roseta permite 

condensar la humedad cerca de la base del tallo. Al igual que muchas otras especies de la 

familia Crassulaceae, el género Sempervivum tiene metabolismo ácido crasuláceo (CAM), el 

cual solo es revertido cuando es sometida a temperaturas experimentales extremas, con 

temperaturas de más de 35ºC por las noches y menos de 10ºC durante el día (Wagner & 

Larcher, 1981). El metabolismo CAM evolucionó en plantas adaptadas a ambientes áridos y 

permite mantener estomas cerrados durante el día para evitar así la pérdida de agua

(Osmond et al., 1975; Heyduk et al., 2019). De esta manera, la fotosíntesis se realiza en dos 

fases: durante la noche los estomas se abren para fijar CO2 en forma de ácidos orgánicos, y 

durante el día este carbono almacenado en vacuolas se libera al estroma de los cloroplastos 

y entrará en el Ciclo de Calvin.

5.2 Olea europaea L.

El olivo (Olea europaea L.) es un árbol esclerófilo perenne de la familia Oleaceae

caracterizado por su gran longevidad y tolerancia a la sequía (Figura 5). El olivo es el principal 

Figura 4. Sempervivum tectorum L. en su hábitat natural en una población situada en el Espai Natural de Les 
Guilleries, Barcelona. A la izquierda, un individuo con reproducción clonal. Se aprecia una roseta madre central 
a parƟr de la cual se propaga vegetaƟvamente a través de estolones la descendencia clonal aún sin enraizar. A 
la derecha, una roseta con reproducción sexual, donde se aprecia la inflorescencia. Fotograİas de la autora.
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árbol frutal comestible en la cuenca del Mediterráneo con gran relevancia agroecológica y 

socioeconómica (Loumou & Giourga, 2003), siendo el sector oleícola uno de los principales 

del sistema agroalimentario español. El olivo florece durante la primavera (abril-mayo) y el 

fruto alcanza la maduración comercial entre los meses de noviembre y enero, dependiendo 

de la variedad y de la región. Del cultivo del olivo no solo se extraen como producto sus 

frutos, las olivas, sino también el aceite, el cual puede ser embotellado y almacenado 

durante meses. La producción española de aceite de oliva supone el 70% de la producción 

de la UE y el 45% de la mundial, siendo la producción media de aceite de oliva entre 2019 y 

2023 de 1.168.700 toneladas (MAPA, 2024 a). La campaña de 2022/2023 del sector del olivar 

en España obtuvo 666.013 toneladas de aceite de oliva, una reducción del 55% respecto a 

la campaña anterior y la mayor bajada en la producción de los últimos años (MAPA, 2024 b).

Esto fue debido en parte a la sequía prolongada en nuestro país y a las altas temperaturas 

durante la primavera que afectaron negativamente a la floración y al cuajado del fruto en 

2022, el año más caluroso desde que hay registros (Serrano-Notivoli et al., 2023).

La domesticación del olivo a partir de su progenitor silvestre (Olea europaea L. subsp. 

europaea var. sylvestris) ocurrió hace unos 6000 años a.c. de acuerdo con estudios 

arqueológicos y genéticos (Besnard et al., 2013; Langgut et al., 2019). Así, el cultivo del olivo 

se remonta a la antigüedad y ha acompañado la aparición de civilizaciones enteras, 

extendiéndose a lo largo del Mediterráneo a partir de dos áreas originarias: el Levante sur 

calcolítico y el sur de Grecia (Langgut et al., 2019). Además, según la mitología griega Zeus 

“morios” era el protector del olivo sagrado, el “moria elaia”, y la diosa Atenea lo ofreció a la 

ciudad de Atenas plantando el primer olivo en la Acrópolis, conservándose este árbol en el 

templo del Erecteión (Letsas, 1949). Según la mitología, fue la diosa Atenea quien enseñó al 

pueblo cómo cultivar el olivo y el tratamiento que debía dársele a su fruto (Kakridis, 1986). 

A partir de entonces, su cultivo ha causado que la especie sobrepase sus límites bioclimáticos 

naturales, creciendo a mayores altitudes y latitudes, así como en áreas más áridas. Así,

aunque son habituales los cultivos intensivos bien irrigados, esta especie se ha cultivado 

tradicionalmente en secano, y algunas variedades son productivas en áreas semiáridas 

donde otros árboles frutales no podrían llegar a crecer (Connor & Fereres, 2005).

De manera que el olivo es una especie adaptada a la sequía y, aunque depende de la 

variedad, está provisto de mecanismos morfológicos, fisiológicos y bioquímicos para lidiar 
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con el déficit hídrico (Bacelar et al., 2006). Entre los rasgos que le conceden esta resistencia, 

encontramos hojas pequeñas y escleróticas, con una alta densidad de tejido foliar, cutícula 

gruesa y tricomas (Chartzoulakis et al., 1999; Trabelsi et al., 2024). Bajo déficit hídrico, los 

olivos controlan el cierre estomático, pudiendo regular así el intercambio de gases, y ajustan 

también su potencial osmótico para poder mantener la turgencia celular pese a una

disminución de la actividad fotosintética (Nogués & Baker, 2000; Dichio et al., 2009; Perez-

Martin et al., 2014). Además, disponen de un potente sistema radicular para absorber agua 

en capas más profundas del suelo (Tognetti et al., 2006). De hecho, la conductancia 

hidráulica de las raíces constituye el mayor regulador del uso del agua en olivo bajo déficit 

hídrico moderado (Rodriguez-Dominguez & Brodribb, 2020). Esta especie leñosa es capaz de 

mantener suficientes reservas de carbonos no estructurales, lo que podría apoyar una 

estrategia de supervivencia para asegurar la recuperación tras largos períodos secos (Bustan 

et al., 2011). Por otro lado, la protección antioxidante explica en parte la tolerancia a la 

sequía severa de algunos genotipos de olivo (Baccari et al., 2020). Por último, esta especie 

cuenta con la abscisión foliar como estrategia para reducir la pérdida de agua por 

evapotranspiración ante un estrés hídrico severo, pero en exceso puede afectar 

negativamente al desarrollo del árbol y a la productividad, ocasionando daños irreversibles 

(Trabelsi et al., 2019). En esta tesis se estudió el proceso de abscisión foliar en olivos jóvenes 

de 1,5 años de la variedad Manzanilla.

Figura 5. Olea europaea L. cv. Manzanilla Cacereña en una finca agroecológica en Cáceres, 
Extremadura. A la izquierda, un ejemplar producƟvo de unos 60 años. A la derecha, detalle de 
la disposición foliar y de los frutos, las olivas. Fotograİas cedidas por Beatriz Redondo.
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OBJETIVOS 

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue estudiar los mecanismos fisiológicos en 
respuestas de aclimatación a la sequía en especies tolerantes al estrés sometidas a diversos 
grados de severidad, incluyendo respuestas de senescencia y abscisión foliar inducidas por 
estrés.  

Para llevar a cabo el objetivo general de esta tesis, se propusieron los siguientes objetivos 
específicos: 

(i) Estudiar si los jasmonatos están implicados junto con el ácido abscísico y la
vitamina E en el proceso de aclimatación a la sequía en la especie Sempervivum
tectorum L.

(ii) Determinar los mecanismos morfológicos y fisiológicos que permiten la
tolerancia a una sequía prolongada y posterior recuperación en S. tectorum.

(iii) Evaluar la implicación de la respuesta hormonal en la aclimatación a un evento
de sequía extremo en la especie clonal S. tectorum en su hábitat natural.

(iv) Estudiar el impacto de un evento de sequía extremo en la reproducción clonal y
la capacidad de aclimatación de S. tectorum en su hábitat natural.

(v) Evaluar mecanismos de aclimatación a la sequía durante la reproducción clonal,
analizando la respuesta fisiológica en la roseta parental y en los ramets
enraizados y no enraizados en plantas de S. tectorum.

(vi) Analizar respuestas diferenciales estacionales entre la roseta parental y los
ramets enraizados y no enraizados en tres poblaciones naturales de S. tectorum
en un gradiente altitudinal.

(vii) Determinar el patrón de senescencia foliar de S. tectorum a lo largo de la roseta
durante condiciones extremas de estrés severo.

(viii) Elucidar si los jasmonatos y la vitamina E están implicados en la regulación de la
abscisión foliar inducida por sequía en la especie Olea europaea L.
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CAPÍTULO 1 
Aclimatación a una combinación de déficit hídrico y de nutrientes 
mediante aumentos simultáneos de ácido abscísico y jasmonatos 

bioac vos en la planta suculenta Sempervivum tectorum L.

Chapter 1. Acclimation to a combination of water deficit and nutrient 
deprivation through simultaneous increases in abscisic acid and bioactive 
jasmonates in the succulent plant Sempervivum tectorum L. 

Sabina Villadangos1,2, Sergi Munné-Bosch1,2 
1Department of Evolutionary Biology, Ecology and Environmental Sciences, 
Faculty of Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain 
2Institute of Research in Biodiversity (IRBio), Faculty of Biology, University of 
Barcelona, Barcelona, Spain 

Publicado en Journal of Plant Physiology (2023) 287:154040. 
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RESUMEN 

La activación de respuestas hormonales define la capacidad de aclimatación a la sequía de 

las plantas y puede condicionar su supervivencia. Sin embargo, aparte del ácido abscísico 

(ABA), poco se conoce sobre la posible contribución de otras fitohormonas, como los 

jasmonatos y los salicilatos, en la respuesta de plantas CAM al déficit hídrico. Aquí, nos 

propusimos estudiar los mecanismos fisiológicos que subyacen a la tolerancia al estrés de la 

siempreviva de los tejados (Sempervivum tectorum L.), una planta CAM adaptada a 

sobrevivir en ambientes adversos, a una combinación de déficit hídrico y deprivación de 

nutrientes. Expusimos plantas a la combinación de estos dos estreses abióticos mediante la 

retirada de solución nutritiva durante 10 semanas y monitoreamos su respuesta fisiológica 

cada dos semanas midiendo varios marcadores de estrés junto con la acumulación de 

fitohormonas relacionadas con el estrés y moléculas fotoprotectoras, como los tocoferoles 

(vitamina E). Los resultados mostraron que el contenido de ABA se multiplicó por 4,2 tras 

cuatro semanas de déficit hídrico para mantenerse después constante hasta las 10 semanas 

de estrés, variaciones que se produjeron concomitantemente con reducciones en el 

contenido hídrico relativo de la hoja, que solo disminuyó un 20%. El jasmonato bioactivo, la 

jasmonoil-isoleucina, fue la otra fitohormona del estrés que aumentó simultáneamente bajo 

estrés junto con el ABA. Mientras que los contenidos de ácido salicílico y los precursores de 

la jasmonoil-isoleucina, el ácido 12-oxo-fitodienoico y el ácido jasmónico, disminuyeron con 

el déficit hídrico, los de jasmonoil-isoleucina aumentaron 3,6 veces a las cuatro semanas de 

estrés. Los contenidos de ABA y jasmonoil-isoleucina correlacionaron positivamente entre 

sí y con el contenido de α-tocoferol por unidad de clorofila, sugiriendo así un rol de 

activación fotoprotectora. Se concluye que S. tectorum no solo resiste a una combinación 

de déficit hídrico y deprivación de nutrientes durante 10 semanas sin ningún síntoma de 

daño, sino que también activa estrategias de defensa efectivas a través de la acumulación 

simultánea de ABA y de la forma bioactiva de jasmonatos, jasmonoil-isoleucina. 
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Supplementary Fig. S1. DNA sequence of VTE1 gene of Kalanchoë fedtschenkoi
(Crassulaceae) encoding for the tocopherol cyclase (TC). Gene accession number in Phytozome: 
Kaladp0058s0095. Green color marks the upstream region 5’UTR in which the promoter region 
is found, yellow color represents the coding sequence (exons) with the first possible starting codon 
highlighted and blue color indicates the downstream region 3’UTR. Jasmonates responsive 
elements (JRE) are highlighted in purple.

ACAGAAGCACTCTCTTCTAATAGAGTTTATTCAAGTATCGCGCTATAGTTTTGAATTGAACAAAATCAGAGATTAGTTTTGTTCAAGCAGTATTAA
CTAATTATTGATTATGGTGAATAATTACATATTAGTGTTTACGATTTAGTACAAAATCAGTTCAATTTGAGAGGTTTTATATTGAACCAGCTGGTTA
GGTCAAGTTCGATTTGATTCACTTTGCTATCCATATCCGAACCAAATTAGAACATAGTTATAAGAACTGGACCGGATCGGCCGGTTCGACCATTTG
GATCGAGAACCGGATCTAGTACCGATCTGATTTGAAATTAATATCGGATTGCATTTTGAACCAGATAAAATCTGATAAACCGGCCGATATATTAT
AAAACTATTGAATCGGACCGAACCGGTTGAACCGATTTATTGTAATTAATGACTTAACTATAGTTTAAGTACATATAATATAAATCTAAAAACTCA
TTTTACTAAAATTACACAGCTCTCATGAGGCGATCAACCTGTTTTGATTTTCTTTTGAAAACTAACATATAAGATTTCATTATGAAAAATATTACAT
GAACCAACGATCGAATCAATTTAAATCGTCGGTTCAAACCGAAAAATTAAGAACCGAAACCCTAACCGATTTGACTTCCGATCCGACTCTGATAA
ATATGGATTAGAATCTAGGCTGGTACCCGATCCAACAAATCGGATAAACCGGTCTCATTCTAATAACTATATTGGTCATATTTTCGAGCCGGCCCA
AAACATCGAGGGCCCATAAAATCGGCCCGTACAATCATCCTCGTCCGTGCCGGCGGGCGAGTTTTCTGACAAGCGTCAATGTCAGAGTTGACTTA
GCAGACTGGATAGCTGTCCGAAATTCAAACATTCCTATCCTCCATCCAAAACCGAAGCTTTCATCGTTATCCAGTAACCACAAGTACAACATCTCC
CAAACCTCTAGTCAAAAACCGCATTAATTCACACTTATACGGCCATGCAGCACCCGATCGGGAGCTTGGGGTCTCCTCCCCTCATCCCCGACCCGA
TTCCGCCGCGACACGGCTCGGTCTCCGACCAGTGCCCGTCCGGGAAGCTCGCCGCGCCGAAGCGAGCTATTACACGACGATTACGAGCGGTTTC
GTCGGACGCGGCTGCGGCGGGGAGTGTGAAGCCTGTTTACATTTCGACGCCGGCTGATCGCGGTCTCCGGACGCCTCACAGCGGGTAAGATTA
GGGCTAGATCCGGACTTCTGGATTTTGAGAATCGTTGGAAGCTCAGTGTTATAAATAAGATTTCGATTCTCTTTTGGGAAAGTTACTTTGATTCCA
ATGTTGAGCATTTGATTCCATTTTGAGCACTGTTCTAAAAAGCCCGTAGCTGCTTGATTTAAAATTTAATTTGATTTACTGTTTTCAATATAATATTT
CGATATATATATATAGAATGAGGTTCAATTGAACTTCAAATCCAGATGAAAACGAGAACTCAATTTTGACTGTTGGATGAGATGATATAAAGACT
GAGTGGGTGGACACGTGTCAAACACACAAGACGCAACACGTTATTTTTGCTTTGAGTTCTCAGTTCTTACCAGATTTATGATTCTAATGGAACCGC
CCCTGTATATATATATATAATTCCGAATACTGTATGATCCGCCCAAGTTGGATTTACTTGAGCAGGTATCATTTTGATGGAAGCACGAGGCCATTC
TTCGAGGGATGGTACTTCAAGTGGCGATTCCGGAAATAAGGCAGAGCTTCTGCTTCATGTACACGGTGGAGAATCCGGCGTTCAGGAAGATGTT
GAGCCCGCTGGAAGTGTTGGAAAATGGGCCTCTGTATACAGGAACTGGGGTTCAGATACTCGGTGCCGATGACAAGTACATTTGTCGGTATTCT
CAAGAATCAGGATCCTTCTGGGGAAGTAAGTTACTACTACATTTTTAGCTATTTTTTAGCCACTTTCTGCTTTTGGTTTAGAGAGCTTGGTGGTTTT
TATCATACTGATGTTGGTAGCTTGTGGAAATTTGATATTCATTGATGACGATTGGTACCTATCTGATCAACACGAGTCATTTTTGAGGAGCTGCCA
CGCTGCAGTTTGAACAACCATGTGGCGGGTTAAAAAATTTATCAATCAATGAATGTTTGTCACGTATCACTTTGATTTTTTAACGTGATAGCTAGA
CAATAGTCGTGTCTATGTTATACGTGATGATTCATGTCCACCCAAGAAGAATCATTCATTCTTATTGATATGGGGAAACATGGCTTTAAGAATATA
AACTCTATATTTTTGTAAAAGGCCCATTTACTCCATTTATCTAGACAGGCATGAGCTAATGCTAGGCAATACTTTCTTGTCCAAGGACAACTTGCCG
CCTCCGGACGCGGAAGTTCACCCTCAGGTTGGTACTGCAACTGTTTATTAGGTGCAGGGTGAAGTAGCTTTTTATGTAACTTGTGTGTTCTATAAC
TGATATTCTTCACCTGTCAACCTGTTTGACGTCAAATTTGGCTCTTTACGTAAGAAAATTAAAAGACGTCAGCGTCTGCCGTTTGCGGGTTTATCAT
TTTACTGCCATTCCTGCAGGAATTTAATAGTAGAGTTTCGGAAGGTTTCCAGGTGACCCCACACTGGAATCAAGGTTTCATTCATGGTGATGATG
GCAGGTTGAGTACTCGTCGCATATTCTGCGTGTTGGCTCGATTTTCACATTGCTTTCAAGCTGCGGTTGATTTCTAAGCTATTTTTTTTATTCACAA
CGGTGCGTTTTGGTTACAGGACAGATCACAACAAAACTGTGAAGACTGCAAGGTGGGAGTACAGCACGCGTCCCGTCTATGGCTGGGGCAATG
TCAACTCCAAGCAAAAGGCCACTGCTTGGTGGCTGGCGGCTTTTCCTGTATTTGAACCTCATTGGCAAATATGCATGGCCAGTGGACTCTCAACC
GGTATGACGTTTTTCACAAGTCGTCTCTCTGGCCAATGGCACATTTTTCACTATGGTGTCTCGTGCATTCCAGGTTGGATAGAATGGGATGGTGA
AATGTTTGAGTTTCAGAATGCTCCATCGTATTCGGAGAAAAACTGGGGAGGAGCCTTCCTTAGGAAGTGGTTTTGGGTGATTTCACAATCCTTGC
GATTTTACCTATTTTAAGGCTATGTTTGGTTTAAGGAAAATTTGGTGGAAAGAAAAATTTGAGGGAAATAGAAAGGAAATGAAATTCTTGGAGG
ATTCCATCTAATTTTTCCTTGTTTGGTTTCATTAGGAAAATGTCAAGGAAAATTGTTTGGAATCCATTTCATTTTCCATGAGCATGGAAAATTTTAT
GGAAAAATATGTCAAAAATATCAACATTTCATCACTTCATACATTGAATTTGTTTAAAAATTCATTATTTGTTTGAGATACATTGAATTTGACTGGA
TTGATTTGTTAGAGATAAGAATTACATTTTCCATTAAATTTTCCACCTAATTTTTTTTCCCTTCTATTTTTCATCTAAACCAAACAATGAATTTTATTA
ATTTTCCATCAAATTTTCCTTTCCTCCAAATTTTTCCTAAACCAAACACACCCTAAAAGTTCGATGATCAGAATATCAGGGCTAAATCCGCTGGATA
TCAGAAGTGGATTGCCTTAAGATTTTGTAGTTGCACTTGTATTTTTGCCTCCTGACAATGCGGATCACTGTGTTTACTGATTACAGATCCAGTGTA
ACGTCTTCGAAGGAGCAAGGGGAGAAGTTTCATTGACTGTCGTTGGTGCGTTAAGGCAGTTACCAGGGCCATTCGACTACTATGAAAATGCTGC
TCTGGTACATATTTATTTGCATTTCAACTTTAAACACTCACCAACCAATATTAACTGTTGTGTTCTTCAAATCACCATTATATTTACTCGTGGTGGCT
ATGTGGATTACTGATTCGCAGATTGCAGTGCACTATAATGGAGTCTTTTACGAATTCGTGCCGTGGAATGGAGTGGTTACTTGGGAGGTGTCTGT
GTGGGGTTACTGGCACATGTCTGCCGAGAATGAAACTCATATTGTAAGTTCTTGTCTGCCGCCATGGTTGATTTCTTTTCCTTAATATTCCATTTGT
ATTACGATGCCTTCCCAAGTTCCAAGAAATGGTCTGTATATGTTTATTCTACAAATGTGATGTTTTTTGCAGGCAGAGCTGGAAGGAACGACGGA
GGAGTCAGGGACAATGTTGCTCGCTCCAACATCCGAAGCCGGGCTCGCCCCAACTTGTAAAGATGCGTGTTCCGGTTTGCTTAGATTACGAATCT
GGGAAAAGGGATCAAATGGGATCAAGGGAAAGGTATGCTGCGCTGTCTGGTTTTTTGTGCGAGGATAGTTGTAGATTAGTCGGATCCACACTG
AAAACCAATTGACAATGAGTGGAGGATCAATCTTGAGCTCAACTTGGGCGATGTGGGATAATACCACTTTGCTCAACAATAGTGTCTTGTATATG
TGCGCACATTTGTTATTGCCCTGACCCGAATTCCGTGTATTCAAAATCTGTAGAATGTATTGGACGTGACGAGCAATATGGCAGCGTTGGAGGTC
GGTGGGGGGCCGTGGTTCAATACATGGAGCGGCCAAACCACCACGCCGGAACTTCTGAAAAGGGCTCTCAGGGTTCCTGTGGACGTGGAGGGC
TTTTATAATTTGGCTCCGCTACTTAAACCCCTGGGTTGTAGAGTTGCTGAGGCTGTCAGGCAGTCCTTTTGATTAGAAGTTGTTTCTTCTTGATTTT
CGTCTGCGTCGTCTCTGTGTGGATGTTGTTCCTTTCTTCCTTCATGGAAGTCCGGTATCATCTCATCTCTGATTGAGTATTCTCTCGTGGAAGTTGT
CTGTTGTCTGTCCTGTCCCAGCGTGGCCATTGTACGTCGCCATGTTGTCTGTCCCAGCGCGGCCATTGTACACGTCGCCATTATAGTGCTATGTGC
GACTTGTGCATAGTGTGAGATATCAAATGTAGCGTGAAATATTGAGTGACTGTAAAAAAATGAATTTTCAACGTGATTCATGTCTATTAAAATTTT
CACGTGATAGCTTCTCATGAGTTGATTGATGGTACACATGTCCATTCAAGAAAGATTTTGAAACATATTTTTTATCCCTTTAAATCATTGCAATGAG
CTGCTTTGTTCTGCTAAAGTCAATTCATCTAAAACTCCAATTAACTAGGTGTTCTACTAAAGTCAATTCATTTAAAATGGATTGTAATTTTATTTATA
AAATTATAACAAATTATTTATCTGATGAACATATCAACACTTGAATGTAATAACTCATCTGATGAACATAATAATTCCTCTAATGAACATAATAACA
TCTGTTGAATGTAAAAACTCATTTGAAAAACATGTATCCCTAAAAGTTATGATTTTTGCTATGAATATAAATGACAACTATTGAAATTTGTTAACTT
TAATGCATAAAAATGAATAATTAGTGAATACAAAATTCTTAATTTGCTAATTTATATTTGTATTTCATTATTGTTGAACATGAATATATTCTTGAAAC
TTTCTTCTTATTTTTATATTTTATATTTTTGTATTGTTCATATTGGATTGAACTGCTGAAATAACTACTGAATAACACGTTTTGGAATGAGAGCACCC
AATAATGTGCATTACTATAAGTAATACAAAATCAATAATTTTGATATCATTAACCAATCAAATATTAACATATATATATTTAATTTTAAAAAATATTA 
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Supplementary Fig. S2. DNA sequence of the VTE4 gene of Kalanchoë fedtschenkoi
(Crassulaceae) encoding for the tocopherol methyl transferase (TMT). Gene accession number 
in Phytozome: Kaladp0032s0090. Green color marks the upstream region 5’UTR in which the 
promoter region is found, yellow color represents the coding sequence (exons) with the first 
possible starting codon highlighted and blue color indicates the downstream region 3’UTR. 
Jasmonates responsive elements (JRE) and abscisic acid responsive elements (ABA) are 
highlighted in purple and green, respectively. 

AGGTGAGATGAAAAGAAAATTGGATTGATTTTCTAAAATAAAATTCACCATTACATTCCAAAACTAATATTATTATTAGACTTAAATTTGTGTGTG
AAAATTACGTGGTTTGATTTTCAAAAGATGTCATTTTCTTTATGTGCGCAAAACGATATAATTTATTTTGATAACCAAACGACGTAATTTTTGACAA
AAGTCTAAGTCTTATAATAATATTATTTTAGGAATATAATGATAAATTTTATTTTAGAAAATAAGTCCAATTTTTTTTTCATCACACTTTTTTTGAAA
ATCATAATAGTTCTGACCTTAATTAAATAAGTGTTGATAGTTAAGGGTCCCTTTTGAATTTTATCCCTAAAAAAAACATAAATATTTCCCTGATTTG
ATGTGATTTACTCCCTCTGTCCGGTATTAGATGTCGCGCAGCCAAAAAGCTCGTGAATTAAAGGAGTAATTTATGGAAGAGAGAATAAGATAAAT
ATGGAAGGTAGTTGAGATGAGAGAGAAGTAAAATAGATAGGATTTGTGAGTATTTGAATTGTTGTTGAAAAGATAAAATTTTATAATTAATGTTT
GACTTTTAAGGAAGTTATGAGAATTAAATGTGCGTTGGAATTGTTGAGTGACAAGTAAAAATGGATAAATAATTTCGATTAAGTGACATGTGAA
AGAGGACAGAGAAAATATATGACTAATGTCAGTCTTAGAAACGAACCCAGATTCAATTAGATCCAAAATCCAATAGACCGAACTCCCATCCGGCT
CAACTGCCCAACCGAGCCTGATTGTAAAGAAGTTTTGTAGATGACAAGTACACTGCTTTTCCCATATACCAAAATGGCAAATAAACTGAACTTCG
AGGGCAACATTGCCAATCACATACACTGAAACACTCTCCCAAAATCTCAATAAAAAAACTGAATCCATCCGAATATACAAATAAATAAAAAAAAC
TGCCACATTCGTCTCATCAGCCACTATAAAAACCTCCGCATCAATGGCAGCCACCACCACCATCTCCTGCACGCTCTTCCAACCCCAACTCTCTCAC
TCCCCCTCAACCTACTTCCGAGCCACTGTCGCCGGACACCGTCGGCGGTTCCCGAGGATGTCGGCGTCTTCCGGGGCGGCGGTGATGGAGGCCG
AGAGAGACGAGAAGGAGGCCGTCATGCTGAAGAAGGGCATCGCGGAGCTGTACGACGAGAGCTCCGGGATGTGGGAGGACATCTGGGGCGA
CCATATGCACCACGGGTTCTACGACGCCGGAGAGGACACCGTCGTACAGCTCTCCGACCATCGCTCCGCCCAGATTCGGATGATCGAGGAGGCG
CTGAGTTTCGCTGGATTGTCTGGTGAGCGTCTCTCATCCATCGATCGTCCATACATCTCGTTATCTTCTTCATCTAATATAACAATAAAATAATGTC
TGTCGAACATTCAGTCACGTGATCCATCTCTCCCGTCCACCATATTATACGTCCATTCAGACTCTCTCAACCGCCTTCTCATCGCTATCCCTCCATGC
CAAAATAGCAAAACACTATTTGTTTTTGTTAAAATTTTTGTATAATTTTCTAACTAATTTTTTCCTTTCTTATTTTATAAACCAAACAAAAATACTTTT
CATTTTTCATCAAATTTTCATTTCCATTAAATATTCCTGATATCTATGCAAATTGTATAAAATATTCAAATCAATAAATATAAGGGAAAAAACCCAA
AAGGCGTTTGAACTATCAACGTTTATCCAATTGCGGTTAGAACTACCATGATTTCCAAAAAGGGTGCAATGAAAAAAAAATCGTACTGATTTTTTA
AATTAAAATTTACCATTACATTCCAAACTTAATATTACTACAAGACTTAAATTTGTGTGCAAAAATTAATTCATTTGATTATCAAAAGACGTTGTTTT
CTTTATGTGCGTAAAATGATATAATTTATTTTGATAATCAAACGACATAATTTTCGCACACAAATCTAAGTCTTGTAATAATATTAGGTCAGGAATG
TAATGGTAAATTTTATTTTAGAAAATCAGTCTGATTTTTTTTTCATCGCACTCTTTTTGGAAATCGTGGTAGTTCTGACCGCAATTGGGTAAGCGGT
GGTAGTTCAGGGCCCCTTTTGGGTTTTATCCCTAAATATAATGTACTTAATTTCAAGTTTGCAATTACATTTTTAGAAGAATTGCTATTTTTATTTTT
CATTTTAGTGTTTTAGGATATTGGATAGAGTCCTAGTCATATGTACCCGAAACCTTTAAATCTTAAAAAAAATAAAAATAAAATCTGAAAATCCTA
AAAATTCCTAAAACTTTATAGATCTAACACACTAAATATTAAATACATTATAACTCCTAAAATGAAAATAAAATAAAATAAAATCTTAATTTTCTTA
TCGCCCTATATTTCTATTCTCGTGTCTTTATTTTGTAAAATTTATTTTTAATAACAACTACACAATTTAATATTTCTTCATTCTTGAAACTAATGATTTA
GTATCTTATTTATTTCATTTACACACATGTGATGTTTTAATATGTCTCATGTTCGAAACTAGGTTCTCACTTTTACTCTATCCCATAGCACCCGGGCT
CATCATGGGAGACTTTGGATTCAAAAAAAATTTTTTTTAGGCTGTCTTTAGGGAAAATAGTAGGGAGAGGAAAATTTGATGAAAAGTAAAATTC
ATGATGGATTTCATCTTATTTTCCTTTATTTGGTTTATAATGAAAAATTTGAAGGAAAGTTTCAAAACTCATTTTAATTTACCTTAATTTTCCTTCTAA
CTTTCCACATAATTTTCTTCCCTCATATTATCCATCTAAACCAAACATTGAATTTTACTTATTTTCTTCCACATTTTCCTTTCCACCAATTTTTTCCTAAA
CCAAACACACCCTTAATGAATGCATTCATCAAATTAATAAATATTTCAAATATTTAATTCATTTTTCTGACTGTAAAACTCCTCACTTTGATTGGCTT
GTAGCCTAAACCAGATTTGTGTTTGTAGCTTTTAAGTTTGAACCACTTCTTTTGTGGTATGTATTTTGCTTTGAAATTTTCTCTTATTAAGTCTATGG
TGAAGAATTGGGTCTCACAAGTTTATCAGAGGACGAAACTAATACGAAAATTACAAAAAAAATTTTTTTTTTATTTTTTACTGTAAATTTGCAGAT
GAGTCTGGGAAGAAGCCGAAAAGAATAGTGGATGTTGGGTGTGGGATTGGTGGAAGCTCCAGATACTTAGCCAAAAAGTATGAGGAGGAGAA
GCGCAGTGGAGCCGAGACCCGAGGGATCACGCTGAGCCCCTTCCAAGCTCAGCGAGCGCAGGCTCTTTCCGCTGCGCAAGGGTTGGCCGATCA
GGTACAACTTTTTACACTTGTTAGTTAATTTAGTTGGTAGTTAGTGTGATGTATTAGAAATAATTCTTCACGGATTTTGCTGAGACCTGGAACTGA
CGAGGTGAAGTGGTGAGCAGGTTTCCTTCCAAGTTGCGGACGCGCTGAACCAGCCGTTCCCCGATGAGCAGTTCGATCTGGTGTGGTCAATGGA
AAGCGGCGAGCACATGCCCAACAAAGCAAAGGTGCGACCTGACGAATCTTTTTAACTAACTAGTCGAATGCATATATTGGCTTATTTTTTGTGAT
GCTTTTTGTGGCTGATCCACTGGCAGTTTGTGAGTGAGCTGGCGCGCGTAGCCGCCCCTGGCGCAACGATAATAATCGTCACGTGGTGCCACAG
GGATCTGTCCCCTGGCGAGACCTCCTTGAAGCCTGACGAGAAGGCGCTCCTCGGCAAGATCTGCAAGTCCTTCTATCTCCCCGACTGGTGCTCCG
CCGCTGATTATGTTAATTTACTCCGATCCCTCAATCTCAAGGTAATCAAATCCCATCAATCATTAAAAAATTCGACTTCTTATCGTGTGAATTGTCA
GTAATCATTTCTCACCCTGCTAACAACAAGACGCACCCTTATGACAATTTCAGAGTATTTCCGAATAGGGAAATTTACAAATTTGTCTTTTATTATT
GGCTGGCCAGCACATGACATGTTACTATCTGGCACCATCAAACCATTGCTAGTTTTCTGAAGCCTGCACATAATCATGGCAGGACATAAAATCGG
CTGACTGGTCTCCGAACGTGGCCCCGTTCTGGCCAGCGGTCATCCGCACTGCGCTGACATGGAAGGGTGTGACATCGCTGCTGCGGAGTGGTAA
GTTACTCTAAGTTGATGCTAATTTCAGAAACTTTAGTTTGGGTTCGGGGAGGTGAGATTTTGAAGTGGGCAGGGTGGAAGAGCATAAAAGGCGC
GATGGCCATGCCGCTGATGATCGAAGGGTACAAGAATGATCTGATCAAGTTCGCCATCATAACTTGTAAGAAGCCCGAATAGAGGAGGAGAAG
CGCAGTGCATCAGAATAAGGCGCGGATTGTTCATGCTGCGGCTCAAAGGCCATCACTCATTTTTGCCGCAAATTCTTCACGCTCCGTTCTGTATTT
TTTATTTTTCTTAAACTCACGCACCGAATTTGAATCGAAAATCACAAGAATGACAGACTGTCACCTTATTTTGATGGTATTAAAAATGGATGTTTCA
ATGATAACAAAGTATGGTCGTTTTGCAATATGTTACTCAGGTTCATATAATTGTGTATTGATTTGGATTATGTTTGGATCGGATCAAACTTGCTTA
GGGACGTAAAAATTGAGCGTGATATGTTGTTGGTTCAGAATAGAATTAGGGTGACTTCAGGTTAATTTCGAGTTTGAAAGTTAGAATATTAATG
GGAAAAATATTTGTGAAAGAAAACTAATTGCGTATATGAAAGTTGGCCAAATTTTTTTACCGAAAATATCAGTTTTGTATTTGAAATTTAGTGAAT
TTAACATAAAAATAAGAGGAAAATTTAAAAAGGGTTTTCATCTATCACCACTTTCTCTTTGAGTTGTTGAAAAGAGTGCATGAAAAAAAATTTGAA
CTGGTTTTATAAAATTAAATTTACATCTACACTTCCAAACTAATGTTACTATAGCAAACAAACTTGTGCATGAAAACTACGTAGTTTGGTCGTTTCG
TTCACATAAACAAAATGACGTCTTTTCACACTCAATTAACCACAATCATTTACAAATTTAATAAAATTAATTATATTTAATGAATCAAACTAATTTAT
TTTAAGCAACAAACTATAATTTGAATTTTTTGCATCGCACCCCTTTCCACAATTCAGATAGTTTAGACTGTTTTGAAATGTGGTGGTAGTTTCAAAG
CCCATTTTTGTGTTTTTCCCTAAAATTAATTATAAAAATTATATATGAAGTTTAATGAAATTGAATGAACAATTTGATTTCTATTTAAAATAGGGAG
TTGGCATGGTGGTTACAATATTGTCTAA 
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Supplementary Fig. S3. DNA sequence of the HPPD gene of Kalanchoë fedtschenkoi
(Crassulaceae) encoding for the 4-hydroxiphenylpiruvate dioxygenase (HPPD). Gene accession
number in Phytozome: Kaladp0673s0003. Green color marks the upstream region 5’UTR in 
which the promoter region is found, yellow color represents the coding sequence (exons) with the 
first possible start codon highlighted and blue color indicates the downstream region 3’UTR. 
Jasmonates responsive elements (JRE) are highlighted in purple.

TTTAATTTGAGCTTCCACGTTTCACTTCCAAACAAACATAAAACGAAAGTAGACAGAGAGGATAAGGAGGATAGGTGGCGTCCGTGGTGGCGAT
GAGATCCAAAAGCCACGTTATCCAATTTATCACAACTCTATTCTCCCCGTACTATTTTACTGGGTAGTTTATTTTTTTTATAGATTTGAATTTAATTT
ATCATTTTACATATAATTTTTTATGATAAATATTATGATGGATCTCAATATATTAGTATTAAATTCTACTTTGATAATATATTTTTATTATAATTTTAT
AATACTCTCTCTGTCTTCTTTTACATATCACTTAACGAATTTTTTTATCCACTTTTACTTGTCATTTAACAATTTTCAATGCGTATTTAATGTCAACAAC
TATCTTAAAATATCAAATATTAATCACTTCATTATCATATTCAATAAAAAATACATTCTCCACCAGTAATCATCTACCAATTTTACTTTTTGCACGAA
TTTTTTTATAACAACATCAACCACTCATTCATTAAATTTGTTTAACCGCTAGCATTAATTTAACGTTAATCTACTCAAATTAATTTTAAACGATATGT
AAGAGAGAACGAAAAAAATATTTATTATCTTTAAAAATTAATACGCAATATTTTAAACGATTAAATAAAAAATAATAGAGGTAGTAGGTTGGAAA
ATATTTCGACCGCTGTTTTGATTTCTCTACCCCACCAAAATAATCCATCGGGACCCACATCTCGGTAAAAGGCCGTGTTGACCTTTGACTTATTCAA
CTTCAACCATAAAACTTGCTGTCCATATAAACTCGACTGTGATAATCACTTAACAAAAAGCAGGAGAAGAAGAAGTTGTAGGTGAGAAAATGGT
GAAGGAAACATCAGCAGCAGCAGCTCAATCGCCGGGATTCAAGCTGGTGGGCTTCTCCAACTTCGTCCGCTCCAACCCCAGATCCGACCGCTTCG
TTGCGAAGCGCTTCCACCACATCGAGTTCTGGACCTCCGACGCTACCAATACCTGCCGCCGCTTCTCATGGGGCCTCGGCATGCCCCTGCTCGCCA
AGTCCGACTTGTCCACCGGCAACACCGTCCACGCCTCCTACCTCCTCCGCTCCGGCCACCTCAGCTTCCTCTTCACCGCTCCTTATTCCCCTTCCATC
GCCGCAGCTGATAACACTCGCCTCTCCGCTTCCATACCCACCTTCGATTACTCCGCCTCTCGTGCTTTCACCGCCTCCCACGGGCTCGGCGTCCGCG
CTGTCGCGATTGAAGTGGAGGATGCCGAGGCCGCTTTTCACGTCAGCGTCTCCCACGGCGCGAAGCCCTCCGCGGAACCGGTACGGCTCGGCG
ATGGCTTGGTGGTGTTGAGCGAAGTCAAGCTTTACGGCGACGTGGTGCTCAGGTATGTCAGCTTCAGCAGCTCGAACGACGAGCAGTCTGTGTT
TCTGCCTGGATTCGAGCCCGCGGATGACTCATACCCGCTGGATTTCGGGATCCGGCGGCTGGACCACTGCGTCGGGAACGTGCCAGAGCTAGCG
CCAGCAGTTTCCTACGTGAAAGGGTTCACCGGGTTCCATGAGTTTGCGGAGTTCACAGCAGAGGATGTCGGGACGAGTGAGAGCGGGCTGAAT
TCGGTGGTGCTCGCAAGCAATGACGAGATGATATTGCTGCCGATGAACGAGCCGGTTCACGGGACGAAGAGGAAGAGTCAGATACAGACATTT
CTGGAGCACAACGAGGGGCCTGGAGTGCAGCATTTGGCGCTGGCCAGTGAGGACATATTCAAGACTCTGAGGGAGATGAGGAAGAGAAGCAG
TGTGGGCGGGTTCGATTTCATGCCCTCCCCACCTCCTACTTATTACAAGAATCTGAAGAAGCGCGCAGGCGACGTGCTCTCTGATGAGCAGATCA
AAGAGTGCGAGGAGCTGGGGATTCTGGTGGATAGAGACGATCAGGGCACTCTACTTCAGATATTCACCAAGCCTGTTGGAGACAGGTATATGC
ATTCATATACATCACTGCCTTATTGTTTTTGCGAGTTTGAACTTGTTAGTAAGATCGTTAGGCGTTAGCCGGTTCATCCAGGAATGCGGCTAAAAC
CCGCTCTGATATCATGCTAGTAAGTTAGTTTCACACTCAAAATCAATTGGCGATGAGTGGGAGAGTCCAACTATACTTATAGATTAGTGTTTTGAG
CTCAATGTGCGATGTGGAATACAATTCCTTTATATGCACCAACATAACTACTTGTTACCAGCCATTCATAGTGTGCACTGTGCTTTTACGGCCCTTT
GAAACATTCAATCACACACACAACTGACAAGTAGAATTCCTAACGAGGGTGGTGAATCCAACGGCCAGCCAGAGCCACCACTTCCTGCATGCAC
CGGCCATTTTTGGTTTCATTTTTTATGCTGAACTAGTTGGAAGGTGAAGCTCACTAATAATCTTCGCTTTGCTGTTGAGTGCCCAACTGATATTTAT
TGGATCTTGCTTGGCAGGCCAACCATTTTCATAGAGATAATTCAGAGGGTTGGGTGCATGGTGAGGGATGAGGGAGGTGAGAGTTATCAAAAA
GCAGGGTGTGGAGGATTCGGCAAGGGCAACTTCTCCGAGCTCTTTAAATCCATCGAGGAGTACGAAAAGACTCTTGAAGCAAAACGAATCACAT
CCCCATCTGCTTAATCATGCCCGCTTATGAACGCTTTGTTATATAAATTCACAATAATGGATCTTTATCCGGTGTTGCAAAGTTAGGTTACAGCTAT
ATTGTAACCGCGGGTATTTACCCAAAATATCCATGATATTTATTCAAACTATGATGGCTATTATTTAAAATTAAATTGACGTCTATAAATTGTTTGA
CAATTTTGGATCAAAATTCTACAATTAAACGAATAAGTCTTTTTGTCCTGCACGCCTCTGTGACTCAAAGTCCTGTAGTATTATTGACATGGTAGTT
CACCGTCTTCATTTGTATTGCCGACGTCGCTCGATTCAGCCCTCACTGCTTCGACTCAAACCTTGTTACATACTTGCAAGGCCAATAACCCTTCAAA
ATCTAATTGACACTGAAATCGACGCCTGCCCTTCGAATTGTGTCTTTCATTTTTCATACAATACACTCAAATCGAGACTAGGATTCATACGGTGAAT
TCATGATCTATCAATTTGGTAATTTTCTCGTAAATTGTGCATACAGAATAGTGGACAAAGGAGCTTCATCGGTTTCCATGGTCGATGTCGGTGAAG
CATGGAGAGCTCCGGCGAGTGTTGCATTGCATTGTGGCCGAGAGTTTTAGGTCGGTTCAAGTGTTGAACCGGATCAAACCAGATCGATCTGGTT
CAACTATTGAAACAATTTTATTTAAAGGTTTAATTTGGCGGTTCGGAAATTGAATCTGGTACATGAAATGGTCTGATTTGTTTTTAAAATGATAAA
CTAGCAGATACTTGAAGATTAAACCGGTTTAATTTCATATGAATAACTTTTTAATTTAATTGGTAACTCATCGATCATTTAGTAGGTGGTTACTTCG
ATTCAATTGATGTTATTTTAATTTCTGGTTTAATTATCATACCAGAAATTCAAGTGATTTAATTGTGTTTCAATTTTTTATTAATATGATTTATTGATT
TAGTAGTTAAAT
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Supplementary Fig. S4. DNA sequences of HPT and MPBQ-MT genes of Kalanchoë 
fedtschenkoi (Crassulaceae). Genes accession numbers in Phytozome: Kaladp0001s0324 and 
Kaladp0024s0442. Green color marks the upstream region 5’UTR in which the promoter region 
is found, yellow color represents the coding sequence (exons) with the first possible starting codon 
highlighted and blue color indicates the downstream region 3’UTR. No responsive element to JA 
or ABA was found.

GTCCTGAAGCTCTTTTCAATTCTTGATCAGACATGTCAATCAGTTGATAATCCGATCTTTTTCCTCAGGACACTCACTTACCTTTTCAGCGAGTATTC
CAACCCTGAATTTCTGTTTAGTTTTGCTTTTTACCTTATGAATCAAATTGCAGACACATGTATTTCAAAGACCAACCGTCATCTCCAGGCCTCTTATA
TTTGCTACAGCATTCATGAGCTTCTTCTCGGTCGTCATCGCACTCTTCAAGGTATTCCCTTTTGTGACTGTGAAGCGTCAACATGGACTATCAATTT
ATATGTTACAATACCAAGCTCACATTAATTGTTCGTAGGACATACCTGACATCGAAGGGGACAAAATCTTTGGTATCCAATCTTACACGGTGCGCT
TGGGCCAAGAGCGGGTTAGTCCTAAACCTATAGACTTAACAGTCTGAAGACTACCCCCTCCCTCTCCCCAGTGTTCTATTAATACGTGTTCAAATT
GATTGTTGGACAGGTCTTCTGGATTTGCATTGCCTTGCTTGAGATGGCTTATGGTGTTGCTATCTGTGTCGGGGCTATCTCCCCTAGCCCATGGAG
TAAACTGGTGACGGTAATAATCTTTTTTAAATTATCAAATATTCAACTACTTAATATTCAGTTTACAATGGGGTATAAATTTGTAAAGCCAGCAGC
ATCTCATCATGTGTGTTAAAGAAGTCCATATGCAGTCGTCATACAAAACTATTTCTCTATATGAGAGTTCCAAGCCCGACAAACTGATCCACTGTT
TTGCTCGGGCGCTGAACACAAACAGGTACTTGGTCATACCGTGATGGCGTCAATCCTTTGGATTCGCGCCAAATCGACCAACTTAAATAGCAAAG
CGGCTATCACTGCATTTTACATGTTTGTCTGGAAGGTAATCATCATTTTGTCTAGTCAACTAGCTTGGATTGATTCCTAGACGATGGAGGGATTAA
TGAGCCGTAATGGTTTCTTATGGTGTATTTTTTTTGCCACAGCTCTTCTACGCGGAATACTTGCTCATCCCGCTTGTTCGATGATGAATTGAAATGC
TAGCTCTGACGACATGCATCTGAAGCCAGTGCTGTCGCCTTCTCAGTTCCCACTGTCAATACCCGCCTTTTCCTGGGATAAAAAGGTTCAGTCAGT
CGTTATGTGTGCGCCGTTTGCCATTGGAGCCAATGATTGTCACTTCACTTGTTAGTGTAGTTTTGTGAGCGATTGTGAGAGAGCGTGAATATCCTC
ATGCTCATGCGTGTAACTTGCAGTCAGAATTTATTGTTGAATAAATAAATATTATAGCCACATTGAATGGCATCCTTAAGGATTGACATGGATGA
GTTTCAGCGAAACGTAGTTACTTTTAGCGACGAAAGGAATTTCTTTAGCGACCAATGTGCGTTAATATGGAACTTTAGCTTTTTTTTTTCTATTTAT
TTATTACTCTATTTAATTATGAAAATTAAAATTAAGGAACAATTCGAAGTCTCTTGTGGAGATTCATCCACAGATTCTTCACAACTTGCAATCGGAA
AGACCCATCATCATTTCTAACATCTCAACGCTGTGGCTGTGGGCACCTACTCCCTCTGTCCTCTTTTACATGTCACTTAACCGAATTTTTTTGTCCAC
TTTTACTTGTCACTTACCAATTTTCAATGCGTATTTAATATCAACAACTACCTTAAAATGTCAAACATTAATCACTTAATTATCATAATCAATAAAGA
ATACATTCTTCACCAATAATCATCTACCAATTTTACTTTTTGCACGAACTTTTTCAAAAAAATGTTAACCACCTATCTATTAAATTTATTCAACCGCTA
GCATTAACTTCACCTTAATCTACTCAAATTAACCG 

GGATTTTTTAATTTTTTTCAAATATTTTATACTGTTATATATGACAAAAAAAATAAAGTGCATAAAAAAATAAAAGACTCAAAAACTCGGTTAACAC
TAACTTCTCACTCCACACCACACACTAAAAAACAATTATGTCCTCACGGATTAATAGCATAGAATTAATAAAGGAAAATTTTCCAAAGAAAGAACG
AAATGAGAAAGAAGTAGTTTGGTCAAACTGATATCTCAAGCCACGCACTAACCAAACTAGTCATGCTCGCTAGGAGTGTAAGGAAAAACCATCA
AACCGATAAATTGAATCGAATTGAACCGAATCGAGCAGTTCAGTTCGATTTTATTTTTTAATCGGTCGGTTTCGGTTTGTGATTATTAAAAATCGA
TCGGTTCAGTTCAGTTTAAAAAATTCAATAAAAAACTTTTTAAACCGAACCGAACCGAACAAAGGAACCCTAGCAGAGTAGCAGGCACGCCTATC
CCATCTCCTCCTTCATGACACTCCACTCAGCCGCTCCTATCTCTCACTTTCCCAAATTCCTGTTTCACTTTTTCACTCTCCTATGTCCTATCCCCAAATT
TCCGTTTCACGCCGCTCCTACTCTATCCCCAAGTTAGGAGTGTGTGATGCCATCTAAAAAATTAGGCTCATCCTATCAAAAATTAGGATCTCGCCTC
GCGTGTTTTGTGGTGCAGATGCTGTTTTGTGGTGCAGATGCTGTAGTATAATTTTATGGTTTGTTGGCATTGAAAAACAGTTTGCACTCTTGTTTA
GAAGAAGATTGCTGTGTCGGTGGAGCAATACTGAGTTCCACCTCCGGTGTCTCAGGTTTTTCTAATCTCAGCTGCTCATCTATTTTTTTATTATACA
GTGATTCAGTTTGAAGAGCATGTAAGTATGTAGGTCGAGTGCCTAATTTGGTTTCTTGATTCTTCAAATTCAATTGTACAGAAGCAACACATAGTT
GCTCAAGAATCTGGGCTGCCTTGTTTGAGCATTTCAATGACTTCCGCAATGATCAATGGAGCAGGCAGTGTGGCTCTGATCAAAGGTATCAAGAC
TGAAGGGTTGGGTTTTGTCGGCTCTGAGCTCCACGGGAGACATTTTCCTGAAATGGTTTCAGTTTCAGCTGCTCGAATCCCCACTTCAGTTTCCAA
AACTTTATCAACACCTAGACGCAGTTTATCAGCTTCCAGGCCAGCATCGCAACCTAGGTTCATCCAACACCAGCAAGAGGCATTTTGGTTCTACAG
GTTCCTTTCTATAGTGTATGACCACATAATCAATCCCGGGCATTGGACAGAGGATATGAGAGATGAGGCGCTTGAGCCTGCTGATCTCAATAATA
AGAACATGATAGTTGTTGATGTAGGCGGTGGGACTGGATTTACTACTTTGGGGATAATTAAGCCTGCTTAATCTATCCAAGGGTTGGATAGTTG
GCTTGAAGATTTGCTGAACACCTATTATATCAATTTCCTACCTCAACCTGTTTTGCTTCACTACAGCTTTAAACATATTTCCTCACATTAATGTTTTTT
TATCTATTATTACTTTTCTCACTACTTTTTATAATTGTCTATAGATAATTGTTTTACATGTATTAATTGGTTGTATGTTAAACATTTTATTAGGTTGGT
TATATATGTTTTTTAAGTTAGTCTTTTAAATTATTTTTGACCGAACCAAACCGAAGTCGAACCGAACTGATCAGTTTGATTCAGTTTGGTTTTTCAA
ATTGTATGGTTCGGTTCGATTTAAAAAAATTGAAAACCGTTGAATATTGATTCGGTTCAGTTTTCACATAAAACCGAATCGAATCGAACCGTTATA
CCCCTAATGCTCGCGGCATCTCTTCCCTGCTTGTGGCTCTTTTGGGTAAGTCCTCATGAGCTGTTGAATCCAGCTACGTGCAAGTTAACTTCCCATC
AGCTCGTGGCCGACGATTTTTTTTAATTTTCTATTTTTGGCGAACTACTACAAAACACCACACTATTACTCAATGTAGTTATTGAGGCCTAGGTAAA
AGTATTAGTGGATGAAAATAATAACAATAATAATATAAAAGTTAGATTATATATCACATGTGATGCTGACATATGAGAATAAAGATGATCAATAA
TATAAAGGTAGTGTCTCCTAGTTTTATGATGGCGATGGTTGCTCGTCATATGGCGGTCCTCCCTCCACACAGATGTGCCTCCGAATAAGCTCCTAA
TTCTGTAATTAAAGGTTGGGGGGAAAGTGTCTGAAAAGTGGCTAGAGATGGATTAAAATTAAGTAAAAATTTGGTTTGAAAGTGAACGGAATG
ACTGCAAATCTAAAATATTTTAGAGTATATATAATTTGACCGAAAACTGATTGGTAAGGTGAAAACAAATCTTTAAATATATTATAATATGTATAA
ACTGGCTGGAAA 

66







CAPÍTULO 2 
Impacto de un evento de sequía extremo en la reproducción clonal 
y la capacidad de aclimatación de la planta suculenta Sempervivum 

tectorum L.

Chapter 2. Impact of an extreme drought event on clonal reproduction and 
the acclimation capacity of the succulent plant Sempervivum tectorum L. 

Sabina Villadangos1,2, Sergi Munné-Bosch1,2 
1Department of Evolutionary Biology, Ecology and Environmental Sciences, 
Faculty of Biology, University of Barcelona, Barcelona, Spain 
2Institute of Research in Biodiversity (IRBio), Faculty of Biology, University of 
Barcelona, Barcelona, Spain 

Publicado en Basic and Applied Ecology (2024) 81: 96-105. 

69





RESUMEN 

Los rasgos funcionales se han definido como aquellos que afectan al rendimiento del 

organismo, es decir, al crecimiento y desarrollo, la reproducción y supervivencia, por lo que 

se han asociado generalmente a la aclimatación y la adaptación. Aquí, nos propusimos 

estudiar el impacto de un evento de sequía extremo en la reproducción clonal y los 

mecanismos hormonales subyacentes a la aclimatación de la siempreviva de los tejados 

(Sempervivum tectorum L.), una planta CAM adaptada a sobrevivir en ambientes adversos. 

También exploramos la validez de las fitohormonas relacionadas con el crecimiento y el 

estrés como rasgos funcionales para evaluar estos procesos en el campo. Comparamos la 

respuesta de las plantas, considerando tanto las rosetas madre como los nuevos clones 

producidos, a un evento de sequía estival muy extremo ocurrido en pequeños acantilados 

de las montañas de Les Guilleries (NE Spain). Medimos varios marcadores de estrés en el 

campo junto con el perfil hormonal mediante un enfoque metabolómico utilizando 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. Los resultados 

mostraron que la propagación clonal se detuvo durante el periodo de estudio y revelaron 

un aumento de 100 veces en el contenido de ácido abscísico de la primavera al verano tanto 

en las madres como en los nuevos clones, concomitantemente con reducciones en el 

contenido hídrico relativo, que disminuyó solo en un 20%. El jasmonato bioactivo 

relacionado con el estrés, jasmonoil-isoleucina, aumentó simultáneamente al ácido 

abscísico, mientras que las hormonas relacionadas con el crecimiento, incluyendo las 

citoquininas bioactivas (2-isopentenil adenina y trans-zeatina) disminuyeron de primavera a 

verano, lo que fue coherente con la detención del crecimiento. Se concluye que S. tectorum 

ajusta el reclutamiento de nuevos clones durante periodos de baja disponibilidad hídrica y 

resiste eventos de sequía extrema durante el verano (previniendo la pérdida severa de 

turgencia celular a contenidos de agua del suelo inferiores al 2% y temperaturas superiores 

a 43ºC) activando con éxito una compleja respuesta hormonal que subyace a la gran 

capacidad de esta especie para sobrevivir a eventos climáticos extremos. 
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APPENDIX A

Fig. S1. Variations in endogenous contents of the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-

1-carboxylic acid (ACC) between spring and summer in leaves of mother rosettes and

recently formed clones of Sempervivum tectorum L. growing in small cliffs in Les Guilleries 

(NE Spain). Data represent the mean ± SE of n = 8 for mother rosettes and between 23 and 

24 new clones (for spring and summer, respectively). Results of statistics, showing the 

effects of time of measurements (season), developmental status and their interaction is 

shown in the inlets. No significant differences were observed between mother plants and 

new clones at any time point of measurements (P>0.05, Tukey’s post-hoc test). NS, not 

significant.
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Fig. S2. Variations in endogenous contents of the growth-related phytohormone auxin, 

indole-3-acetic acid (IAA) between spring and summer in leaves of mother rosettes and 

recently formed clones of Sempervivum tectorum L. growing in small cliffs in Les Guilleries 

(NE Spain). Data represent the mean ± SE of n = 8 for mother rosettes and between 23 and 

24 new clones (for spring and summer, respectively). Results of statistics, showing the 

effects of time of measurements (season), developmental status and their interaction is 

shown in the inlets. No significant differences were observed between mother plants and 

new clones at any time point of measurements (P>0.05, Tukey’s post-hoc test). NS, not 

significant. 
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Table S1. Environmental data registered in 2023 from the XEMA weather station located in 
Vic, Barcelona, Spain (at 9km from the studied population). Coloured cells indicate the 
sampling months (Spring, June; Summer, August).

85





CAPÍTULO 3 
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RESUMEN 

Los organismos aeróbicos son propensos al estrés oxidativos cuando satisfacen sus 

demandas metabólicas y del desarrollo, particularmente en ambientes estresantes. Aquí, 

nuestro objetivo fue revelar estrategias de supervivencia para resistir un estrés extremo por 

sequía en una especie clonal a varios niveles organizativos, incluyendo las rosetas parentales 

y la descendencia clonal. Exploramos los mecanismos fisiológicos subyacentes a la tolerancia 

al estrés durante la reproducción clonal en la especie altamente tolerante Sempervivum 

tectorum, en condiciones controladas y en su hábitat natural. Encontramos una estrategia 

inesperada de tipo quiescente a través del mantenimiento de bajos niveles oxidativos en las 

hojas ante un estrés severo. Incluso con una disponibilidad de recursos muy baja, tanto la 

planta parental como la descendencia asociada ajustaron su fisiología, manteniendo vivos 

los hijos unidos durante el tiempo necesario hasta el enraizamiento en el suelo (a veces 

durante varios meses), sin comprometer la roseta parental. Estos resultados muestran los 

mecanismos a través de los cuales esta especie extendió su supervivencia durante periodos 

prolongados de estrés sin costes fisiológicos irreversibles de la reproducción clonal para 

todo el genet. 
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Abstract

Aerobic organisms are prone to oxidative stress when meeting their metabolic and 

developmental demands, most particularly under stressful environments. Here, we aimed at 

unveiling survival strategies to withstand an extreme drought stress in a clonal plant species 

at various organizational levels, including both parental and offsets rosettes. We explored 

physiological and morphological mechanisms underlying stress tolerance during clonal 

reproduction in the tolerant plant species Sempervivum tectorum in both controlled and natural 

habitat conditions. We found an unexpected quiescent-like strategy through the maintenance 

of low oxidative levels in the leaves under severe stress. Even with very low resource 

availability, both the parent plant and the associated offspring adjusted their physiology, 

keeping the stolon-connected offsets alive for as long as required until rooting into the soil 

(sometimes for several months), without compromising the parental rosette. These results 

revealed the mechanisms through which this species extended its survival during prolonged 

periods of drought stress without irreversible physiological costs of clonal reproduction for 

the whole genet.
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Introduction

Living organisms grow, mature, reproduce and then senesce and die. To maximize organismal 

fitness, a set of natural trade-offs among these vital processes shapes life-history traits

(Stearns, 1992). During their entire life, individuals experience cycles of growth, reproduction 

and death that are modulated by environmental stressors that can induce higher levels of 

oxidative stress, leading to molecular and cellular damage (Selman et al., 2012). To protect 

the physical body, evolution has provided mechanisms to neutralize reactive oxygen species 

(ROS) or to repair to some extent oxidatively damaged biomolecules (Beckman & Ames, 

1998). However, these repair mechanisms are not cost-free, and mutations induced by free 

radicals inevitably accumulate and get fixed in the somatic line over the years, leading to 

aging (Harman, 1956; Isaksson et al., 2011). Furthermore, under severe stressful conditions, 

if the neutralizing mechanisms such as the antioxidant system do not balance ROS production, 

this oxidative threat may result in an irreparable oxidative damage, eventually leading to cell 

death (Van Breusegem and Dat, 2006). Thus, redox balance and oxidative stress homeostasis 

are of utmost importance as they immediately reveal changes in environmental conditions 

(Waszczak et al., 2018), triggering cellular signaling pathways that end either in stress 

acclimation or death (Mullineaux & Baker, 2010; Foyer & Noctor, 2015).

Plants are sessile organisms, but their unique post-embryonic development with 

modular growth allows them to exploit the ability of turning over damaged tissues (such as 

leaves and roots) at a high rate. This enables the compartmentation of damage, so that aged 

(damaged) organs are discarded and replaced through the resprouting of new ones after 

environmental disturbances in order to escape senescence for extremely long periods of time, 

at least in some cases (Thomas, 2012; Morales et al., 2013; Dahlgren & Roach, 2017). Due 

to their constant exposure to environmental constraints, plants have evolved efficient 

oxidative stress mitigation strategies including the antioxidant machinery (Gill & Tuteja, 

2010). Therefore, their plasticity together with their outstanding mechanisms of antioxidant 

protection makes plants useful models to study life-history trade-offs and the oxidative stress 

homeostasis, with environmental stress as a shaping factor.

Perpetuating the genotype is the driver of most biological processes and the basis of 

all living organisms, but reproduction is an energetically demanding process with many 

associated costs (Obeso, 2002; Speakman, 2008). Clonal organisms have an alternative

reproductive strategy through which genetically identical entities descend asexually from a 
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parental individual (De Meeûs et al., 2007). Despite lacking the recombination benefits of

sexual reproduction (Eckert, 2001; Cavalier-Smith, 2002), clonality allows for rapid growth 

and spread in new habitats in eukaryotes, even in stressful environments, as nicely illustrated 

by some clonal plants (Klimeš et al., 1997; Douhovnikoff et al., 2010; Fenollosa et al., 2016). 

Indeed, the division of labour among interconnected ramets, also known as clonal offspring, 

may be environmentally-induced or developmentally-programmed, and allows either a 

specialization or a cooperation strategy to favour the whole genet performance (Stuefer, 

1998). Although clonality seems to have some costs for adaptation through natural selection, 

clonal plants have a higher degree of plasticity in the short term, partly provided by epigenetic 

acclimation offering a rapid response that is not possible through genetic adaptation (Rapp & 

Wendel, 2005; Douhovnikoff & Dodd, 2015). Furthermore, recent research has shown 

heritable epigenetic changes that are involved in plant stress responses, allowing for 

phenotypic variation that provides rapid clonal plant population adjustments and successful 

stress acclimation (Wibowo et al., 2018; Sammarco et al., 2024). Yet, clonal reproduction 

may represent a metabolically demanding condition for the whole plant as maintaining inter-

ramet connections has energy costs associated (Kelly, 1995), sometimes resulting in clonal 

plants ceasing support to dependent ramets under severe stress (Matlaga & Sternberg, 2009) 

or not (Zhang et al., 2009). Since oxidative stress definitely plays a regulatory role in the 

trade-offs between growth, defence and reproduction in plants (Morales & Munné-Bosch, 

2016), it is imperative to consider its extent in clonal plants under stressful conditions.

In this work, we aimed at deciphering the survival strategies underlying extreme 

drought stress tolerance and recovery in the clonal plant Sempervivum tectorum L. at various 

organizational levels within the clone, with a particular emphasis on the oxidative stress 

homeostasis control. S. tectorum is a stress-tolerant plant species that combines sexual and 

asexual (clonal) reproduction in its life cycle. In our model, we found a quiescent-like strategy 

through decreased oxidative levels in leaves of the parental rosette under severe stress, with 

both the parent and the clonal offspring surviving after a very prolonged period of time.

Specifically, we show morphological and physiological adjustments at various organizational 

levels that involve no survival costs for the parental rosette during clonal reproduction and 

until rooting of the clonal offsets is successfully achieved.

Results

Extreme stress tolerance during reproduction in a clonal species
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Plants adapted to extreme abiotic conditions, such as our model in this study (Supplementary 

Fig. S1A), are useful for unravelling strategies underlying plant survival and trade-offs 

between stress tolerance and clonal reproduction under extreme stressful conditions. 

Surprisingly, we observed that unrooted S. tectorum offsets could survive without any 

substrate or supplementary water for a whole year, showing outstanding desiccation tolerance

(Fig. 1A). The rosette folded the innermost part, hence protecting the youngest leaves and the 

meristematic central point of the rosette from desiccation, whereas the outer leaves 

(progressively older from the center to the edges of the rosette) senesced over time. After one 

year of desiccation in the air, the relative water content (RWC) gradually decreased from 72% 

in the inner part to the irrecoverable 18% of the totally dried outer leaves. Moreover, the 

maximum quantum efficiency of photosystem II (PSII, given by the Fv/Fm ratio) indicated a

progressive reduction of PSII integrity from 0.71 in the inner part to non-detectable values in 

the outer dried leaves.

Exposure of S. tectorum potted plants to drought showed that this species can 

withstand very severe stress during clonal reproduction, as after 29 weeks of nutrient solution 

withdrawal, offsets were still alive, and the parental rosettes recovered their photosynthetic 

and water statuses in the middle leaves with only 1 week of rewatering (Fig. 1B). The parental

rosettes kept the unrooted offsets attached by stolons throughout the experiment, with the 

offspring also fully recovering from the stress after rewatering. Indeed, a tetrazolium viability 

test indicated that the unrooted offsets showed significantly higher leaf viability under 

moderate stress, presenting 38% and 34% less leaf damage than their parents and the rooted 

offsets, respectively (Fig. 2A). This result was also supported by the quantification of the 

green area for each individual rosette, with unrooted offsets presenting the highest percentage 

of green area (Fig. 2B). We observed a gradual senescence in the rosettes along with stress

prolongation, with the green area of the parents and unrooted offsets dropping to similar 

values of below 4% under severe stress and all green area located in the innermost part of 

each rosette. After 4 days of rewatering, the percentage of green area was 6 and 8 times higher 

in the parental rosettes and unrooted offsets, respectively. Thus, this clonal species is endowed 

with an efficient strategy to protect the meristematic tissues in the apical inner bud needed for 

regrowth.

Prompted by these results obtained under controlled conditions, we then investigated 

the drought acclimation response of this clonal plant in its natural habitat (Fig. 1C). Among 

the southern latitudes of the native range of this species, we selected three populations across 
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drought and altitude gradients to study their seasonal course (Supplementary Fig. S1, B and 

C). Climatic and biogeographical conditions clearly influenced the leaf water and 

photosynthetic status of the plants. Although population 1 was the most affected by summer 

drought (Supplementary Table S1), the RWC only decreased down to 70% in the middle 

leaves of the parental rosettes, while the slight photoinhibition (Fv/Fm of 0.72) that occurred 

during the summer was reverted in the autumn. Plants from population 2 were also sensitive 

to drought, but the mild reductions in the water status and PSII integrity were reverted in the

autumn. Plants from population 3 growing at a high altitude had the lowest levels of both 

parameters, but during the summer the parental rosettes experienced neither photoinhibition 

(values above 0.75), sensu Takahashi & Badger (2011), nor significant decreases in water 

content. Despite senescence of the outer leaves, the parental rosettes kept some unrooted 

offsets alive for several months throughout the summer, thus also showing that clonal 

offspring survival was a priority in stressed plants under natural conditions (Fig. 1C).

Hormonal response and quiescent-like strategy of the parental rosette

To investigate the physiological mechanisms underlying the extreme stress tolerance and 

resilience of this species, we examined hormonal and antioxidant contents in the middle

leaves of the parental rosettes from potted plants (Fig. 3). The levels of the abiotic stress-

related phytohormone abscisic acid (ABA), which is commonly involved in early water stress 

responses, showed the highest peak during moderate stress and decreases during severe stress, 

evidencing a transient signaling role (Fig. 3A). By contrast, the content of salicylic acid (SA)

showed drastic decreases during moderate stress, followed by a recovery to initial levels later 

on (Fig. 3A). Moreover, drought stress altered jasmonate metabolism, as the pathway was 

directed towards the accumulation of the bioactive form jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile) under 

moderate stress (Fig. 3B). JA-Ile levels peaked simultaneously with ABA levels, showing a 

similar seasonal dynamic.

Regarding photo-oxidative stress and antioxidant protection, the content of 

malondialdehyde (MDA), a secondary product of lipid peroxidation, was paradoxically higher 

before the onset of stress than during both moderate and severe stress (Fig. 3C). Hence, the 

endogenous levels of this oxidative product did not increase at all during stress, recovering to 

initial values after rewatering. We observed a photoprotective response from the chloroplast 

lipophilic antioxidant vitamin E, which is the only known counteractor of membrane lipid 

peroxidation. The levels of its precursor γ-tocopherol decreased with stress, while the content 
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of the major and most active form of vitamin E, α-tocopherol, increased, most particularly

between moderate and severe stress (Fig. 3C). Overall, these results suggest a protective

quiescent-like strategy in the middle leaves to maintain low oxidative levels during prolonged 

periods of stress (Fig. 3D). Vitamin E led this strategy, whose biosynthesis seems to be 

enhanced by both ABA and JA-Ile accumulation, as we previously reported in a short-term 

drought acclimation response study in this species (Villadangos & Munné-Bosch, 2023).

Adjustments in clonal offsets production and hormonal variations in stolons

Maintaining both the parental rosette and clonal reproduction should come at some 

physiological cost. Indeed, we found adjustments in clonal offsets production in the three 

studied natural populations of S. tectorum, with this variable influenced by the season (Fig.

4A and Supplementary Fig. S2A). When pooling all the data from the three populations, we 

observed an increase in the total number of offsets in the summer compared to the spring (i.e.,

the growing season), while clonal offset production was negative in the autumn compared to 

summer, meaning some offsets died. In the summer, significant differences were found 

between the populations (P < 0.05), with population 3 (located at the highest altitude) being 

the most productive. The rooting of the offsets turned out to be dependent on the population. 

Only plants from population 3 had more rooted than unrooted offsets, while no significant 

variation in the numbers of offsets per season was observed (Supplementary Fig. S2B). 

Despite the high interindividual variation, rooting success was higher in both populations 1

and 3 compared to population 2, where no unrooted offsets in the spring managed to root 

during the spring-summer period (Fig. 4B).

A varying phytohormonal profile among the populations in the autumn season was 

found in the stolons connecting the parental rosette to each offset. We found an increase in 

ABA content in the stolons from unrooted compared to rooted offsets, with variations in the 

content of several hormones also observed among the populations, consistent with contrasting 

environmental conditions (Supplementary Table S2). The stolons of plants from population 1 

presented higher ABA levels and lower contents of the growth-related active cytokinins trans-

zeatin (Z) and 2-isopentenil adenine (2iP), with the latter presenting a decreasing gradient 

from population 3 to 1 (Fig. 4C). Moreover, the stolons of population 1 showed significantly 

higher gibberellin 1 (GA1) levels compared to those of population 3 and a lower auxin (IAA) 

content than those of population 2. By contrast, the stolons of the less drought-exposed 
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population 3 showed higher levels of 2iP and SA and lower contents of OPDA and ACC 

(jasmonate and ethylene precursors, respectively).

Physiological mechanisms explaining drought acclimation in the field 

We performed a comparative analysis of the functional traits in the leaves of plants, including 

those of the parental rosette, as well as those of unrooted and rooted offsets, from the three 

populations during the different seasons (Supplementary Table S3). The viability test revealed 

that plants from all three populations recovered from the summer drought, with no significant 

differences observed between the developmental statuses, that is between the parental rosette, 

and the unrooted and rooted offsets (Fig. 5A). Summer led the highest leaf damage, but only 

population 2 started from a significantly lower damage level in the spring compared to the 

summer, probably due to less extreme environmental conditions. Regarding their 

photosynthetic status, plants from the three populations recovered from the summer stress, as 

shown by both Fv/Fm and the total chlorophyll content (Fig. 5B). Interestingly, there were 

significant differences between the parental rosette, and the unrooted and rooted offsets in the 

most drought-affected population, population 1. Despite the parents presenting higher Fv/Fm

values than their unrooted offspring in the spring and autumn, both showed a similar slight 

photoinhibition in the summer, with Fv/Fm values of around 0.7. However, the rooted offsets 

suffered from severe photoinhibition, with Fv/Fm dropping to 0.4. This was consistent with 

the significantly higher total chlorophyll levels found in the unrooted compared to the rooted 

offsets in the summer. Among all the measured functional stress markers, we performed an 

explanatory principal component analysis using only the summer data from the three 

populations (Fig. 6A). This analysis highlighted that 58% of the variations among the parents 

and their rooted and unrooted offspring was explained by separated groups of variables, with 

the first principal component related to plant oxidative stress and the second to hormonal plant 

stress responses. Focusing on the oxidative status, we found a significant decrease in lipid 

hydroperoxide (LOOH) content in the summer in all three populations and an increase in α-

tocopherol levels in populations 1 and 3 (Supplementary Fig. S3). The latter showed increased 

vitamin E content in the autumn, a seasonal period with frost episodes prior to the harsh winter 

in the high mountains. Considering the significant differences between the parents and their 

rooted and unrooted offspring (Supplementary Table S3), we focused on the drought stress 

response in the most affected population. We found a simultaneous increase in the ABA and 

JA-Ile contents in the summer in population 1 (Fig. 6B). Moreover, higher JA-Ile levels were 

found in the offsets (both unrooted and rooted) compared to their parents in the autumn, 
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suggesting an offspring-reinforced drought acclimation response. In addition, the offsets 

presented higher levels of the vitamin E precursor, γ-tocopherol, than their parents in the 

spring (Fig. 6B). Finally, we observed a higher proportion of plants entering sexual 

reproduction and senescence in population 1 (Supplementary Fig. S4). Three parental rosettes 

blossomed and then died in the summer, producing tiny seeds, while the offspring survival 

rate was over 60%. The plant with the highest number of fruits also showed the lowest number 

of seeds per fruit, reflecting a compensatory mechanism, as well as the highest ratio of 

produced clonal offsets/produced seeds (Supplementary Fig. S4, A and B). All the surviving 

offspring maintained a good physiological status, despite slowing down their growth, and 

successfully rooted in the autumn (Supplementary Fig. S4, C and D). Overall, the results show 

that this species is endowed with a quiescent-like strategy also under natural conditions, 

facing a severe drought stress event in summer by displaying decreased oxidative stress in 

both the parents and their unrooted offspring as shown in population 1. Only when rooting 

occurred during the extreme conditions of summer in population 1, there was some risk of 

photoinhibitory damage, as shown by reduction in the Fv/Fm values in rooted offsets during 

summer. Moreover, clonal unrooted offspring were able to respond to stress through an 

improved hormonal and photoprotective mechanism to overcome the stressful period, thus 

the overall response not only extended survival of the parent under stress but also the offsets 

as well.

Parental plants adjust ABA contents in response to an increasing number of unrooted 

offspring

Prompted by these results obtained under field conditions, we then investigated the costs, if 

any, of the extent of clonal reproduction in the drought acclimation response of this species

in its natural habitat and determined whether the same strategy of quiescent metabolism and 

increased photoprotection under stress was modulated by the number of clones attached to 

the parental plant. From the 78 individuals included in the study, we selected the ones showing 

a clear quiescent metabolism under stress, by selecting 16 in which we found simultaneously 

RWC values below 70% and a very low extent of lipid peroxidation, as indicated by lipid 

hydroperoxide levels below 20 mol g-1 DW (Fig. 7A). Among these individuals, we found 

neither the number of unrooted offsets nor the total number of offspring caused a trade-off in 

the parental rosette, as indicated by various stress indicators (Fig. 7B). Neither leaf damage, 

chlorophyll contents nor the Fv/Fm values correlated with the number of unrooted offsets, as 

it occurred with both the RWC and hydroperoxide levels. By contrast, the hormonal profiling,
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analyses of the photoprotective capacity and morphological adjustments revealed that an 

increasing number of unrooted offspring increased the endogenous content of ABA and γ-

tocopherol, as well as the leaf mass area (LMA) in the parental rosette (Fig. 7C). Interestingly, 

these correlations were not observed with the total number of produced offsets (data not 

shown), thus indicating that these adjustments were reversible as soon as rooting of the new 

offsets occurred.  

Discussion

Oxidative damage avoidance and limits in self-maintenance

Extreme environmental conditions push plants to their limits, their lives being severely 

threatened if adaptive survival strategies are not available and successfully implemented. 

Clonal reproduction harbors numerous advantages in stress prone ecosystems, with clonal 

integration allowing for cost-sharing and division of labour, especially in heterogeneous 

environments (Klimeš et al., 1997; Chen et al., 2010; Wang et al., 2021). Despite that, 

maintaining unrooted dependent ramets under prolonged periods of severe stress should come 

at some cost for the parental rooted plant (Kelly, 1995). In our study, the monocarpic plant S. 

tectorum showed extreme tolerance to drought stress and was also able to keep several 

unrooted offsets hanging on through stolons for months, even without water supply.  Here, 

we show an extremely tolerant and resilient plant endowed with, among other mechanisms, a

photoprotective strategy involving vitamin E that enables stress acclimation and a full

recovery from prolonged drought events in the natural habitat (Fig. 3, 5 and 6).

Notably, in the greenhouse-grown plants exposed to severe stress by the withholding 

of nutrient solution for several months, MDA levels decreased and remained at low levels as 

the stress duration increased until the rewatering period (Fig. 3). Consistently, plants from 

natural populations also experienced a decrease in oxidative levels during a drought event in 

the field (Supplementary Fig. S3). Due to an overaccumulation of vitamin E under stress 

triggered to help control the extent of lipid peroxidation, plants exhibited even higher 

oxidative levels under non-stressful conditions than under stress, thus showing a quiescent-

like strategy characterized by low metabolic activity. Indeed, several studies have suggested 

that oxidative stress is vital for crassulacean acid metabolism (CAM) (Carvalho et al., 2017; 

Guan et al., 2020). Hence, it is likely that the MDA reductions during stress in our study 

simply mirrored reduced CAM activity and respiration rates in the succulent S. tectorum,
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which typically shows high nocturnal respiration rates under optimal conditions (Earnshaw et 

al., 1985; Borland et al., 2006; Leverett & Borland, 2023).

In addition, we found efficient strategies to withstand severe drought at the whole-

organism level, such as a marked spatiotemporal senescence pattern in the rosette, with 

senescence gradually increasing from the outer to the innermost part of the rosette as the stress 

progressed (Fig. 1). By letting the oldest leaves die, the plants can then recycle the nutrients 

to support current or future growth, as nutrient resorption from senescing structures by sink 

tissues improves the overall fitness (May & Killingbeck, 1992; Munné-Bosch & Alegre, 

2004). Since the plants were exposed to prolonged stress, they deployed a growth arrest 

strategy at the whole-rosette level that involved the protection of the meristematic tissues 

hidden in the apical bud found in the central part of the rosette. Overall, our results suggest a 

quiescent-like strategy under prolonged stress, with a highly reduced photosynthetically

active green area and suppressed production of new leaves and new offsets. Notably, the 

parental rosettes were able to combine this strategy with keeping their unrooted offsets alive,

thus suggesting that the whole genet survival is prioritized here.

Universality of clonal offspring care, but at what cost?

Although there is plenty of evidence of parental ramets supporting their offset clones prior to 

their establishment (Ma et al., 2021) or when the connected offspring are under stress (Roiloa 

et al., 2014), here we found a behavior in a clonal plant species that goes far beyond that. In 

our study, despite enduring seven months of no water, the parental rosettes maintained 

attached through stolons their clonal unrooted offsets, which were water and nutrient 

dependent on the parent and survived (Fig. 2). There are some other situations in nature 

replicating this extreme process in which the offsets remain hanging onto their parent plant

for a while, but, to our knowledge, not for such a long period of time. Vivipary, a rare event 

in angiosperms, is an efficient strategy that increases the survival of seedlings before they 

reach maturity (Cota-Sánchez & Abreu, 2007; Karmakar et al., 2019). This is the case of

viviparous seeds in mangroves, which complete their maturation and germinate while 

attached to the maternal tree for several days or even weeks (to protect the embryos from high 

saline concentrations) (Tomlinson & Cox, 2000; Hong et al., 2018).

Aside from reporting this exceptional case in nature, in which this plant species was

capable of keeping their offspring attached to the parental plant for several months under 

extreme stress before rooting occurred, we also found evidence of a drought acclimation and 
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growth arrest response taking place in the whole organism. Indeed, the unrooted offspring in 

the most drought-affected population showed higher ABA and JA-Ile contents in their leaves 

than their parents (Fig. 6), with both hormones being previously related to a drought 

acclimation photoprotective response in this and other plant species in their natural habitat

(Villadangos & Munné-Bosch, 2023; Morales & Munné-Bosch, 2024). Also, we found 

markers of a hormonal drought stress response in the stolons, with higher levels of ABA and 

lower contents of cytokinins in the autumn in this population (Fig. 4). This suggests an 

orchestrated acclimation and growth arrest strategy induced by drought that is occurring 

simultaneously in the whole genet to further survive. In this way, quiescent metabolism and 

increased photoprotective capacity of the parental plant during clonal reproduction led to an 

extended survival under stress in this highly stress-tolerant plant.

Benefits and costs of clonal reproduction

Clonality produces modular independent units that propagate, usually thriving in 

heterogeneous environments. Thus, each unit or ramet represents a unique opportunity to 

expand the genet (Hutchings, 1999), as seen in our study with S. tectorum, which combines 

sexual with asexual (clonal) reproduction. This succulent plant with CAM metabolism and a 

great capacity to adapt to drought and extreme temperatures has monocarpic rosettes that 

complete their life cycle every 3-4 years, while also reaching immortality for the genotype 

each spring by additionally propagating vegetatively. The number of new offsets produced 

each year strongly depends on the prevailing growth conditions, with stressful conditions 

reducing new offset production, as reflected in our field study during the dry season (Fig. 4). 

Interestingly, adjustments in ABA levels, which may indeed account for increased 

photoprotection capacity (γ-tocopherol increases) and morphological adjustments (through 

LMA increases) (Negin & Moshelion, 2016), were sufficient for the parental rosettes hanging 

the highest number of offsets to prevent damage under very stressful conditions in the field 

(Fig. 7). Other well-known costs of clonal reproduction include increased selfing and 

inbreeding depression or self-incompatibility (Vallejo-Marín et al., 2010); however, S.

tectorum reduces this limitation by also reproducing sexually every 3-4 years. Furthermore,

clonal integration usually implies the division of labor among the connected ramets, allowing

the sharing of the sexual reproductive costs (Wang et al., 2017). However, if the ramets are 

already independent, only the reproductive ramet suffers the costs, as we observed in S. 

tectorum in which the genet escapes death through the rooted offsets (Supplementary Fig. S4 

and Fig. 8). This study has very important implications because it significantly contributes to 
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unveiling successful strategies underlying tolerance to very severe stress by avoiding 

oxidative stress burden and maintaining mechanisms to reach near immortality through clonal 

reproduction.

In conclusion, reaching immortality may have huge costs for species adaptation, except for 

some species like S. tectorum that combine sexual and asexual reproduction to escape genet 

mortality not only through the germ line, but also through the formation of new clonal offsets. 

This is particularly surprising in this case because of the great capacity of S. tectorum to adapt 

to abiotic stress and the fact that the parental rosette thrives in very harsh environments, even 

with several new offsets attached to it through stolons. Overall, our findings support an 

unusual change in oxidative stress homeostasis in leaves achieved via down-regulation of the 

metabolism to a quiescent-like stage under extreme stress conditions. S. tectorum displays

fine-tuned strategies and stress adjustments that maintain the whole genet alive (both parental

rosettes and their unrooted offsets survive for long periods of time) under very demanding 

environmental and developmental conditions, thus showing a huge capacity for extended 

survival under stress in this highly stress-tolerant plant.

Materials and methods

Plant species

Sempervivum tectorum L. is a clonal plant species that is native to the highest mountains of

Europe (Supplementary Fig. S1) (Larcher et al., 2010; Klein & Kaderit, 2015; Villadangos & 

Munné-Bosch, 2023). It is a clonal perennial species with evergreen leaves in rosette and 

CAM metabolism. The plant propagates vegetatively through axillary stolons (aboveground 

horizontal stems), with the parental rosette producing several stolons during its lifespan and 

each stolon bearing only one offset ramet in its end. The new offsets remain attached to the 

parental rosette until rooting into the soil to become an independent ramet. Thus, there is a 

period in which the new offsets are completely unrooted and dependent on resources 

translocated from the parent plant. Each rosette is monocarpic pluriannual, growing for 3-4

years until it flowers and fruits only once under optimal conditions before the leaves senesce 

and the rosette dies.

Plant material and experimental design

For the first experiment, 18 potted S. tectorum plants purchased from a local garden were 

placed in trays inside a greenhouse at the Faculty of Biology of the University of Barcelona 
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(Barcelona, NE Spain). Each parental rosette and clonal offset per plant were labeled to enable

their monitoring. Plants were grown under 16-h photoperiod conditions and watered twice a 

week with a half-diluted Hoagland nutrient solution. After one month of adaptation, the plants 

were randomly divided into two groups: control plants, which were kept watered twice a week

for seven months (twenty-nine weeks), and water-stressed plants, which were not irrigated

for the entire regime duration of seven months (twenty-nine weeks). The middle leaves from 

parental rosettes were sampled over time, including time 0 (T0), at 14 weeks of stress 

(moderate stress), at 29 weeks of stress (severe stress) and after one week of rewatering. For 

the second experiment, three natural populations of S. tectorum from the southern latitudes of 

its native distribution range were selected according to the gradient of the precipitation regime 

and altitude (for a description of the sites, see Fig. S1c and Table S1). In each population, 12 

individuals were randomly selected, including the 12 parental rosettes and all their rooted and 

unrooted offspring (for a detailed description of the parental rosettes sizes and offsets number 

per individual, see Supplementary Table S4). Individual rosettes, both parents and offsets, 

were labeled in the spring and monitored throughout the spring (pre-stress), summer 

(maximum drought stress) and autumn (recovery).

Growth, rooting status and survival rate

For the greenhouse-grown plants, the parental and offspring rosette diameters were recorded, 

as well as the rooting status of each individual ramet throughout the experiment. All plants 

survived the seven months of the study and none of the individuals studied entered 

reproduction during this period. For plants grown in their natural habitat, field annotations for

new offspring production, the rooting status of each individual ramet and plant growth (in

rosette diameter) were performed. Rooting success was calculated as the number of rooted 

offsets for any given season in relation to the total number of unrooted offsets of the previous 

season. The offspring survival rate per plant and the number of plants entering sexual 

reproduction were also recorded in each population. 

Green area estimation

The progression of senescence within the rosette (always occurring from the outer to the inner 

part) was followed in the greenhouse-grown plants through the individual monitoring of the 

plants by taking photographs twice a week. These photographs were processed with the FIJI 

software (an open-source image processing platform based on ImageJ, Schindelin et al.,

2012). Images were cropped to the desired size, excluding pixels not corresponding to the 
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rosette, converted from RGB to 8-bit-grayscale and treated by setting a threshold and selecting 

the percentage of the pixels’ specific hue, saturation and brightness values. The green area 

was calculated by selecting the hue angle values between 35º and 120º out of 255º, the 

saturation values between 45º and 255º and the brightness values between 0º and 255º in all 

the images. Then, the green area (%) was calculated as 100 x (green area/total area).

PSII integrity and water content

For both the greenhouse-grown plants and the plants growing in the natural habitat, the

maximum efficiency of PSII photochemistry, given by the ratio of the variable (Fv = [Fm –

F0]) to the maximal (Fm) fluorescence yield (Fv/Fm) sensu Takahashi & Badger (2011), was 

measured by determining the chlorophyll fluorescence of leaves with a portable pulse-

amplitude modulated fluorometer (Mini-PAM II, Photosynthesis Yield Analyzer, Walz, 

Germany). The fresh (FW), turgid (TW) and dry (DW) weights of leaves were measured to 

obtain the relative water content (RWC), calculated as 100 x (FW-DW)/(TW-DW). 

Leaf mass per area

Leaves collected in the field experiment were scanned in a flatbed scanner (model Officejet 

Pro 8610, HP, California, USA), and leaf area was measured using Image J software. Then, 

leaf mass per area ratio (LMA) was calculated as DW/leaf area (gDW/cm2).

Tetrazolium viability test

To determine leaf damage, a tetrazolium viability test (TTC) was performed in another set of 

collected middle leaves, in both experiments, according to previous protocols (Larcher et al., 

2010; Villadangos et al., 2023). In viable tissues, dehydrogenase activity reduces the colorless

salt 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride into red-colored triphenyl formazan. After incubation 

with 0.5% TTC solution at 30ºC for 24 h, stained leaves were rinsed and tested immediately 

by scanning and using the FIJI image processor to measure the color parameters. Among these 

parameters, the hue angle describes the relative amounts of redness and yellowness, where 

0º/360º is defined as red, 90º as yellow, 180º as green and 270º as blue. In our case, where the 

green leaves were red-stained, the hue angle varied from 0º (red, fully stained, non-damaged 

tissue) to 180º (green, non-stained, fully damaged tissue). Leaf damage (%) was calculated as 

(hue value x 100)/180.

Samplings for biochemical analyses
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In both experiments, samples of the middle leaves from 8-9 parental rosettes and all their 

unrooted and rooted offsets were collected at midday at each sampling time/season and frozen 

in liquid nitrogen in situ. They were then transported to the laboratory and kept at -80ºC until

biochemical analysis. 

Hormonal profiling

Stress-related phytohormones (including abscisic acid [ABA], salicylic acid [SA], the 

ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid [ACC], and the jasmonates such 

as the precursor 12-oxo-phytodienoic acid [OPDA], jasmonic acid [JA] and its conjugate 

bioactive form jasmonoyl-isoleucine [JA-Ile]) and growth-related phytohormones (including 

the auxin indole-3-acetic acid [IAA], the cytokinins isopentenyl adenosine [IPA], 2-

isopentenyl adenine [2-iP] and trans-zeatin [Z], and the gibberellins GA1, GA3, GA4 and GA7)

were measured in methanolic extracts. In brief, 50 mg of frozen material were ground in liquid 

nitrogen and repeatedly extracted in cold methanol containing 0.01% of butylated 

hydroxytoluene and the appropriate deuterium-labeled internal standards for each hormone 

(ABA, SA, JA, ACC, IAA, IPA, 2iP, Z, GA1 and GA4). The samples were then subjected to

cold sonication in an ultrasonic bath for 30 min, vortexing and a centrifugation at 4ºC and 

15980 g for 10 min. The supernatants were recovered in each step, pooled together and used 

for subsequent analyses. Phytohormones were quantified by ultra-high performance liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) as previously 

described (Müller & Munné-Bosch, 2011) and by using standard calibration curves for each 

analyte (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and deuterium standards (OlChemim Ltd, 

Olomouc, Czech Republic).

Pigments, vitamin E and lipid peroxidation

Foliar pigments (chlorophylls and carotenoids) were estimated spectrophotometrically

(Lichtenthaler & Welburn, 1983) using the same methanolic extracts, as well as lipid 

hydroperoxides (LOOH), which are the primary products of lipid peroxidation, that were 

estimated using the FOX-2 assay as previously described (Bou et al., 2008). To reduce the 

cross-reactivity of interfering phenolic compounds in this assay, the supernatants were mixed 

with 5% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) and centrifuged before plating. Tocopherols 

were also measured by HPLC using a mobile phase of n-hexane and 1,4-dioxane (95.5:4.5, 

v/v), a normal phase column (Inertsil 100A, 5 μm, 250 x 3.0 mm, GL Sciences, Torrance, 
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California, USA) and fluorescence detection (Amaral et al., 2005). Tocopherol standards 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) were used for the quantification.

The content of malondialdehyde (MDA), a secondary product of lipid peroxidation, 

was determined spectrophotometrically using the thiobarbituric acid reactive substance 

(TBARS) assay, as previously described (Hodges et al., 1999). Briefly, 100 mg of the sample 

were repeatedly extracted with 80% (v/v) cold ethanol containing 0.01% (w/v) butylated 

hydroxytoluene, before being subjected to 30 min of cold ultrasonication, vortexing and a 10-

min centrifugation at 9402 g. Again, to reduce cross-reactivity, supernatants were mixed with 

5% PVPP and centrifuged. After incubation of the supernatants with -TBA and +TBA 

solutions in separated glass tubes for 25 min at 95ºC, the reactions were stopped with a cold 

temperature and samples were centrifuged to clarify the solutions. Finally, 200 μL from each 

tube were plated per triplicate and absorbances read at 440, 532, 600 and 800 nm, before the 

quantification of the MDA equivalents using the Hodges equations.

Data analyses

All statistical analyses (ANOVAs, individual Kruskal-Wallis non-parametric tests, Tukey’s 

or Bonferroni post-hoc tests for multiple comparisons, principal component analysis and 

Spearman’s correlations) were performed in RStudio (RStudio Team, 2021). The R packages 

“agricolae” version 1.3-5, “car” version 3.1-1 and “MASS” version 7.3-54 were used. Both 

data normality and the homoscedasticity of residuals were verified before performing the 

statistical analyses (Zuur et al., 2009). Whenever possible, data was transformed through Box-

Cox transformations and when not, non-parametric tests were performed instead of ANOVAs. 

P < 0.05 was considered to indicate significant differences. 

For the worldwide map distribution of the species, the R package “maptools” version 

1.1-9 was used and the coordinates were occurrences downloaded from the Global 

Biodiversity Information Facility (GBIF), filtering the Taxon Key by “Sempervivum tectorum

L”. The occurrences dataset was filtered in the Scientific Name column by “Sempervivum 

tectorum” to discard observations of hybrids, as well as in the Basis of Record column by 

eliminating “Fossil Specimen” and “Machine Observation”. 
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Extreme tolerance and resilience under drought stress in the clonal plant species 

Sempervivum tectorum. Extremes were found for this species in the laboratory, in the greenhouse 

under controlled conditions and in its natural habitat. (A) An offset of S. tectorum shed from the 

parental rosette survived for a whole year in the laboratory, fully unrooted, without any substrate 

or supplementary water. (I) Photograph showing the offset location within the parental rosette 4 

days before shedding on 15th March 2022. Visible signs of initial desiccation were found in the 

outermost older leaves. (II) Photograph of the unrooted rosette one year later on 29th March 2023. 

The inner, middle and outer leaves within the rosette are indicated. For each rosette part, the 

relative water content (RWC%) and the maximum quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm)

are shown as physiological stress markers. (B) S. tectorum potted plants withstood complete 

water withdrawal for seven months, experiencing moderate and severe stress, before recovering 

their physiological status in one week after rewatering. Photographs of a representative individual 

during all stages of the experiment. Arrows indicate the middle part of the parental rosette, whose 

leaves were sampled throughout the study. Time-course evolution of RWC% and Fv/Fm from the 

onset of the stress (T0), during moderate stress (MS), during the maximum stress or severe stress 

(SS) and after 1 week of rewatering (recovery, R). Data are the mean ± SE of n = 9. P-values of 

one-way ANOVA are shown. Different letters indicate significant differences between the 

sampling points (P < 0.05, Tukey’s post-hoc test). (C) Evaluation of the drought response 

throughout the seasons (spring, summer and autumn) in three natural populations of S. tectorum

with different precipitation regimes (see Figure S1). On the left, photographs of S. tectorum

individuals showing tubular structures of senescent organs on which clonal offsets can grow,

taking advantage of the dry matter, with the parental rosettes keeping many clonal offsets alive 

during a drought stress event that could lead to the death of the parental rosette. On the right, a 

season-course development of RWC% and Fv/Fm in the S. tectorum parental rosettes from the 

three populations. Data are the mean ± SE of n = 8.  P-values of one-way ANOVA are shown 

when significant differences between the seasons were found (P < 0.05). NS, not significant. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05, Tukey’s post-hoc test). 

Figure 2. Leaf viability and morphological strategy to survive along a drought gradient. (A) 

Tetrazolium viability test in S. tectorum middle leaves from control, mildly stressed and 
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moderately stressed potted plants, with parental rosettes holding 92%, 87% and 53% of the RWC, 

respectively. Leaf damage was calculated from the Hue angle (see materials and methods for 

further details). Data from 8 parental rosettes, 17 unrooted offsets and 28 rooted offsets for the 

control, 9 parental rosettes, 38 unrooted offsets and 20 rooted offsets for the mildly stressed 

plants, and 9 parental rosettes, 37 unrooted offsets and 17 rooted offsets for the moderately 

stressed plants are shown. Different capital letters indicate significant differences between the 

stress conditions and different lower-case letters indicate significant differences between the 

developmental statuses (Tukey’s post-hoc test, ANOVA, P < 0.05). (B) A representative 

individual showing gradual senescence from the outer leaves to the innermost part of the rosettes 

(both parental and offsets rosettes) as stress duration increased. Folding and total closure of the 

inner leaves of the apical bud occurred during severe stress. After rewatering, rosettes reopened 

the inner leaves, and the remaining middle leaves were fully recovered. Below, green area 

measured in the parental, the unrooted and the rooted rosettes during both moderate and severe 

stress and during the recovery. Data from 9 parental rosettes, 37 unrooted offsets and 17 rooted 

offsets for the moderately stressed plants, and 9 parental rosettes, 34 unrooted offsets and 13 

rooted offsets for both the severely stressed plants and the recovery plants are shown. P-values 

from one-way ANOVA are shown when significant differences were found (P < 0.05). NS, not 

significant.

Figure 3. Hormonal response and quiescent-like strategy to avoid oxidative stress. (A, B)

Endogenous contents of stress-related phytohormones, including abscisic acid (ABA) and 

salicylic acid (SA), and the jasmonate family including the precursor 12-oxo-phytodienoic acid 

(OPDA), free jasmonic acid (JA) and the aminoacidic conjugate jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile) 

at 0 weeks (T0), 14 weeks (moderate stress, MS) and 29 weeks (severe stress, SS) without water 

supply and one week after rewatering (recovery, R) in the greenhouse experiment. (C)

Endogenous contents of malondialdehyde (MDA), a secondary product of lipid peroxidation, and 

the photoprotective lipophilic antioxidant vitamin E (both γ- and α-tocopherol forms). Data are 

the mean ± SE of n = 9. P-values of one-way ANOVA are shown. Different letters indicate 

significant differences between the sampling points. (D) Graphical summary of the quiescent-

like strategy displayed by the plant at the leaf level, avoiding oxidative stress by maintaining 

extremely low oxidative levels during prolonged periods of stress and by activating the jasmonate 

(JA) pathway during moderate stress, allowing oxylipin signaling to induce drought tolerance 
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responses including the modulation of tocopherol biosynthesis. LOO·, lipid peroxyl radical; 

LOOH, lipid hydroperoxides; PUFA, polyunsaturated fatty acids; ROS, reactive oxygen species.

Figure 4. Adjustments in clonal offset production and hormonal variations in stolons along a 

drought severity gradient in the field. (A) Clonal offset production evaluated in the same three 

natural populations of S. tectorum. On the left, a boxplot pooling all the data showing clonal 

offset production, i.e., increases in the number of offsets in the summer with respect to the spring 

and in the autumn with respect to the summer. On the right, clonal offset production in the 

summer analyzed by population. Data show the mean ± SE of n = 12 parental rosettes (P < 0.05, 

one-way ANOVA). Asterisk (*) indicates significant differences between the populations 

according to Tukey’s post-hoc test. (B) Percentage of rooting success of the unrooted offsets from 

the spring to the summer and from the summer to the autumn in the three populations. Data show 

the mean ± SE of n = 12, 12 and 11 parental rosettes for population 1, 2, and 3, respectively, 

during the spring-summer period and 9, 10 and 8 parental rosettes for population 1, 2, and 3, 

respectively, during the summer-autumn period. P-values from the Kruskal-Wallis non-

parametric tests for both season and population are shown when significant differences were 

found (P < 0.05). NS, not significant. Photographs showing a representative plant with unrooted 

and rooted offsets (indicated by an arrow). (C) Hormonal variations in the stolons from all the 

offsets among the three populations in the autumn. Colored boxes indicate significant differences 

according to Tukey’s post-hoc test (P < 0.05). Dark and light blue colors indicate significantly

higher or lower contents, respectively. Colored boxes with intermediate intensities indicate that 

there are no significant differences. See Supplemental Table 2 for P-values from ANOVAs.

Figure 5. Seasonal changes in leaf viability and photosynthetic status in the field. (A) Leaf 

damage (%) in the seasons (spring, summer and autumn) calculated from a tetrazolium viability 

test in the leaves from parental rosettes (P) and the unrooted (U) and rooted (R) offsets from 3 

populations of S. tectorum in their natural habitat (see photographs of a representative individual 

per population). (B) Photosynthetic status indicated by the maximum quantum efficiency of 

photosystem II (Fv/Fm) and endogenous total chlorophyll contents (Chl a + b) in the leaves of 

parents and unrooted and rooted offsets from the 3 populations during the different seasons. Data 

shown are for n = 8 individuals (8 parental rosettes and all their offsets) in each population. P-

values from the Kruskal-Wallis non-parametric tests for both season and developmental status 
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are shown for when significant differences were found (P < 0.05). Otherwise, NS is shown when 

differences were not significant. Different letters show significant differences (P < 0.05) between 

the seasons using the Bonferroni post-hoc test. Individual Kruskal-Wallis non-parametric tests 

were performed between the statuses from the same season and significant differences (P < 0.05) 

between them are indicated with asterisks (*).

Figure 6. Physiological mechanisms explaining drought acclimation in the field. (A) Principal 

component analysis (PCA) of the relevant variables related to drought stress responses explaining 

58.2% of the total variance. On the left, a biplot representing all the individuals from the three 

populations during the summer season. Ellipses define the 95% confidence intervals for each 

developmental status group: parental rosettes (P, purple), rooted offsets (R, brown) and unrooted 

offsets (U, green). Axis percentages indicate the amount of variation accounted for by each 

principal component. Black arrows point to where the variables increase the most. On the right, 

bar plots for the contributions of each variable to the principal components PC1 and PC2. (B)

Changes in the drought acclimation response in population 1 between the parental rosettes and 

unrooted offsets, including the hormonal drought response led by abscisic acid (ABA) and the 

bioactive jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile). Other relevant changes, such as variations in the 

photoprotective system, are shown (chlorophyll a/b ratio and the precursor of vitamin E, γ-

tocopherol). Data shown are for n = 8 individuals (8 parental rosettes and all their offsets) in each 

population. P-values from the Kruskal-Wallis non-parametric tests for both season and 

developmental status are shown for when significant differences were found (P < 0.05). 

Otherwise, NS is shown when differences were not significant. Different letters show significant 

differences (P < 0.05) between the seasons using the Bonferroni post-hoc test. Individual 

Kruskal-Wallis non-parametric tests were performed between the statuses from the same season 

and significant differences (P < 0.05) between them are indicated with asterisks (*).

Figure 7. The quiescent-like strategy of the parental rosette is modulated by ABA when the 

number of unrooted offsets increases, but at no cost for survival. (A) Only parental rosettes from 

the field experiment with a RWC < 70% and LOOH < 20μmol · g-1 DW were selected for the 

analysis. From 78 total observations, only 16 met both criteria. (B) The number of (unrooted or 

total) offsets produced by the parental rosette does not affect stress damage markers, including 

RWC, LOOH, leaf damage, Chl a + b, Chl a / b, and Fv/Fm. Both rho and p-values from Spearman 
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correlations are shown. (C) Physiological adjustments in the parental rosette as the number of 

clonal offsets increases. Both rho and p-values from Spearman correlations, including stress and 

growth-related phytohormones, photoprotective molecules, and leaf mass area (LMA) are shown. 

On the right, a simplified picture showing the biological significance of the most biologically 

significant correlations with abscisic acid (ABA), γ-tocopherol, and LMA.

Figure 8. Key life-traits to maintain quiescence and survival of the whole genet under extreme 

stress in a highly stress-tolerant species. S. tectorum is endowed with both morphological and 

physiological strategies spatiotemporally displayed to protect the meristematic tissues in the inner 

apical bud. Being tolerant to severe stress allows clonal offspring production and maintenance 

attached to the parental plant during prolonged periods of time until rooting occurs. Moreover, 

the quiescent-like strategy displayed by the parental rosette is modulated by ABA adjustments 

when the number of unrooted offsets increases, but at no cost for survival. By prioritizing the 

survival of the clonal offsets, the whole genet survives even when the parental rosette reproduces 

sexually and then enters senescence, reaching near immortality for the genotype. ABA, abscisic 

acid; Chl, chlorophyll; JA-Ile, jasmonoyl-isoleucine; MDA, malondialdehyde; VitE, vitamin E.
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Supplementary Figure S1. Justification for choice of model species due to its high tolerance to abiotic 

stresses and selected populations distributed in southern latitudes of its native range to study drought 

tolerance in Sempervivum tectorum. (A) Extreme tolerance to abiotic stress previously recorded in the 

Sempervivum genus in natural conditions, including heat and frost stresses. (B) Worldwide distribution 

map of Sempervivum tectorum, a species native from the European highest mountains (source of data: 

GBIF.org 03 April 2024)24. Below, photographs and geographical locations of the three selected 

populations from the present study, which are indicated in the map on the right. (satellite image, Google 

Earth). Populations located at southern European latitudes were selected to study tolerance of this 

species to drought stress. (C) Geographical location and environmental conditions of the three natural 

populations of S. tectorum studied, including altitude, slope orientation and soil classification according 

to the measured pH. Below, seasonal dynamics of main environmental factors (temperature and 

precipitation) in the three natural populations during 2023. See Supplemental Table S1 for climatic data 

recorded during each sampling. 
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Supplementary Figure S2. Adjustments in clonal offset production and rooting status of the offsets of 

S. tectorum plants in their natural habitat. (A) Table summarizing the three-way ANOVA results showing

the effects of season, population and the mother rosette size on clonal offset production. (B) Number 

of rooted and unrooted clones in the different seasons in the three populations. Differences between 

the seasons and status (rooted vs. unrooted) were evaluated by two-way ANOVA and the P-values are 

shown in the inlets when they were significant (P < 0.05). NS, not significant. Data show the mean ± SE 

of n = 12, 12 and 12 parental rosettes for population 1, 2, and 3, respectively during the spring, 12, 12 

and 11 parental rosettes for population 1, 2 and 3, respectively during the summer, and 9, 10 and 8 

mother rosettes for population 1, 2, and 3, respectively during the autumn.
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Supplementary Figure S3. Quiescent-like strategy in leaves of S. tectorum plants in their natural 

habitat. Endogenous content of lipid hydroperoxides (LOOH, a primary product of lipid peroxidation) 

and endogenous levels of their only counteractor, the lipophilic antioxidant vitamin E (α-tocopherol) in 

leaves of parental rosettes, unrooted and rooted offsets from the 3 populations along seasons. Data 

shown are for n = 8 individuals (8 parental rosettes and all their offsets) in each population. P-values 

from the Kruskal-Wallis non-parametric tests for both season and developmental status are shown when 

significant differences were found (P < 0.05). Otherwise, NS is shown when differences were not 

significant. Different letters show significant differences (P < 0.05) between the seasons using the 

Bonferroni post-hoc test. 
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Supplementary Figure S4. Clonal plasticity where the parental rosette senesces, but already rooted 

offspring survived. (A) Reproduction modes (sexual vs. clonal reproduction) presented in the 12 studied 

individuals from the three populations of Sempervivum tectorum. From left to right, a flowering S. 

tectorum individual at the very beginning of the blooming process, a flowering S. tectorum individual 

with the bloom stalk fully developed, a dried stalk containing fruits, seeds and details of a seed. (B) Clonal 

offspring survival rate, number of fruits per plant and the number of seeds per fruit (18 fruits) in three 

individuals (P1, P2 and P6 from population 1 entering sexual reproduction during the summer), and the 

ratio of produced clonal offsets per total number of produced seeds. (C) Physiological stress markers, 

including the relative water content (RWC) and the maximum quantum efficiency of the photosystem II 

(Fv/Fm ratio), showing the status of the parental rosettes and their offsets (both rooted and unrooted) 

before the start of sexual reproduction and senescence (during the sexual reproduction stage) and the 

status of the surviving offsets. Data are mean of n = 3 parental rosettes in each season, 5 and 2 unrooted 

offsets in the spring and summer, respectively; and 8, 9 and 9 rooted offsets in the spring, summer and 

autumn, respectively. P values of two-way ANOVA are shown. Different letters indicate significative 

interactions between seasons and developmental status and asterisk (*) is indicative of significative 

difference (Tukey’s post-hoc test, P<0.05). (D) Numbers of rooted and unrooted offsets in each individual 

plant in the different seasons showing the offspring status. All the unrooted offsets died. Photograph of 

P1 in autumn, showing the surviving rooted offsets. Variations in endogenous contents of chlorophylls 

(Chl a + b and Chl a/b) and growth-related phytohormones, both (auxin [indole-3-acetic acid, IAA] and 

the active cytokinin 2-isopentenyladenine [2-iP]) the surviving rooted offspring between the seasons. 

Data are the mean ± SE of n = 9. P-values of one-way ANOVA are shown. Different letters indicate 

significant differences between the seasons. 
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Supplementary Table S1. Climatic data recorded during each sampling (spring, summer and autumn 

seasons) in each population. For temperature (°C) and relative humidity (%), data are mean of 9-12 

individual microclimatic measurements (one per plant). For soil water content (%), data are mean of 2 

(population 1) and 3 soil samples (in population 2 and 3). Soil samples were immediately weight to obtain 

the moist soil and then dried at 70ºC to obtain the dried soil, and we estimate the soil water content (%) 

by applying the gravimetric method formula θg = (mmoist soil -mdry soil)/mdry soil. Samplings were 

performed on 7th June, 21st August and 14th November for population 1; on 3rd July, 24th August and 

7th November for population 2; and on 25th June, 25th August and 8th November for the population 3, 

in the late spring, late summer and mid-autumn seasons of 2023, respectively. Conducting late autumn 

samplings in December were not possible due to snowfall and expected winter climatic conditions for 

population 3 on that month where plants would be covered by a snow layer.
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Supplementary Table S2. Results of two-way ANOVAs for each hormone measured in stolons during 

the autumn sampling to evaluate the possible effect of both stolons status belonging to unrooted or 

rooted offsets (status) and the geographical location (population), and the interaction between 

factors. P-values are shown when significative differences were found (P<0.05). Otherwise, NS is 

considered when differences were not significant. See Materials and Methods for additional 

information about statistical analysis.
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Supplementary Table S3. Results of Kruskal-Wallis tests for each functional trait measured in leaves 

from S. tectorum individuals from 3 natural populations to evaluate the possible effect of 

geographical location and altitude (population), season (spring, summer or autumn) and 

developmental status (either parental rosette, unrooted or rooted clonal offset). P-values are shown 

when significative differences were found (P<0.05). Otherwise, NS is considered when differences 

were not significant. See Materials and Methods for additional information about statistical analysis.

135



Supplementary Table S4. Size of the parental rosettes and number of unrooted and rooted offsets 

for each selected individual of S. tectorum in the field.
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RESUMEN 

Los olivos se desprenden de sus hojas durante la sequía severa como un mecanismo de 

defensa. La abscisión foliar inducida por sequía es un proceso programado que ocurre en 

una capa celular diferenciada en la base del peciolo. Considerando las propiedades 

antioxidantes de la vitamina E y su relación con los jasmonatos derivados de la peroxidación 

lipídica en respuestas de estrés abiótico, hipotetizamos sobre su posible rol en la 

señalización de abscisión mediante la formación de un gradiente de jasmonatos basipétalo 

creciente a lo largo de la hoja hasta la zona de abscisión. Expusimos a olivos jóvenes a una 

retirada de agua durante 21 días, tras lo cual, se muestrearon cinco secciones de hoja, desde 

el ápice hasta el peciolo, en hojas caídas y no caídas de árboles irrigados y estresados 

hídricamente. Encontramos que el estrés por sequía prolongado resultó en una reducción 

drástica de la eficiencia del fotosistema II, y de los contenidos de clorofila y vitamina E en 

hojas, llevando a un estrés foto-oxidativo, reflejado por el aumento de la peroxidación 

lipídica. Además, aumentó el contenido de oxilipinas derivadas del cloroplasto y 

fitohormonas, tales como la jasmonoil-isoleucina y el ácido salicílico. Al mismo tiempo, el α-

tocoferol disminuyó en el peciolo de hojas no caídas estresadas hídricamente, sugiriendo un 

condicionamiento para el proceso de abscisión. Aunque no se observaron diferencias en 

peciolos de hojas caídas y no caídas, las hojas caídas mostraron mayor estrés oxidativo en la 

lámina foliar. Se concluye que la señalización redox a través de la acumulación de oxilipinas 

puede desencadenar la abscisión foliar en olivos estresados por sequía. El estrés mecánico 

es, sin embargo, necesario adicionalmente para ejecutar la abscisión foliar una vez que la 

zona de abscisión está debidamente acondicionada.  
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Abstract

Olive trees shed their leaves under severe drought as a defence mechanism. Foliar

drought-induced abscission is a programmed process occurring in a differentiated cell

layer at the base of the petiole. Considering the antioxidant properties of vitamin E

and its interplay with lipid peroxidation-derived jasmonates in abiotic stress

responses, we hypothesized about their possible role in abscission signaling by form-

ing a jasmonates-increasing basipetal gradient along the leaf up to the abscission

zone. We exposed young olives trees to water withdrawal for 21 days, after which

five leaf sections, from the apex to the petiole, were sampled on both attached and

detached leaves of irrigated and water-stressed trees. We found that prolonged

drought stress resulted in a sharp reduction in the photosystem II efficiency, chloro-

phyll and vitamin E contents in leaves, leading to photo-oxidative stress, reflected by

the increase in lipid peroxidation. In addition, the content of chloroplast-derived oxy-

lipins and phytohormones, such as jasmonoyl-isoleucine and salicylic acid, increased.

At the same time, α-tocopherol decreased in the petiole of water-stressed attached

leaves, suggesting a conditioning for the abscission process to occur. Although no dif-

ferences were observed in petioles from attached and detached leaves, the dropped

ones showed higher oxidative stress in the leaf blade. It is concluded that redox sig-

naling through oxylipins accumulation may trigger leaf abscission in drought-stressed

olive trees. Mechanical stress is, however, additionally needed to execute leaf abscis-

sion once the abscission zone is properly conditioned.

1 | INTRODUCTION

Prolonged droughts are continuously threatening arid and semi-arid

agroecosystems, such as the Mediterranean ones. The future scenario

does not look any better due to climate change, with scarce precipita-

tion and greater inter-annual variability (Fischer & Schär, 2010;

IPCC, 2022). The olive tree (Olea europaea L.) is the major edible fruit

tree in the Mediterranean basin with ecological and socioeconomic

relevance (Abbo et al., 2015; Loumou & Giourga, 2003). Its agricultural

activity boosts olive tree propagation beyond its natural habitat

(Langgut et al., 2019). As a long-lived drought-tolerant species, the

olive tree has been widely cultivated under rainfed conditions in semi-

arid regions as it is broadly endowed with morphological and physio-

logical mechanisms to deal with water deficit imposition: small leaves,

osmotic adjustment, low xylem hydraulic conductivity and a potent

root system to uptake water in deeper soil layers (Brito et al., 2019;

Chartzoulakis et al., 1999; Tognetti et al., 2006). Indeed, olive geno-

types with specific hydraulic traits have higher relative growth rates

under water deficit (Hernandez-Santana et al., 2019). However,

severe drought is considered one of the most restricting
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environmental factors in olive tree cultivars as it affects growth and

biomass production, thus leading to yield loss (Bacelar et al., 2007).

Regarding the physiological strategies to cope with drought, olive

trees shed their leaves under severe water deficit to decrease evapo-

transpiration surface area and avoid excessive water loss, but this

negatively impacts crop yield and long-term tree development and

survival (Bacelar et al., 2007; Trabelsi et al., 2019). This defence mech-

anism is known as abscission, when plants shed nondesired entire

organs, such as leaves, under critical situations (Patharkar &

Walker, 2018). Notably, leaf abscission occurs in four main stages in a

specific location called abscission zone (AZ) (Patterson, 2001). There,

specific cells comprising a separation layer differentiate into target

cells that will acquire competence to respond to environmental and

developmental signals, thus triggering abscission (Taylor &

Whitelaw, 2001). When the AZ is activated, two cell layers are sepa-

rated by the action of hydrolytic enzymes and the leaf sheds from the

plant. In cv. “Manzanillo” olive tree, the foliar AZ has been located at

the base of the petiole, in a differentiated cell layer linking the leaf to

the mother plant (Goldental-Cohen et al., 2017). Among the determin-

ing abscission signals, ethylene was discovered to be the predominant

inductive factor (Jackson & Osborne, 1970), being the main inductor

in several crops such as citrus (Agustí et al., 2008) and olive (Lavee &

Martin, 1981). In addition, auxin is generally accepted as the negative

regulator of the AZ sensitivity to ethylene, as an auxin depletion in

the AZ by reducing its supply from the leaf blade is required to pro-

mote leaf abscission (Basu et al., 2013; Meir et al., 2006). Yet, the

ethylene-auxin balance is not the unique process controlling leaf

abscission and there seems to be a complex signaling pathway behind.

Particularly, in exogenous ethylene-induced abscission, a previous

production of reactive oxygen species (ROS) leading to oxidative

stress has been found, and a possible counteracting antioxidant

response may alleviate the outcome in olive trees (Goldental-Cohen

et al., 2017). Indeed, ROS play a dual role in plants. When produced in

excess, oxidative stress causes irreparable damages in plant cells, but

ROS are known to participate in redox signaling when transient

increases occur and basal levels are then re-established, thus being

essential for several plant biology processes (Mittler, 2017). Notably,

lipid peroxidation by ROS has been heavily related to cytotoxic effects

in plants by affecting photosynthetic reactions in chloroplasts (Winger

et al., 2007) or modification of essential PSII proteins (Yamauchi &

Sugimoto, 2010). However, oxygenated lipids could also perform a

protective role by activating transcriptional reprogramming in stress

responses (Farmer & Mueller, 2013; Matthes et al., 2010).

Oxylipins are lipid peroxidation-derived compounds formed in

plastids with the ability to perform retrograde signaling to the nucleus,

and thus participate in plant developmental and stress responses

(Muñoz & Munné-Bosch, 2020). Jasmonates are well-characterized

oxylipins, including 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA), jasmonic acid

(JA) and its bioactive conjugated form jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile), as

the main components with known signaling functions, mainly in biotic

stress responses (Browse, 2009), but also in abiotic stress responses

such as drought (Savchenko et al., 2014). Vitamin E is a group of

nonenzymatic lipophilic chloroplastic antioxidants, of which

α-tocopherol is the major form in leaves, that scavenge ROS (mainly

singlet oxygen) and lipid peroxyl radicals, preventing lipid peroxidation

propagation in the thylakoid membranes of chloroplasts (Falk &

Munné-Bosch, 2010; Muñoz & Munné-Bosch, 2019). Due to the

lipidic peroxidation origin of jasmonates, vitamin E could substantially

condition their accumulation (Casadesús et al., 2021; Demmig-Adams

et al., 2013; Morales et al., 2015). However, despite its regulatory link

with oxidative stress, to our knowledge, the role of vitamin E and jas-

monates in leaf abscission has not been explored so far.

In this study, we aimed to decipher whether vitamin E and jasmo-

nates are involved or not in the regulation of leaf abscission by evalu-

ating possible differences in the endogenous contents of these

compounds between attached and detached leaves from irrigated and

water-stressed olive trees. Particular emphasis was given to the influ-

ence of water stress on the establishment of physiological and bio-

chemical basipetal leaf gradients (from the leaf apex to the base of the

petiole) that might influence leaf abscission. Here, we hypothesized

that the jasmonates' content increases basipetally from the leaf apex

to the AZ in the petiole to induce leaf abscission in water-stressed

olive trees.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Experimental design

Twenty olive trees (Olea europaea L.), aged 1.5 years old and grow-

ing in 4 L pots in a silty-clay substrate, were purchased in a local

garden (Jardiland S.A., Sant Cugat del Vallès, Spain). Olive trees

were placed in trays inside a greenhouse located at the Faculty of

Biology (University of Barcelona, Spain) on 20th October 2021,

where they acclimated to a 16 h-photoperiod, achieved through

high-pressure sodium lamps supplying an additional photosyntheti-

cally active photon flux density (PPFD) of �50 μmol m�2 s�1. Olive

trees were watered twice a week with half-diluted Hoagland solu-

tion (Hoagland, 1938) until the experiment started. One month later,

on 29th November 2021, two water regimes were imposed for

three weeks on randomly distributed trees: 10 irrigated (IR) plants,

which were used as controls and were kept watered twice a week,

and 10 water-stressed (WS) plants, to which irrigation was withheld

for 21 days. Daily minimum and maximum air temperatures respec-

tively ranged between 19.5 and 22�C, and between 25.5 and 33�C

throughout the experiment, with 23.1�C mean temperature and

55.8% mean relative humidity. The maximum daily PPFD to which

plants were exposed during the experiment was of

�950 μmol m�2 s�1.

Leaf abscission and nondestructive physiological stress markers

were monitored every 48 h for three weeks until severe stress

occurred. At this point, severe abscission occurred in response to a

minimum tree shaking, which is the mechanical stress mimicking

windy conditions used to monitor differences between attached

(nonabscised) and detached (abscised) fully-developed (mature, non-

senescing) leaves. Samplings of both leaf types were performed at
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midday (between 12 and 14 h solar time) in WS olive trees after a

prior light manual shaking (two shakes of 10 s each). A minimum of

30 attached and 30 detached leaves were sampled from each tree.

No abscission was observed in IR trees. To establish a gradient

along the leaf, collected leaves were quickly separated into five sec-

tions: apical, mid, basal, petiole 1 and petiole 2 (see Figure S1 for

details). Thus, pools of each leaf part for each of the 10 trees sam-

pled at every leaf condition (IR attached, WS attached and WS

detached) were obtained, frozen in liquid nitrogen and kept at

�80�C until biochemical analyses.

2.2 | Physiological stress markers

For a period of three weeks and every 48 h, physiological stress indi-

cators were measured. The maximum photosynthetic efficiency of

photosystem II (Fv/Fm) was measured in the middle of the lamina of

three dark-adapted leaves of each olive tree in a nondestructive man-

ner as described in Van Kooten and Snel (1990) by determining chlo-

rophyll fluorescence with a portable fluorimeter (Mini-PAM II

Photosynthesis Yield Analyser, Walz).

2.3 | Soil water content and leaf hydration content

To determine soil water content, soil samples of each olive tree were

collected in 50 mL Falcon tubes immediately after leaf sampling. We

performed the gravimetric method, in which the mass of water in the

soil was obtained from the weight difference between the moist soil

and the soil dried at 70�C for a month, by applying the following for-

mula θg = (mmoist soil � mdry soil)/mdry soil.

Leaf hydration (H) was estimated in one attached leaf per olive

tree collected after leaf sampling. Leaves were weighed to estimate

fresh matter (FW) and dried at 70�C until constant weight to deter-

mine the dry matter (DW). H was calculated as (FW-DW)/DW.

2.4 | Chlorophyll and carotenoid contents

Chlorophyll and carotenoid contents in leaves were quantified in

methanolic extracts. Briefly, 50 mg of each frozen leaf part ground

with liquid nitrogen was extracted in 1.2 mL of cold methanol with

0.01% butylated hydroxytoluene (BHT). A three-step extraction was

considered, in which 30 min of cold ultrasonication (Branson 2510

ultrasonic cleaner, Bransonic), vortexing and centrifugation at

15.980 g for 10 min at 4�C (PrismR, Labnet International Inc.) were

performed in each step. From pooled supernatants, 400 μL of extracts

were diluted 1/2 (v/v) with methanol for petiole sections, whereas

extracts were diluted 1/8 or 1/16 (v/v) in the case of apical, mid and

basal leaf sections. Then, absorbances were read by UV/Visible spec-

trophotometry using the CE7400 Aquarius (Cecil Instruments Ltd.).

Pigment contents were calculated following the equations described

in Lichtenthaler and Wellburn (1983).

2.5 | Lipid peroxidation analyses

The extent of lipid peroxidation extent was determined by analyzing

the content of lipid hydroperoxides (LOOH). From the above metha-

nolic extracts, 100 μL were taken to prepare two different aliquots for

each sample: 50 μL of extract + 50 μL of solvent, and 50 μL of

extract + 50 μL of 10 mM triphenylphosphine (TPP) as the negative

control. Aliquots were incubated at room temperature in darkness for

30 min. Then, 10 μL volume per aliquot was pipetted in triplicate in a

96-well plate incubated for 45 min with the reagent FOX-2 (90%

methanol (v/v) with 4 mM BHT, 250 mM sulfuric acid, 0.25 mM

ammonium iron (II) sulfate hexahydrate and 0.1 mM xylenol orange)

as described in Bou et al. (2008). Absorbances were read at 560 and

800 nm with a spectrophotometer (xMarkTM Microplate Absorbance

Spectrophotometer, Bio-Rad). Quantifications were made by using a

H202 calibration curve as the standard.

2.6 | Tocochromanol analyses

Quantification of tocochromanols, including the four tocopherol

homologues (α-, β-, γ- and δ-tocopherol) and plastochromanol 8 (PC-

8), was performed by high-performance liquid chromatography

(HPLC) as described in Amaral et al. (2005). Shortly, from the previous

methanolic extracts, 250 μL were passed onto hydrophobic 0.45 μm

PTFE filters (Phenomenex), introduced into vials and injected in the

HPLC system (Waters 600 controller pump + Waters 717 plus auto-

sampler and Jasco FP-1520 fluorescence detector). Vitamin E com-

pounds were separated in a normal-phase column (Inertsil 100A,

5 μm, 250 � 3.0 mm, GL Sciences) by using a mobile phase of n-

hexane and 1,4-dioxane (95.5:4.5, v/v) at a flow rate of 0.7 mL/min

and then detected using a fluorescence detector (excitation at

295 nm and emission at 330 nm). Quantification was performed by

establishing a calibration curve with authentic standards of each of

the forms analyzed (Sigma–Aldrich). Due to its chloroplastic location,

tocochromanols were expressed both on a dry mass and on a chloro-

phyll basis.

2.7 | Stress-related phytohormones analyses

Endogenous contents of stress-related phytohormones, including

abscisic acid (ABA), jasmonates (including OPDA, JA and JA-Ile) and

salicylic acid (SA) were determined from the above methanolic

extracts by ultrahigh-performance liquid chromatography (UHPLC)

coupled to tandem mass spectrometry (MS/MS) as previously

described in Müller and Munné-Bosch (2011). In brief, 200 μL of

extracts containing deuterium-labeled internal standards were trans-

ferred into vials by passing through a 0.22 μm PTFE filter

(Phenomenex). Vials were injected into the UHPLC–MS/MS system,

consisting of a HPLC coupled to a triple quadrupole mass spectrome-

ter (QTRAP 4000, AB Sciex). MultiQuantTM 3.0.1 software was used

to quantify ABA, JA, JA-Ile, OPDA and SA with the negative ion mode,
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extracting the recovery rates of each sample with the deuterium-

labeled internal standards and generating calibration curves for each

analyte. Since jasmonates initiate their biosynthetic pathway in the

chloroplasts, results were expressed both on a dry mass and on a chlo-

rophyll basis.

2.8 | Statistical analysis

The effects of “condition” and “time” during the monitoring of Fv/

Fm were tested by two-way analyses of variance (ANOVA). Effects

on leaf abscission, SWC and leaf hydration were tested by one-way

analyses of variance (ANOVA). For the rest of the parameters, we

analyzed the effect of the “condition” (IR and WS attached; and

WS attached and WS detached) by leaf section (apical, mid, basal,

petiole 1 and petiole 2) with a one-way ANOVA. To study the

interaction between “condition” and “leaf section” we performed a

two-way ANOVA. The Tukey's post-hoc test was used to detect

significant differences in all statistical analyses. In all cases, differ-

ences were considered significant when p ≤ 0.05. Both data normal-

ity (Shapiro–Wilk test) and homocedasticity of residues (Levene's

test) were previously checked as described by Zuur et al. (2009). All

statistical tests were performed with RStudio using the agricolae

and car packages.

3 | RESULTS

3.1 | Severe drought stress compromises olive
trees' physiological status towards leaf abscission

Monitoring a nondestructive stress marker such as Fv/Fm throughout

the study allowed us to progressively evaluate the physiological status

of the trees and anticipate the right time for sampling (Figure 1).

Water-stressed olive trees went into photoinhibition on day 9 and

onwards, when Fv/Fm dropped below 0.75. Leaf abscission occurred

from day 14 onwards when Fv/Fm values dropped below 0.40. How-

ever, while natural leaf abscission (i.e. leaves that dropped naturally)

ranged between 0.2 and 0.6% daily during the third week of stress

(from day 14 to day 21, data not shown), a slight mechanical shaking

mimicking windy conditions induced immediate abscission of up to

25% of the leaves in water-stressed plants at day 21 (Figure 1).

The drought imposed on plants for 21 days severely affected olive

trees's physiological status, with their leaves curling progressively and

Time (days)
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F IGURE 1 Nondestructive monitoring of the olive tree physiological status during water deficit. While irrigated plants (A) were unaltered
throughout the study, leaf abscission started after two weeks of water deficit (indicated by an arrow), when the maximum efficiency of PSII
photochemistry (FvFm ratio, B) dropped below 0.4 in water-stressed plants (C). Samplings (indicated by a red asterisk) were performed at 21 days
of water irrigation and stress treatments. (D) Leaf abscission (%), (E) soil water content (SWC) and (F) leaf hydration in both plant groups. Data
represent the mean and standard error of n = 10 trees for each condition. p values of two-way or one-way ANOVAs are shown in the inlets.
Asterisks indicate significant differences between conditions at given times (p < 0.05). Different letters reflect differences between conditions.
IR, irrigated plant; WS, water-stressed plant.
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arresting growth. While new leaves were produced in plants growing

under irrigated condition, water-stressed plants arrested growth,

showed smaller and thicker leaves and these curled severely (Figure 1C).

Abscission of these leaves, which occurred quite homogeneously

throughout the canopy, was triggered by a slight manual shake when

soil water status was very low (3.5%, i.e. below accepted levels of plant

water availability for the silty-clay soil type, Figure 1E) and leaf hydration

decreased by up to 95% (with values of 0.07 compared to 1.8 g H2O/g

dry matter in water-stressed and irrigated plants, respectively,

Figure 1F). Under these conditions, leaf abscission was 25% (Figure 1D).

F IGURE 2 Summary of the influence of water stress and leaf abscission on chlorophyll (Chl) a + b, vitamin E, plastochromanol-8 (PC-8), lipid
hydroperoxides (LOOH), jasmonates, abscisic acid (ABA) and salicylic acid (SA) contents in different leaf parts (from the apex, left, to the base,
right, of both the leaf blade and the petiole). Olive trees were exposed to severe water stress for 21 days. Results are given on a dry matter basis
(A) or expressed per unit of Chl or LOOH (B). For each leaf part, the left panel compares Irrigated (IR) to Water stress (WS-A) conditions (only
data from attached leaves); and the right panel compares Attached leaves (WS-A) to Detached leaves (WS-D) within the WS plants. Colored
boxes indicate significant differences according to Tukey's post-hoc test (p < 0.05). Green and red colors indicate an increase or decrease,
respectively, in the values. p values are shown in Table S1. JA, jasmonic acid; JA-Ile, jasmonoyl-isoleucine; OPDA, 12-oxo-phytodienoic acid;
Toc, tocopherol.
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3.2 | Water stress leads to a decrease of
tocochromanol contents in the petiole

The leaf gradient study model shown in Figure 2 enabled a mechanis-

tic and integrated understanding of what occurred spatiotemporally at

the physiological level in attached (nonabscised) and detached

(abscised) leaves of water-stressed plants. Chlorophyll loss under

water-stress conditions, reflected by the total chlorophyll a + b con-

tent (ChlTot), was significant in the apical zone and in the petiole,

whereas no changes in chlorophyll contents occurred between

attached and detached leaves (Figure 2A). When comparing data from

leaf parts of the three conditions, other appreciations arise (Figure 3).

First, chlorophylls decreased from the apical leaf part to the base of

the petiole (Pet 2). Second, the leaf blade and the petiole were in a dif-

ferent chlorophyll value range, considering that there were significant

differences between the three leaf blade parts and the two petiole

parts in all three conditions. There were no differences in chlorophyll

a/b among conditions (Figure 3).

Regarding tocochromanol contents, though the γ-tocopherol

(precursor of α-tocopherol) content was always low, it significantly

increased under severe water stress in all the leaf parts, except in Pet-

iole 2 that is the part of the petiole containing the abscission zone

(Figure 2A). This compound increased from average values of 0.73 in

irrigated plants to 4.25 μg/g DW in the stressed plants (Figure 4).

Although there was an overall increase in detached leaves compared

to attached ones, none of the parts showed significant differences

between the two conditions. In contrast to γ-tocopherol, the major

tocochromanol form in leaves, α-tocopherol, showed significant

decreases in water-stressed plants in the petiole only (although in

both parts), decreasing from 293 μg/g DW to 112 μg/g DW in Pet

1 and from 210 μg/g DW to 97 μg/g DW in Pet 2 (Figures 2A and 4).

Besides, α-tocopherol content significantly decreased from 477 μg/g

DW to 284 μg/g DW in the apical part from the detached leaves com-

pared to the attached ones. Remarkably, water stress induced a differ-

ential change between the leaf blade and the petiole (Figure 4).

Despite being present at much lower contents compared to α-tocoph-

erol, PC-8 showed a similar spatiotemporal variation to that observed

for α-tocopherol, with a significant decrease in petioles of water-

stressed plants compared to those of irrigated ones (Figures 2A and

4). Noteworthy, differences in tocochromanol contents due to water

stress changed when compounds were expressed on a chlorophyll

basis (Figure 2B). Indeed, the significant reductions of both

α-tocopherol and PC-8 in Petiole 2 of water-stressed leaves disap-

peared due to a large increase in the content of both antioxidants per

unit of chlorophyll in Petiole 2 relative to Petiole 1, the latter being

independent of plant water status (Figure 4, see also Figures 2 and 3).

3.3 | Specific accumulation of active jasmonates in
the petioles of water-stressed plants

Water stress led to lipid peroxidation in the leaf blade, considering the

increase in LOOH contents experienced in apical, mid and basal parts

of leaves of water-stressed plants (Figure 2A). On average, the

increase in LOOH content in the leaf blade was almost doubled under

water stress, from 4.5 to 8.7 mmol/g DW. However, no differences

were found between petioles from irrigated and water-stressed condi-

tions, nor in any leaf section between attached and detached leaves
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F IGURE 3 Chlorophyll (Chl) a + b and Chl a/b ratio considering a leaf gradient in irrigated and water-stressed olive trees, including both
attached and detached leaves. Olive trees were exposed to severe water stress for 21 days. Leaf gradient included the apical, mid, basal, petiole
1 (Pet1) and petiole 2 (Pet2) parts. p values of two-way ANOVA are shown in the inlets and p values >0.05 were considered not significant (NS).
Different capital letters indicate significant differences between conditions and lower-case letters between leaf parts. Data represent the mean
and standard error of n = 10 individuals (a pool of each specific part of the tissue taken from various leaves was used for each replicate in every
condition, see materials and methods for details).
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(Figure 5). In contrast, water stress clearly altered jasmonates metabo-

lism within the leaf. OPDA contents decreased in all leaf sections

under water stress, with values in both petiole parts around

2000 ng/g DW in irrigated plants and 80 ng/g DW in water-stressed

plants (Figures 2A and 5). Free JA significantly increased in Pet 1 only,

while JA-Ile increased at least 5-fold in all leaf parts under water

stress (Figure 2A). It is noteworthy that neither OPDA nor JA contents

showed a leaf gradient under water stress, while JA-Ile did, showing a

decreasing gradient towards the base of the petiole in stressed plants

(Figure 5). Nevertheless, there were no significant differences in any

jasmonate form between petioles from attached and detached leaves,

although an increase in oxylipin accumulation was experienced in

detached leaves as shown in apical and basal parts with an increase in

OPDA and JA contents, respectively (Figures 2A and 5). ABA content

did not vary during the study, either between conditions or leaf sec-

tions (Figure 2A). In contrast, SA contents increased under water

stress in all leaf sections (Figure 2A). Still, SA content did not vary

among leaf parts or between attached and detached leaves.
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F IGURE 4 Vitamin E (including both γ- and α-tocopherol) and plastochromanol-8 contents in different parts of the leaf in irrigated and water-
stressed olive trees, including both attached and detached leaves. Data was expressed both on a dry mass (DW) and chlorophyll (Chl) basis (see
also legend of Figure 3 for further details).
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Given the chloroplastic origin of the synthesis of jasmonates, we

explored variations in jasmonates contents on a chlorophyll basis. We

found that the previous trend of decreased OPDA and increased JA-

Ile in the water-stress condition was maintained (Figure 2B). Specifi-

cally, OPDA per chlorophyll unit significantly decreased but only in

basal and both petiole parts, with the major reduction in Pet 2 from

109 to 11.8 mmol of OPDA per mol of chlorophyll (Figure 6). On the

other hand, JA levels per chlorophyll unit increased sharply in both

petiole parts, with 6- and 3-fold higher levels in Pet 1 and Pet

2, respectively, in the water-stress condition (Figure 6). JA-Ile content

per chlorophyll unit significantly increased in all the leaf parts in the

water-stressed group, including Pet 2, but the decreasing gradient

was broken, with Pet 1 showing higher levels than the basal part and

with the highest JA-Ile levels found in Pet2 (Figure 6). No differences

between attached and detached leaves were found. Apparently, the

jasmonate response to severe drought was focused in the petiole

since the content of the precursor OPDA was reduced in both sec-

tions (Pet 1 and Pet 2), while the content of both JA and JA-Ile signifi-

cantly increased (Figure 6).

To better understand how the metabolic pathway of jasmonates

was working out along the leaf in the drought stress response, we

normalized the contents of each oxylipin per unit of the initial sub-

strate, LOOH. We found that OPDA synthesis from LOOH was

reduced in both petiole parts from water-stressed leaves, and slightly

in the mid part (Figures 2B and 6). However, JA-Ile/LOOH increased,

but only in the leaf blade, and JA synthesis from LOOH was slightly

reduced in the mid part, just like its direct precursor OPDA. A signifi-

cant increase in the ratios OPDA/LOOH and JA/LOOH was found in

the basal part of detached compared to attached leaves, which further

supports the higher JA content present in this leaf section (Figure 2B).

Moreover, from available OPDA, free JA synthesis was enhanced in

the basal part and in Pet 1 and Pet 2 of water-stressed leaves, as

shown by the increase in JA/OPDA ratio. Furthermore, JA-Ile synthe-

sis was promoted from JA in all leaf parts of water-stressed leaves, as

JA-Ile/JA ratio increased (Figures 2B and 6).

4 | DISCUSSION

Plants continuously exposed to severe drought stress episodes have

been evolutionarily forced to develop sophisticated protective mecha-

nisms that can be activated at various organization levels to cope with
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F IGURE 5 Lipid peroxidation products (oxylipin) contents in different leaf parts of irrigated and water-stressed olive trees, including both
attached and detached leaves. Contents of lipid hydroperoxides (LOOH), 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA), jasmonic acid (JA) and jasmonoyl-
isoleucine (JA-Ile) on a dry matter (DW) basis are shown (see also legend of Figure 3 for further details).
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F IGURE 6 Jasmonates contents, expressed both on a chlorophyll (Chl) and lipid hydroperoxide (LOOH) basis, in different leaf parts of
irrigated and water-stressed olive trees, including both attached and detached leaves. Contents 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA), jasmonic acid
(JA) and jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile) are shown (see also legend of Figure 3 for further details).
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stress (Fang & Xiong, 2015; Munné-Bosch, 2022). Drought-induced

leaf abscission is considered a defence mechanism as it reduces the

transpiration load on plants and avoids water losses under harsh envi-

ronmental conditions (Patharkar & Walker, 2016). In this study, young

olive trees shed their leaves after a very severe, short drought stress

that pushed them to the limit, entering a critical photoinhibition of the

photosynthetic apparatus that was the prelude to the abscission pro-

cess. Leaves from water-stressed olive trees suffered a chlorophyll

loss, as reported before in previous studies in olive trees (Guerfel

et al., 2009). This event could be related to a photoprotective strat-

egy, in which the photosynthetic structure is remodeled to avoid

dissipation of excess light, but it is also a typical symptom of photo-

oxidative stress. Indeed, drought stress led to oxidative stress in

leaves, as evidenced by the increase in lipid peroxidation products

such as LOOH and oxylipins such as jasmonates. The overall decrease

in the chloroplastic antioxidant α-tocopherol in water-stressed leaves

reflected once more the strong photoinhibition caused by such severe

stress, drought stress that led to photo-oxidative stress characterized

by antioxidant loss, which is typically indicating drought sensitivity

(Munné-Bosch, 2005, see also Kumar et al., 2021). Drought also

induced an increase in endogenous SA contents, as previously

reported in other Mediterranean plant species from the same Olea-

ceae family (Munné-Bosch & Peñuelas, 2003) and supports a role in

drought stress protection for this phytohormone (Khan et al., 2015).

In contrast, ABA content did not vary under stress, which is not fully

surprising as this phytohormone is more involved in early than late

response to water stress when stomatal closure is required (Lim

et al., 2015). In this study, we found a differential physiological and

hormonal response that might be involved in the drought-induced leaf

abscission process. Detached, abscised leaves showed higher oxida-

tive stress than attached, non-abscised leaves of water-stressed

plants, as indicated by the contents of jasmonates OPDA and JA,

which increased in apical and basal sections, respectively, of abscised

leaves relative to non-abscised ones. Besides, the decreases in

α-tocopherol (both expressed per unit of dry matter and per chloro-

phyll) in the leaf apex and in the PC-8 per unit of chlorophyll in the

petiole 1 in the detached compared to the attached leaves reinforces

the fact that detached leaves suffered from higher oxidative stress in

chloroplasts than attached ones. However, regarding the AZ located

in petiole 2, there were no differences between attached and

detached petioles from water-stressed olive trees, and thus none of

these molecules seemed to have a direct role in the execution of the

abscission process. It appears that photo-oxidative stress and oxylipin

accumulation trigger leaf abscission in water-stressed olive trees,

although mechanical stress (a slight shaking mimicking wind is suffi-

cient) executes the process. Here, we propose that a conditioning of

the AZ by signaling molecules occurs in response to severe drought

stress, including both JA-Ile and SA, whereas OPDA, α-tocopherol and

PC-8 contents decrease (Figure 7).

The involvement of jasmonates in retrograde signaling for stress

resilience responses has been reported previously (Howe et al., 2018;

Muñoz & Munné-Bosch, 2020) and vitamin E has been suggested to

F IGURE 7 Model showing the mechanisms involved in drought-induced leaf abscission in olive trees. (A) Overall drought-stress effects in the
leaves of olive trees. Red and green boxes indicate physiological parameters that decreased or increased with drought, respectively. (B) Specific
drought-stress effects in the petiole 2 part of attached water-stressed leaves of olive trees. (C) Changes in the leaf blade with respect to the
petiole upon drought stress. (D) Changes in foliar gradients along the leaf upon drought stress. (E) Mechanical stressors responsible for the final
execution of the leaf abscission process.
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play a role in stress sensing and signaling (Munné-Bosch, 2019). Con-

sidering that the leaf blade and the petiole are organs with a

completely different number of chloroplasts and photosynthetic struc-

tures (Sun et al., 2021), it is not surprising that significant differences

in leaf gradients arise when expressing quantities of chloroplastic anti-

oxidants (such as tocochromanols) and oxylipins (such as jasmonates)

per mol of chlorophyll. Jasmonates contents per unit of chlorophyll

were different in petiole 2 of water-stressed and irrigated plants, not

only including OPDA and JA, but also JA-Ile. The sharp reduction in

OPDA content linked to the increase in the downstream products of

the pathway (JA and JA-Ile) suggested that jasmonates biosynthesis

was induced, leading to the specific accumulation of the bioactive

form JA-Ile (Wasternack & Hause, 2013). In fact, regarding the con-

tents of each jasmonate by the initial LOOH substrate unit, a reduc-

tion in OPDA/LOOH in the petiole suggests that de novo OPDA

formation was blocked. However, from the existent OPDA, free JA

was forming as JA/OPDA increased in the petiole, thus suggesting

that the enzyme OPR3 may be activated to synthesize JA in the per-

oxisome (Stintzi & Browse, 2000). The ratio JA-Ile/JA also increased

in water-stressed petioles, thus suggesting an activation of the

enzyme JAR1 and that the metabolic pathway of jasmonates was

probably directed towards the formation of JA-Ile (Staswick &

Tiryaki, 2004; Wasternack & Hause, 2013). It has been previously

shown that exposure to drought induces jasmonate biosynthesis in

various species (de Ollas et al., 2015), and a recent study suggested a

drought stress tolerance priming effect of jasmonates via JAR-1 medi-

ated accumulation of JA-Ile in Arabidopsis (Mahmud et al., 2022).

Therefore, it appears that jasmonates, and more specifically the bioac-

tive form JA-Ile, play a major role in drought stress tolerance, particu-

larly in conditioning the tissue (petiole 2) containing the AZ for leaf

abscission induced by mechanical stress to occur. Ethylene response

factors (ERFs) have been involved in leaf abscission regulation of cas-

sava plants (Liao et al., 2016), and ERF1 has been reported to be

induced not only by ethylene but also by jasmonate signaling, then

promoting expression of genes involved in drought tolerance (Cheng

et al., 2013; Lorenzo et al., 2002; Müller & Munné-Bosch, 2015). Thus,

we propose here that jasmonate signaling may trigger abscission by

conditioning the AZ located in the petiole of drought-stressed leaves.

In our study, the execution of the process itself may be related with

the mechanical stress imposed at the time of sampling when olive

trees were manually shaken and then leaves shed. In field conditions,

olive trees are often exposed to mechanical stressors such as the wind

and manual or mechanical harvesting methods. Depending on the

force exerted, leaf detachment could increase, causing damages to the

tree (Sola-Guirado et al., 2014; Wiesman, 2009). These mechanical

stressors may provoke higher leaf abscission in drought-stressed trees

(see Figure 7 for an overall model of drought-induced leaf abscission

in olive trees).

In conclusion, our results show that severe drought induced

photoinhibition and photo-oxidative stress in olive trees, accentuating

the physiological differentiation between leaf blade and petiole, and

altering oxylipin and hormonal gradients along the leaf. More specifi-

cally, jasmonates accumulated in the petiole of water-stressed leaves,

where the AZ is located, particularly in the form of the bioactive

JA-Ile. Therefore, oxylipins signaling may trigger drought-induced

abscission in olive trees, a process that appears to be executed by

mechanical stress. Further research is needed to study the interaction

of jasmonates with ethylene signaling in this model to better under-

stand leaf abscission. This will undoubtedly help us better understand

leaf abscission in olive trees, a very important physiological phenome-

non, not only for basic biology but also with important implications in

the agrifood biotechnology sector.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Sabina Villadangos and Sergi Munné-Bosch conceived and designed

the experiments. Sabina Villadangos performed the experiments with

the help of Carmen González. Sabina Villadangos wrote the manu-

script with the help of Sergi Munné-Bosch. All authors contributed to

the discussion of ideas and approved the final manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

We are indebted to Tania Mesa for her help with tocochromanols

analyses. We are very grateful to the Parc Científic and Servei de

Camps Experimentals of the University of Barcelona for technical assis-

tance. This research was funded by the ICREA Academia award and

the 2021SGR00675 grant given to S.M.B. by the Catalan

Government.

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT

The authors declare that they have no conflict of interest.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The data that support the findings of this study are available from the

corresponding author upon reasonable request.

ORCID

Sergi Munné-Bosch https://orcid.org/0000-0001-6523-6848

REFERENCES

Abbo, S., Gopher, A. & Lev-Yadun, S. (2015) Fruit domestication in the

Near East. Plant Breeding Reviews, 39, 325–377.
Agustí, J., Merelo, P., Cerc�os, M., Tadeo, F.R. & Tal�on, M. (2008) Ethylene-

induced differential gene expression during abscission of citrus leaves.

Journal of Experimental Botany, 59, 2717–2733.
Amaral, J.S., Casal, S., Torres, D., Seabra, R.M. & Oliveira, B.P.P. (2005)

Simultaneous determination of tocopherols and tocotrienols in hazel-

nuts by a normal phase liquid chromatographic method. Analytical Sci-

ences, 21, 1545–1548.
Bacelar, E.A., Moutinho-Pereira, J.M., Gonçalves, B.C., Ferreira, H.F. &

Correia, C.M. (2007) Changes in growth, gas exchange, xylem hydrau-

lic properties and water use efficiency of three olive cultivars under

contrasting water availability regimes. Environmental and Experimental

Botany, 60, 183–192.
Basu, M.M., González-Carranza, Z.H., Azam-Ali, S., Tang, S., Shahid, A.A. &

Roberts, J.A. (2013) The manipulation of auxin in the abscission zone

cells of Arabidopsis flowers reveals that indoleacetic acid signaling is a

prerequisite for organ shedding. Plant Physiology, 162, 96–106.
Bou, R., Codony, R., Tres, A., Decker, E.A. & Guardiola, F. (2008) Determi-

nation of hydroperoxides in foods and biological samples by the fer-

rous oxidation-xylenol orange method: a review of the factors that

VILLADANGOS ET AL. 11 of 13
Physiologia Plantarum

 13993054, 2023, 3, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/ppl.13941 by R

eadcube (L
abtiva Inc.), W

iley O
nline L

ibrary on [08/06/2023]. S
ee the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

153



influence the method's performance. Analytical Biochemistry, 377,

1–15.
Brito, C., Dinis, L.T., Moutinho-Pereira, J. & Correia, C.M. (2019) Drought

stress effects and olive tree acclimation under a changing climate.

Plants, 8, 232.

Browse, J. (2009) Jasmonate passes muster: a receptor and targets for the

defense hormone. Annual Review of Plant Biology, 60, 183–205.
Casadesús, A., Bouchikh, R., Pérez-Llorca, M. & Munné-Bosch, S. (2021)

Linking jasmonates with vitamin E accumulation in plants: a case study

in the Mediterranean shrub Cistus albidus L. Planta, 253, 36.

Chartzoulakis, K., Patakas, A. & Bosabalidis, A.M. (1999) Changes in water

relations, photosynthesis and leaf anatomy induced by intermittent

drought in two olive cultivars. Environmental and Experimental Botany,

42, 113–120.
Cheng, M.C., Liao, P.M., Kuo, W.W. & Lin, T.P. (2013) The Arabidopsis

ETHYLENE RESPONSE FACTOR1 regulates abiotic stress-responsive

gene expression by binding to different cis-acting elements in

response to different stress signals. Plant Physiology, 162, 1566–1582.
de Ollas, C., Arbona, V. & Gomez-Cadenas, A. (2015) Jasmonic acid inter-

acts with abscisic acid to regulate plant responses to water stress con-

ditions. Plant Signaling & Behavior, 10, e1078953.

Demmig-Adams, B., Cohu, C.M., Amiard, V., Zadelhoff, G., Veldink, G.A.,

Muller, O. et al. (2013) Emerging trade-offs-impact of photoprotec-

tants (PsbS, xanthophylls, and vitamin E) on oxylipins as regulators of

development and defense. New Phytologist, 197, 720–729.
Falk, J. & Munné-Bosch, S. (2010) Tocochromanol functions in plants: anti-

oxidation and beyond. Journal of Experimental Botany, 61, 1549–1566.
Fang, Y. & Xiong, L. (2015) General mechanisms of drought response and

their application in drought resistance improvement in plants. Cellular

and Molecular Life Sciences, 72, 673–689.
Farmer, E.E. & Mueller, M.J. (2013) ROS-mediated lipid peroxidation and

RES-activated signaling. Annual Review of Plant Biology, 64, 429–450.
Fischer, E. & Schär, C. (2010) Consistent geographical patterns of changes

in high-impact European heatwaves. Nature Geoscience, 3, 398–403.
Goldental-Cohen, S., Burstein, C., Biton, I., Ben Sasson, S., Sadeh, A.,

Many, Y. et al. (2017) Ethephon induced oxidative stress in the olive

leaf abscission zone enables development of a selective abscission

compound. BMC Plant Biology, 17, 87.

Guerfel, M., Baccouri, O., Boujnah, D., Chaïbi, W. & Zarrouk, M. (2009)

Impacts of water stress on gas exchange, water relations, chlorophyll

content and leaf structure in the two main Tunisian olive (Olea euro-

paea L.) cultivars. Science Horticulturae, 119, 257–263.
Hernandez-Santana, V., Diaz-Rueda, P., Diaz-Espejo, A., Raya-

Sereno, M.D., Gutiérrez-Gordillo, S., Montero, A. et al. (2019) Hydrau-

lic traits emerge as relevant determinants of growth patterns in wild

olive genotypes under water stress. Frontiers in Plant Science, 10, 291.

Howe, G.A., Major, I.T. & Koo, A.J. (2018) Modularity in jasmonate signal-

ing for multistress resilience. Annual Review of Plant Biology, 29(69),

387–415.
IPCC. (2022) Cross-Chapter Paper 4: Mediterranean Region. Climate

change 2022: impacts, adaptation, and vulnerability. In: Pörtner, H.-O.,

Roberts, D.C., Tignor, M., Poloczanska, E.S., Mintenbeck, K., Alegría, A.

et al. (Eds.) Contribution of working group II to the sixth assessment

report of the intergovernmental panel on climate change. Cambridge:

Cambridge University Press, pp. 2233–2272.
Jackson, M.B. & Osborne, D.J. (1970) Ethylene, the natural regulator of

leaf abscission. Nature, 225, 1019–1022.
Khan, M.I.R., Fatma, M., Per, T.S., Anjum, N.A. & Khan, N.A. (2015) Salicylic

acid-induced abiotic stress tolerance and underlying mechanisms in

plants. Frontiers in Plant Science, 6, 1–17.
Kumar, A., Prasad, A., Sedlarova, M., Kale, R., Frankel, L.K., Sallans, L. et al.

(2021) Tocopherol controls D1 amino acid oxidation by oxygen radi-

cals in Photosystem II. Proceedings of the National Academy of Sciences

of the United States of America, 118, e2019246118.

Langgut, D., Cheddadi, R., Carri�on, J.S., Cavanagh, M., Colombaroli, D.,

Eastwood, W.J. et al. (2019) The origin and spread of olive cultivation

in the Mediterranean Basin: the fossil pollen evidence. Holocene, 29,

902–922.
Lavee, S. & Martin, G.C. (1981) In vitro studies of ethephon-induced

abscission in olive. II. The relation between ethylene evolution and

abscission of various organs. Journal of American Society of Horticul-

tural Sciences, 106, 19–26.
Liao, W., Li, Y., Yang, Y., Wang, G. & Peng, M. (2016) Exposure to various

abscission-promoting treatments suggests substantial ERF subfamily

transcription factors involvement in the regulation of cassava leaf

abscission. BMC Genomics, 17, 538.

Lichtenthaler, H. & Wellburn, A. (1983) Determinations of total caroten-

oids and chlorophylls a and b of leaf extracts in different solvents. Bio-

chemical Society Transactions, 11, 591–592.
Lim, C.W., Baek, W., Jung, J., Kim, J.H. & Lee, S.C. (2015) Function of ABA

in stomatal defense against biotic and drought stresses. International

Journal of Molecular Science, 16, 15251–15270.
Lorenzo, O., Piqueras, R., Sánchez-Serrano, J.J. & Solano, R. (2002) ETHYL-

ENE RESPONSE FACTOR1 integrates signals from ethylene and jas-

monate pathway in plant defense. Plant Cell, 15, 165–178.
Loumou, A. & Giourga, C. (2003) Olive groves: the life and identity of the

Mediterranean. Agriculture and Human Values, 20, 87–95.
Mahmud, S., Ullah, C., Kortz, A., Bhattacharyya, S., Yu, P., Gershenzon, J.

et al. (2022) Constitutive expression of JASMONATE RESISTANT 1

induces molecular changes that prime the plants to better withstand

drought. Plant, Cell & Environment, 45, 2906–2922.
Matthes, M.C., Bruce, T.J.A., Ton, J., Verrier, P.J., Pickett, J.A. &

Napier, J.A. (2010) The transcriptome of cis-jasmone-induced resis-

tance in Arabidopsis thaliana and its role in indirect defence. Planta,

232, 1163–1180.
Meir, S., Hunter, D.A., Chen, J.-C., Halaly, V. & Reid, M.S. (2006) Molecular

changes occurring during acquisition of abscission competence follow-

ing auxin depletion in Mirabilis jalapa. Plant Physiology, 141, 1604–
1616.

Mittler, R. (2017) ROS are good. Trends in Plant Science, 22, 11–19.
Morales, M., Garcia, Q.S. & Munné-Bosch, S. (2015) Ecophysiological

response to seasonal variations in water availability in the arborescent,

endemic plant Vellozia gigantea. Tree Physiology, 35, 253–265.
Müller, M. & Munné-Bosch, S. (2011) Rapid and sensitive hormonal profil-

ing of complex plant samples by liquid chromatography coupled to

electrospray ionization tandem mass spectrometry. Plant Methods,

7, 37.

Müller, M. & Munné-Bosch, S. (2015) Ethylene Response Factors: a key

regulatory hub in hormone and stress signaling. Plant Physiology, 169,

32–41.
Munné-Bosch, S. (2005) The role of alpha-tocopherol in plant stress toler-

ance. Journal of Plant Physiology, 162, 743–748.
Munné-Bosch, S. (2019) Vitamin E function in stress sensing and signaling

in plants. Developmental Cell, 48, 290–292.
Munné-Bosch, S. (2022) Spatiotemporal limitations in plant biology

research. Trends in Plant Science, 27, 346–354.
Munné-Bosch, S. & Peñuelas, J. (2003) Photo- and antioxidative protec-

tion, and a role for salicylic acid during drought and recovery in field-

grown Phillyrea angustifolia plants. Planta, 217, 758–766.
Muñoz, P. & Munné-Bosch, S. (2019) Vitamin E in plants: biosynthesis,

transport, and function. Trends in Plant Science, 24, 1040–1051.
Muñoz, P. & Munné-Bosch, S. (2020) Oxylipins in plastidial retrograde sig-

naling. Redox Biology, 37, 101717.

Patharkar, O.R. & Walker, J.C. (2016) Core mechanisms regulating devel-

opmentally timed and environmentally triggered abscission. Plant Phys-

iology, 172, 510–520.
Patharkar, O.R. & Walker, J.C. (2018) Advances in abscission signaling.

Journal of Experimental Botany, 69, 733–740.

12 of 13 VILLADANGOS ET AL.
Physiologia Plantarum

 13993054, 2023, 3, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/ppl.13941 by R

eadcube (L
abtiva Inc.), W

iley O
nline L

ibrary on [08/06/2023]. S
ee the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

154



Patterson, S.E. (2001) Cutting loose. Abscission and dehiscence in Arabi-

dopsis. Plant Physiology, 126, 494–500.
Savchenko, T., Kolla, V.A., Wang, C.Q., Nasafi, Z., Hicks, D.R.,

Phadungchob, B. et al. (2014) Functional convergence of oxylipin and

abscisic acid pathways controls stomatal closure in response to

drought. Plant Physiology, 164, 1151–1160.
Sola-Guirado, R.R., Castro-García, S., Blanco-Roldán, G.L., Jiménez-

Jiménez, F., Castillo-Ruiz, F.J. & Gil-Ribes, J.A. (2014) Traditional olive

tree response to oil olive harvesting technologies. Biosystems Engineer-

ing, 118, 186–193.
Staswick, P.E. & Tiryaki, I. (2004) The oxylipin signal jasmonic acid is acti-

vated by an enzyme that conjugates it to isoleucine in Arabidopsis.

Plant Cell, 16, 2117–2127.
Stintzi, A. & Browse, J. (2000) The Arabidopsis male-sterile mutant, opr3,

lacks the 12-oxophytodienoic acid reductase required for jasmonate

synthesis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America, 97, 10625–10630.
Sun, W., Ma, N., Huang, H., Wei, J., Ma, S., Liu, H. et al. (2021) Photosyn-

thetic contribution and characteristics of cucumber stems and petioles.

BMC Plant Biology, 21, 454.

Taylor, J.E. & Whitelaw, C.A. (2001) Signals in abscission. New Phytologist,

151, 323–339.
Tognetti, R., d'Andria, R., Lavini, A. & Morelli, G. (2006) The effect of defi-

cit irrigation on crop yield and vegetative development of Olea euro-

paea L., (cvs. Frantoio and Leccino). European Journal of Agronomy, 25,

356–364.
Trabelsi, L., Gargouri, K., Hassena, A.B., Mbadra, C., Ghrab, M., Ncube, B.

et al. (2019) Impact of drought and salinity on olive water status and

physiological performance in an arid climate. Agricultural Water Man-

agement, 213, 749–759.
Van Kooten, O. & Snel, J.F.H. (1990) The use of chlorophyll fluorescence

nomenclature in plant stress physiology. Photosynthetic Research, 25,

147–150.

Wasternack, C. & Hause, B. (2013) Jasmonates: biosynthesis, perception,

signal transduction and action in plant stress response, growth and

development. An update to the 2007 review in Annals of Botany.

Annals of Botany, 111, 1021–1058.
Wiesman, Z. (2009) The current status of and major trends in the world

olive oil industry. In: Desert olive oil cultivation. Advanced Bio Technolo-

gies, 1st edition. Oxford, UK: Academic Press.

Winger, A.M., Taylor, N.L., Heazlewood, J.L., Day, D.A. & Millar, A.H.

(2007) The cytotoxic lipid peroxidation product 4-hydroxy-2-nonenal

covalently modifies a selective range of proteins linked to respiratory

function in plant mitochondria. Journal of Biological Chemistry, 282,

37436–37447.
Yamauchi, Y. & Sugimoto, Y. (2010) Effect of protein modification by mal-

ondialdehyde on the interaction between the oxygen-evolving com-

plex 33 kDa protein and photosystem II core proteins. Planta, 231,

1077–1088.
Zuur, A., Ieno, E. & Elphick, C. (2009) A protocol for data exploration to avoid

common statistical problems.Methods in Ecology and Evolution, 1, 3–14.

SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information can be found online in the Support-

ing Information section at the end of this article.

How to cite this article: Villadangos, S., González, C. &

Munné-Bosch, S. (2023) Photo-oxidative stress leading to

oxylipin accumulation may trigger drought-induced leaf

abscission in olive trees. Physiologia Plantarum, 175(3),

e13941. Available from: https://doi.org/10.1111/ppl.13941

VILLADANGOS ET AL. 13 of 13
Physiologia Plantarum

 13993054, 2023, 3, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/ppl.13941 by R

eadcube (L
abtiva Inc.), W

iley O
nline L

ibrary on [08/06/2023]. S
ee the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

155



SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary Figure 1. Experimental design used to study severe drought-induced leaf abscission in 

olive trees. From each leaf , five sections were dissected and separated: apical, mid, basal, petiole 1 and 

petiole 2. A pool of each specific part of the tissue taken from various leaves of the same olive tree was 

generated for each condition for further biochemical analyses. Tissue from 10 different trees was 

collected for each treatment.
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Supplementary Table 1. Summary of results of one-way ANOVA statistical analyses. P-values are 

shown, indicating the effect of the “condition” (irrigated and water-stressed; attached and detached) by 

leaf section (apical, mid, basal, petiole 1 and petiole 2). Significant differences with a P-value < 0.05 

are shown in bold. Pet 1: Petiole 1, Pet 2: Petiole 2.
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DISCUSIÓN 

1. Tolerancia al estrés severo por sequía: efectos a nivel de hoja y de

planta entera 

El estrés moldea la fisiología de las plantas a lo largo de su vida y la supervivencia a 

un determinado estrés está condicionada por el tipo de estrategias de respuesta 

constitutivas adquiridas por adaptación o inducibles por aclimatación. La capacidad de 

respuesta a las demandas exigidas por un cambio ambiental es fundamental para poder 

minimizar su impacto. Si una planta puede soportar un estrés sin daños graves en su 

fisiología se trata de una planta tolerante a este estrés concreto. Aun así, cuando el estrés 

es severo puede llevar al límite las capacidades adaptativas de la planta, entrando en una 

fase final de desgaste que resulta en una pérdida de viabilidad y que puede incluso terminar 

con la muerte del individuo (Lichtenthaler, 1996). Sin embargo, estudiar las respuestas de 

aclimatación que se dan en este límite en especies tolerantes al estrés es esencial para 

descifrar los mecanismos subyacentes a su tolerancia, y es lo que precisamente ha buscado 

esta tesis doctoral. 

La respuesta fisiológica de las plantas a la sequía se ve reflejada en diferentes niveles 

de organización: celular, de órganos y planta entera (Gupta et al., 2020). En el capítulo 1 

observamos mecanismos de tolerancia a la sequía de S. tectorum en una escala 

espaciotemporal, incluyendo estrategias a nivel de hoja, así como a nivel de planta a lo largo 

de las 10 semanas de duración del estrés. Durante ese tiempo, las plantas de S. tectorum no 

mostraron síntomas de fotoinhibición ni de estrés foto-oxidativo en hojas maduras situadas 

en los verticilos intermedios de la roseta, manteniendo la Fv/Fm por encima de 0,75 

(Takahashi & Badger, 2011), y con niveles constantes de peroxidación lipídica, similares a los 

de las plantas irrigadas. Mantener intactos los fotosistemas durante un estrés por déficit 

hídrico es propio de especies con metabolismo CAM, como es el caso de Pyrrosia 

piloselloides (Griffits et al., 1989), Peperomia carnevalli (Herrera et al., 2000) o Tillandsia 

flabellate (Hu et al., 2023). El metabolismo CAM es considerado una estrategia fotosintética 

adaptativa que ha aparecido en varias ocasiones en distintos linajes filogenéticos de plantas 

que habitan en ambientes con escasez de agua (Heyduk et al., 2019). Debido a las bajas tasas 
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fotosintéticas presentes en una planta CAM, lo que se traduce en un consumo más lento de 

ATP y de poder reductor en el Ciclo de Calvin, son necesarios mecanismos de fotoprotección 

muy eficientes para hacer frente al exceso de luz (Lu et al., 2003). En el capítulo 1, se 

describen dos de ellos: la reducción en las clorofilas y el aumento de vitamina E por unidad 

de clorofila, concretamente en la forma α-tocoferol. Esta pérdida de clorofilas se ha descrito 

como una estrategia fotoprotectora porque al disminuir la luz absorbida se reduce la 

probabilidad de daño oxidativo (Anjum et al., 2011), y además aumenta la capacidad 

antioxidante de la planta en situaciones de estrés (Kyparissis et al., 1995; Munné-Bosch & 

Alegre, 2000). De manera que las plantas de S. tectorum bajo déficit hídrico y nutricional 

activan respuestas fotoprotectoras, aumentando los niveles de α-tocoferol para evitar tanto 

el estrés oxidativo (que detallaré más adelante) como la fotoinhibición, demostrándose 

recientemente su papel en el control de la oxidación de las proteínas D1 del PSII (Kumar et 

al., 2021). Además, la función fotosintética está fuertemente asociada al estado hídrico de 

la planta, como así se muestra en otros estudios donde la Fv/Fm solo disminuye cuando el 

RWC baja sustancialmente (Lawlor & Tezara, 2009; Dahal & Vanlerberghe, 2017). 

Una característica relacionada con el metabolismo CAM es la suculencia y, aunque 

se desconoce si han evolucionado de forma dependiente o no, sin duda existe una relación 

entre ambos rasgos para optimizar las estrategias del uso del agua en ambientes secos 

(Ogburn & Edwards, 2010; Leverett et al., 2023). Pese a que la suculencia ha estado 

tradicionalmente asociada a especies que habitan en ambientes áridos (von Willert et al., 

1992), también ocurre en especies de nichos alpinos, como es el caso de S. tectorum (Körner 

et al., 2003). Además, la relación entre el metabolismo CAM y la suculencia en hojas es 

particularmente estrecha en especies de la familia Crassulaceae, las cuales poseen 

suculencia en todas las células (Fradera-Soler et al., 2022), donde todas las células del 

parénquima realizan la fotosíntesis y almacenan agua; al contrario que en especies de los 

géneros Aizoaceae o Asphodelaceae, donde existe una especialización funcional entre las 

células fotosintéticas o clorénquima y las células almacenadoras de agua o hidrénquima, 

denominándose suculencia de almacenamiento (Ihlenfeldt, 1985). Al igual que el 

metabolismo CAM, un mayor grado de suculencia está asociado a mantener la integridad 

del PSII durante más tiempo ante la desecación mediante la disminución de las tasas de 

pérdida de agua (Ripley et al., 2013). En S. tectorum, disminuyó la hidratación de la hoja a 
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medida que pasaron las semanas, reflejado también en un menor peso fresco de la misma 

(capítulo 1). Sin embargo, el RWC disminuye en la semana 4 para después mantenerse 

constante en torno a un 70% hasta el final del experimento, manteniéndose intacta la 

biomasa en peso seco. Teniendo en cuenta el tamaño reducido de las hojas y posiblemente 

paredes celulares más gruesas (Körner, 2003), esto parece indicar una tolerancia a la 

desecación mantenida durante varias semanas de estrés. Las variaciones hídricas en las 

plantas están asociadas a la señalización de ABA y en S. tectorum encontramos que esta 

disminución del RWC ocurrió de manera simultánea al pico de ABA en las plantas sometidas 

a estrés. Pese a que el ABA promueve el cierre estomático como respuesta temprana al 

déficit hídrico (Suhita et al., 2004), estas plantas CAM a mediodía tendrían los estomas 

cerrados y por lo tanto el aumento de ABA podría estar más relacionado con otros 

mecanismos morfológicos y bioquímicos que modulan las relaciones hídricas de las plantas 

(Negin & Moshelion, 2016). En efecto, esta respuesta la observamos también en la población 

natural de S. tectorum estudiada en el capítulo 2, donde las condiciones de sequía en verano 

redujeron el RWC de las hojas hasta el 70%, obteniendo reducciones similares a las plantas 

en condiciones controladas del capítulo 1. También observamos un aumento del contenido 

de ABA en las hojas en el verano y un aumento del LMA, resultante de una reducción en el 

área foliar. Un mayor LMA requiere una mayor inversión en masa seca foliar por unidad de 

superficie foliar, pero implica una menor superficie de transpiración, por lo que es una 

estrategia propia de las especies adaptadas a hábitats deficitarios en agua y nutrientes 

(Wright et al., 2004). Tanto el ABA como el LMA son determinantes de la eficiencia del uso 

del agua (Negin & Moshelion, 2016; Reddy et al., 2020), de manera que esta variación 

morfológica es también una respuesta de aclimatación a la sequía y podría estar 

desencadenada por el ABA. Este mantenimiento parcial de la turgencia en S. tectorum, se 

confirma durante el capítulo 3, en el que alargamos la exposición a déficit hídrico y 

nutricional en las mismas plantas del capítulo 1 hasta siete meses, y el RWC baja hasta un 

42%. Pese a que la reducción es sustancial, ocurre tras un largo periodo de tiempo sin 

disponibilidad hídrica y, por lo tanto, refleja una estrategia suculenta ahorradora de agua o 

de evitación del estrés; al contrario que las plantas resurrectoras, las cuales sí toleran la 

desecación casi total en hojas, disminuyendo su RWC hasta el 5% y recuperándose al acabar 

el estrés (Bernacchia et al., 1996; Oliver et al., 2020). En este contexto, la recuperación del 

estado hídrico de las hojas del medio de la roseta en tan solo una semana después de la 
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rehidratación muestra también la resiliencia a la sequía de esta especie. La resiliencia es la 

capacidad de soportar un estrés y retornar al estado estable, al estado pre-estrés (Hodgson 

et al., 2015), por lo que supone un paso más en la aclimatación de una especie. De hecho, 

se sabe que las paredes celulares de las hojas suculentas son elásticas, lo que les permite 

doblarse durante un estrés prolongado y tener cambios drásticos pero reversibles en el 

volumen sin comprometer su función (Fradera-Soler et al., 2022). 

En este capítulo 3 también descubrimos otro mecanismo de aclimatación a nivel de 

hoja en S. tectorum. Se trata de una estrategia de tipo quiescente en el que las plantas 

mantuvieron niveles oxidativos extremadamente bajos en las hojas durante los siete meses 

sin disponibilidad hídrica. Con la prolongación de las condiciones estresantes, las plantas de 

S. tectorum entran inevitablemente en fotoinhibición, aunque manteniendo unos valores

constantes en torno a 0,7. De hecho, las plantas evitaron el estrés oxidativo, como se 

muestra con los bajos niveles de MDA. Disminuir la carga oxidativa durante un periodo de 

estrés tan prolongado sugiere una estrategia de tolerancia extrema a la sequía a través de 

una posible disminución en la actividad metabólica. Durante un estrés hídrico severo, las 

plantas de S. tectorum podrían haber reducido su actividad CAM para después retomarla 

durante la recuperación hídrica, como se ha visto en su congénere S. montanum ante un 

estrés hídrico prolongado (Earnshaw, 1985). Esto podría explicar el hecho de que las plantas 

de S. tectorum tengan mayores niveles oxidativos en condiciones irrigadas que durante un 

estrés hídrico severo. Además, el único antioxidante con capacidad conocida para 

contrarrestar la peroxidación lipídica, la vitamina E, aumenta con la prolongación del estrés, 

reflejando una gran estrategia fotoprotectora en S. tectorum (Munné-Bosch et al., 2005). El 

hecho de que la vitamina E siga aumentando durante la recuperación hídrica permite a las 

plantas protegerse del estrés oxidativo en un momento vulnerable como es la posible 

reactivación del metabolismo CAM, además de ser una necesidad descrita en otras plantas 

perennes (Munné-Bosch & Peñuelas, 2003; Cotado et al., 2020). Fisiológicamente, se 

definen la latencia o quiescencia como estados de evitación oportunista, en los que el 

crecimiento se reanuda en condiciones favorables (Considine & Considine, 2016). A 

diferencia de la dormición, la cual es más propia de semillas y yemas, la quiescencia es una 

detención del crecimiento y del metabolismo de poca duración, una latencia caracterizada 

por una menor división celular (Velappan et al., 2017). Este estado de quiescencia en las 
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hojas permitió detener el crecimiento en pro de la supervivencia en S. tectorum, pudiendo 

considerarse una respuesta de aclimatación al estrés o endurecimiento por estrés.  

Así, esta estrategia de quiescencia a nivel de hoja pone en relieve el fuerte 

compromiso entre el crecimiento y la supervivencia en las plantas (Claeys & Inzé, 2013), y 

se vio también reflejado en la población natural estudiada en el capítulo 2. En este estudio 

en el Espacio Natural de Les Guilleries, observamos una detención del crecimiento en las 

plantas durante un evento de sequía estacional de verano, donde los niveles de citoquininas 

activas 2-iP y t-Z, las auxinas y la giberelina bioactiva GA1 disminuyeron en las hojas. Tanto 

las citoquininas como las auxinas están relacionadas con el crecimiento de la hoja, las 

primeras por su implicación en el ciclo celular y las segundas en la modulación de la 

expansión foliar (Davies, 2010). Una reducción en el tamaño foliar, como refleja también el 

LMA en este estudio, reduce el área de transpiración ayudando a preservar el contenido 

hídrico en la hoja. Esta detención del crecimiento ocurrió simultáneamente a una respuesta 

de aclimatación a la sequía mediada por las hormonas relacionadas con el estrés, el ABA y 

la JA-Ile, cuyos niveles aumentaron significativamente durante el verano. Las respuestas 

fisiológicas descritas en S. tectorum parecen indicar que, ante situaciones de estrés severo, 

como una sequía, inclina la balanza a favor de la supervivencia, aunque esto restrinja su 

crecimiento.  

Este compromiso por la supervivencia al estrés se evidenció también en las 

estrategias a nivel de planta, como es el caso de la senescencia foliar gradual en la roseta. 

En las plantas sometidas a estrés hídrico en el capítulo 1 aparecen indicios de senescencia 

foliar en las hojas más viejas, aquellas localizadas en los verticilos más externos de la roseta. 

La removilización de nutrientes desde las hojas viejas hasta las hojas jóvenes de la planta se 

considera una estrategia adaptativa a la sequía (Munné-Bosch & Alegre, 2004; Zhao et al., 

2017), siendo esencial para la aclimatación en ambientes con déficit hídrico. En efecto, en el 

capítulo 3 se muestra que esta senescencia foliar ocurrió de manera gradual a lo largo de la 

roseta en las plantas de S. tectorum, sin llegar a las hojas más jóvenes internas de la yema 

apical, situadas en el centro de la roseta; protegiendo así los meristemos imprescindibles 

para permitir el rebrote durante la recuperación hídrica. Además, en las tres poblaciones 

naturales estudiadas en este capítulo, observamos en verano una disminución del diámetro 

de la roseta que encaja con la reducción del área foliar, pero también con el plegamiento 
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interno de las hojas hacia la yema apical en las plantas más estresadas. En ellas, solo las 

superficies abaxiales de los verticilos más viejos de la roseta estaban expuestas a la luz solar.

El enrollamiento de órganos por desecación es un mecanismo morfológico de defensa más

propio de plantas resurrectoras (Vicré et al., 2004), y sin embargo pudimos observarlo en S. 

tectorum. Por lo tanto, se trata de una especie adaptada a la sequía que cuenta con 

mecanismos de evitación del estrés y con mecanismos de tolerancia al estrés altamente 

relacionados entre sí y en diferentes niveles organizativos (Figura 6).

Figura 6. Mecanismos de tolerancia y de evitación del estrés severo por sequía a nivel de hoja y a nivel 
de planta en la especie Sempervivum tectorum. Ante un estrés severo esta especie inclina la balanza 
a favor de la supervivencia, aunque esto conlleve la detención temporal del crecimiento. ABA, ácido 
abscísico; CKs, citoquinines; JA-Ile, jasmonoil isoleucina; LMA, relación masa por área foliar.
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En el capítulo 4, los olivos sometidos a estrés hídrico durante 21 días presentaron abscisión 

foliar, una respuesta a la sequía que no nos permitía estudiar el otro modelo. La abscisión 

foliar en olivos es una respuesta de protección frente a la sequía, pero comporta graves 

consecuencias para la fisiología y la productividad de los árboles en años venideros (Bacelar 

et al., 2007; Trabelsi et al., 2019). Aunque en este estudio se llevó al límite a olivos jóvenes 

cv. Manzanilla de tan solo 1,5 años, observamos durante el proceso algunos mecanismos de

tolerancia a nivel de planta y de hoja. La retención del riego también ocasionó una parada 

en el crecimiento en esta especie, donde los árboles estresados no produjeron nuevas hojas, 

al contrario que los irrigados; siendo consistente con otros estudios realizados en olivos 

(Trabelsi et al., 2019). En cuanto a cambios morfológicos en las hojas, éstas comenzaron a 

curvarse, reduciendo así el área expuesta a transpiración. Además, el hecho de tener hojas 

escleróticas permite a los olivos resistir el colapso celular ante disminuciones en la turgencia, 

aumentando para ello la elasticidad de la pared celular (Oertli et al., 1990; Bacelar et al., 

2006). Pese al control del cierre estomático que permite a los olivos mantener un potencial 

hídrico adecuado y soportar periodos de sequía (Torres-Ruiz et al., 2013), un estrés muy 

severo puede llevar al límite el estatus hídrico del olivo, como se ve en el contenido hídrico 

foliar medido en este capítulo y en el potencial hídrico en otros estudios (Boussadia et al., 

2008; Baccari et al., 2020). No obstante, el daño causado por el estrés hídrico en olivos está 

asociado principalmente a una disminución en la actividad fotosintética (Tognetti et al., 

2004; Guerfel et al., 2009). De hecho, estudios previos muestran que la inhibición de la 

fotosíntesis ocurre temprano en olivos bajo déficit hídrico severo y que la recuperación es 

gradual y depende del grado de estrés sufrido (Angelopoulos et al., 1996; Bacelar et al., 

2006). En efecto, en nuestro estudio los árboles entraron inevitablemente en fotoinhibición 

tras 9 días sin aporte hídrico. Sin embargo, no fue hasta que la Fv/Fm descendió por debajo 

de 0,4 cuando se desprendió la primera hoja en los árboles estresados. Esto parece marcar 

un límite a partir del cual la abscisión foliar es inevitable, donde la vida del árbol se pone en 

peligro, como se muestra en algunos casos de declive en otras especies arbóreas (Poyatos 

et al., 2013). Este resultado concuerda con un estudio previo que muestra la recuperación 

tras un periodo de sequía progresivo, pero con la misma duración, en olivos de 2 años y de 

dos variedades distintas, Coratina y Biancolilla, donde la Fv/Fm se mantuvo por encima de 

0,4 (Sofo, 2011). La fuerte fotoinhibición sufrida por los olivos, con valores de Fv/Fm cercanos 

a 0 al final del experimento, se vio asociada a una reducción de clorofilas y del α-tocoferol 
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en hojas estresadas, lo que probablemente refleja una degradación generalizada del aparato 

fotosintético, que fue el preludio de la abscsión foliar. Los síntomas de daño foto-oxidativo 

también fueron evidentes, con un aumento de la peroxidación lipídica en la lámina foliar en 

los árboles estresados en comparación con los árboles irrigados. En definitiva, bajo un estrés 

tan severo, los mecanismos de tolerancia ampliamente descritos en el olivo se ven 

superados (Baccari et al., 2020). En este caso, la disminución de clorofilas es indicativa de 

daño foto-oxidativo y no de fotoprotección, como así se muestra también con el aumento 

de la peroxidación lipídica y la disminución antioxidante, característica de una sensibilidad 

al estrés por sequía (Figura 7).

Figura 7. Estrategias de tolerancia al estrés hídrico severo en Olea europaea L. y mecanismos que se ven 
superados tras 21 días de estrés, con una pérdida de clorofilas, vitamina E y una marcada peroxidación lipídica 
que conlleva un estrés foto-oxidaƟvo en hojas. Se muestra el límite fisiológico a parƟr del cual ocurre la 
abscisión foliar.
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2. Relación entre aclimatación, senescencia y abscisión en plantas

La aclimatación de una especie a un determinado estrés abarca respuestas 

fisiológicas que varían dependiendo del grado de estrés, pudiendo incluso dar lugar a 

procesos de senescencia y abscisión foliar. De esta manera, la senescencia y la abscisión 

foliar no dejan de ser respuestas de aclimatación al estrés, ya que a través de ellas en 

muchos casos se logra la supervivencia de la planta (Munné-Bosch & Alegre, 2004; Schippers 

et al., 2015). A lo largo de esta tesis se han descrito respuestas de aclimatación a la sequía 

incluyendo aclimatación, senescencia y abscisión foliares, donde estos procesos no ocurren 

en todos los capítulos de esta tesis. Así, el proceso de senescencia foliar gradual en la roseta 

fue evidente en S. tectorum, mientras que en olivo se dio un proceso de abscisión foliar en 

ausencia de senescencia. La transición de una respuesta a otra depende en gran medida de 

la homeostasis del estado redox y del balance de las ROS. Dado que el cloroplasto es el 

orgánulo celular donde ocurre la fotosíntesis y donde se sintetizan compuestos esenciales 

del metabolismo de la planta, participa en la detección y aclimatación a estreses ambientales 

mediante la señalización retrógrada al núcleo (Fernández & Strand, 2008; Foyer, 2018), y 

además es la diana de muchos procesos de aclimatación celular, incluyendo su 

diferenciación a gerontoplasto y su desintegración a medida que progresa la senescencia 

foliar (Crosatti et al., 2013). La integridad de los cloroplastos durante la aclimatación a 

estreses abióticos parece recaer en los niveles de tres componentes clave relacionados entre 

sí: las clorofilas, el estrés oxidativo, y las fitohormonas, que regulan el alcance de los dos 

anteriores.  

Un mecanismo común en los tres procesos es la reducción de las clorofilas. Esta 

respuesta la encontramos en todos los capítulos, pero con un resultado fisiológico 

diferencial para cada caso. Durante la aclimatación inicial a un estrés, una disminución en el 

contenido de estos pigmentos captadores de luz permite disminuir la tasa de luz absorbida 

y por tanto minimizar el posible daño por fotoinhibición (Kyparissis et al., 1995; Munné-

Bosch & Alegre, 2000; Anjum et al., 2011). Esta respuesta representa un mecanismo de 

fotoprotección, y lo observamos en S. tectorum en el capítulo 1, donde la integridad del PSII 

se mantiene pese a una reducción de las clorofilas en la semana 10 del experimento. Esta 

reducción inicial de clorofilas puede deberse a una disminución en su síntesis (Makhmudov, 

1983), o bien a una degradación que puede ser inducida por las ROS (Zhang et al., 2022), e 
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indica el comienzo del proceso de senescencia foliar, aún reversible (Lim et al., 2007). 

Cuando el estrés es severo, el aumento de las ROS provoca una mayor degradación de 

clorofilas, entrando en fases más avanzadas de la senescencia foliar, como se observa 

gradualmente en la roseta en esta especie tras un estrés hídrico prolongado en el capítulo 

3. En este caso, la reducción de clorofilas ocurre junto con una fotoinhibición del PSII,

mostrando síntomas de senescencia foliar inducida por sequía en las hojas muestreadas 

situadas en los verticilos del medio de la roseta. Sin embargo, el proceso de senescencia 

foliar llegó a la fase terminal únicamente en las hojas más externas, mientras que las hojas 

restantes de los verticilos intermedios recuperaron completamente el estatus hídrico y 

fotosintético, siendo por tanto una fotoinhibición transitoria. Este control espacial de los 

parámetros fotosintéticos es esencial durante la senescencia y se ha descrito en otras 

plantas con crecimiento en roseta como en A. thaliana (Wingler et al., 2004). Previos indicios 

de esta fotoinhibición aparecen en la semana 10 del estudio, con una disminución de la 

relación clorofila a/b (capítulo 1). Debido a que solo la clorofila a se encuentra en los centros 

de reacción de los fotosistemas mientras que la clorofila a y b están presentes en los 

complejos captadores de luz (Croce & van Amerongen, 2011), esta disminución indica que 

hay una reducción de los centros de reacción y por lo tanto afecta a la producción de la 

energía química, como se ha señalado previamente (Juvany et al., 2013). Este mismo patrón 

de reducción de los centros de reacción también se observa durante el verano en la 

respuesta de aclimatación a la sequía estacional severa de la población natural de S. 

tectorum estudiada en el capítulo 2, donde la marcada reducción de clorofilas es debida 

principalmente a una disminución de la clorofila a. Asimismo, en las tres poblaciones 

naturales estudiadas se da una reducción de clorofilas durante el verano acompañada de 

una fotoinhibición transitoria, para después recuperar los contenidos de clorofila en el otoño 

en las hojas intermedias de la roseta (capítulo 3), estrategia protectora que muestra una 

aclimatación exitosa a la sequía en esta especie. La degradación de clorofilas permitiría la 

removilización de nitrógeno a otras partes de la planta, como a las hojas jóvenes situadas en 

el interior de la roseta (Hörtensteiner & Feller, 2002). Además, las hojas viejas con 

senescencia irreversible no se desprendieron de la roseta, por lo que permiten mantener 

una fuente de nutrientes para el resto de la planta durante largos periodos de tiempo. La 

ausencia de abscisión foliar tras la senescencia permitiría mantener un reservorio de 

nutrientes para los tejidos supervivientes y asegurar la recuperación del estrés a nivel de 
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planta, sugiriendo una estrategia adaptativa en una especie que crece en hábitats rocosos 

pobres en nutrientes (Praeger, 1932). Por último, la degradación de clorofilas puede ser 

preludio en ocasiones de la abscisión foliar, como se muestra en O. europaea en el capítulo 

4, donde la reducción de clorofilas está asociada a una fotoinhibición severa del PSII que es 

irreversible. Así, existe una relación entre la degradación de clorofilas y la formación de la 

capa de abscisión, siendo dependiente de especie (Primka & Smith, 2019), y se ha mostrado 

la implicación de la degradación de clorofilas en la inducción de la producción de etileno, 

hormona reguladora de la abscisión foliar (Ito et al., 2022). Esto se demostró en plantas de 

álamo transformadas que llevaban el gen AtSGR inducible por dexametasona, mediante el 

cual codificaban la enzima Mg-desquelatasa que cataliza el paso de Chl a a feofitina a. Esta 

relación entre la degradación de clorofilas y la producción de etileno durante la abscisión 

podría explicarse en parte porque los catabolitos de clorofilas producen ROS y se sabe que 

el estrés oxidativo induce la producción de etileno y amplifica su señalización (Xia et al., 

2015; Zhu et al., 2018). 

Un desbalance en la homeostasis del estado redox celular parece ser el factor 

determinante que distingue entre respuestas de aclimatación transitorias o irreversibles a 

nivel de hoja que terminan con la senescencia foliar definitiva o la abscisión foliar. La 

aclimatación a un estrés a nivel foliar podría conseguirse gracias a la señalización redox 

ejercida por las ROS, que en niveles basales actúan como moléculas señalizadoras 

retrógradas al núcleo, activando genes de respuesta al estrés (Mittler, 2017); mientras que 

en niveles citotóxicos podrían generar estrés oxidativo induciendo la senescencia foliar, 

como respuesta de muerte celular programada (Gill & Tuteja, 2010). Sin embargo, el estrés 

oxidativo también genera oxilipinas, las cuales pueden ejercer un rol protector al activar 

respuestas al estrés mediante la señalización retrógrada al núcleo (Farmer & Mueller, 2013). 

Un rasgo diferencial entre la tolerancia al estrés severo en S. tectorum y el inicio de la 

abscisión foliar en O. europaea es precisamente la ausencia o presencia de estrés oxidativo 

(Zimmermann & Zentgraft, 2005). Esto es porque la carga oxidativa controla la señalización 

al estrés y media el proceso de senescencia foliar (Bhattacharjee, 2005), por lo que la 

producción de ROS debe ser transitoria y controlada de manera eficiente por la maquinaria 

antioxidante de los cloroplastos, o de lo contrario se inducirá rápidamente la fase terminal 

(Foyer, 2018). Así, las hojas de O. europaea sufren una peroxidación lipídica que no puede 
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ser contrarrestada por este antioxidante lipofílico, ya que los niveles de α-tocoferol se ven 

reducidos en los árboles estresados (capítulo 4), pero no muestran síntomas de senescencia 

foliar inducida por sequía, como sí ocurre en otros estudios (Munné-Bosch et al., 2001; 

Prochazkova et al., 2001). En cambio, este estrés oxidativo desencadena la acumulación 

foliar de oxilipinas como los jasmonatos, cuya implicación en la señalización retrógrada 

mediando respuestas al estrés se ha documentado previamente (Howe et al., 2018; Muñoz 

& Munné-Bosch, 2020). De manera específica, esta acumulación de jasmonatos bioactivos 

ocurre en el peciolo, donde se encuentra la zona de abscisión, aunque ocurre tanto en hojas 

caídas como en hojas que permanecen en el árbol en los olivos estresados. En el caso de S. 

tectorum, esta especie dispone de mecanismos de tipo quiescente que le permite mantener 

unos niveles oxidativos bajos a través de la función antioxidante de la vitamina E durante 

largos periodos de estrés abiótico (capítulos 1 y 3). Pese a la disminución en las clorofilas y 

la leve fotoinhibición inducida por el estrés severo y prolongado en condiciones controladas, 

mantener bajo control el estrés oxidativo durante tanto tiempo fue lo que limitó el proceso 

de senescencia, ya que un aumento descontrolado del mismo conllevaría la degradación de 

componentes celulares y finalmente la muerte celular y del órgano entero. Estos resultados 

muestran que también en especies tolerantes al estrés los mecanismos fotoprotectores y 

antioxidantes están implicados en el mantenimiento de la función del cloroplasto durante la 

aclimatación a la sequía, en etapas iniciales de la senescencia y defoliación (Encinas-Valero 

et al., 2022), y durante la progresión de ésta (García-Plazaola et al., 2003); pero no en su fase 

terminal (Prochazkova et al., 2001; Munné-Bosch & Peñuelas, 2003; Juvany et al., 2012).  

La concurrencia de la degradación de clorofilas y el aumento de las ROS durante las 

respuestas de aclimatación al estrés severo apunta a un mecanismo regulador común, cuya 

coordinación precisa permita adecuar la respuesta a la situación de estrés. Este tercer 

componente son las fitohormonas, las cuales desempeñan roles fundamentales en la 

aclimatación a estreses abióticos (Davies, 2010), mostrando la relevancia de la interacción 

entre la señalización redox y hormonal (Considine & Foyer, 2014), modulando no solo la 

fotosíntesis sino también la fotoprotección ante un estrés (Müller & Munné-Bosch, 2021), 

así como controlando la degradación de las clorofilas (Kocsy et al., 2013). Además de su rol 

en la preservación del estado hídrico de la planta durante un estrés por sequía, el aumento 

sostenido del ABA observado en las plantas de S. tectorum del capítulo 1 podría promover 
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una respuesta de fotoprotección ante el déficit hídrico y nutricional. El papel del ABA en la 

fotoprotección se ha demostrado con su implicación en la regulación de genes que codifican 

para la violaxantina de-epoxidasa del ciclo de las xantofilas que confieren tolerancia al estrés 

por sequía (Guan et al., 2015), pero también en la regulación de genes de la biosíntesis de la 

vitamina E (El Kayal et al., 2006; Chaudhary & Khurana, 2009). Así, un aumento de ABA 

podría modular la composición y contenido de este antioxidante, incrementando los niveles 

de α-tocoferol en las plantas estresadas para controlar el balance de las ROS. La disminución 

progresiva de las clorofilas también podría estar relacionada con este aumento del ABA, ya 

que se ha descrito el papel de esta hormona en la regulación de la degradación de las 

clorofilas a través del factor de transcripción NAP (Yang et al., 2014), y por lo tanto en la 

senescencia foliar (Takasaki et al., 2015). Aunque la disminución de las clorofilas comienza 

antes que el aumento del ABA, como se ha visto en otras especies entrando en senescencia 

foliar (Zhang et al., 2020); se sabe igualmente que el ABA acelera el proceso de senescencia 

foliar en plantas estresadas hídricamente (Yang et al., 2003), lo que podría explicar la 

consiguiente disminución en las clorofilas. Sin embargo, durante el estrés prolongado los 

niveles de ABA disminuyen (capítulo 3), pero la fotoprotección mediada por la vitamina E 

continúa y la senescencia foliar es finalmente revertida durante la recuperación hídrica, 

sugiriendo así un papel fotoprotector en la aclimatación a la sequía en esta especie. Este 

resultado es consistente con lo hallado en dos de las tres poblaciones naturales de S. 

tectorum en los capítulos 2 y 3, en las cuales se observa un pico de ABA durante el verano 

junto con un aumento del α-tocoferol que prosigue hasta el otoño, mostrando una 

aclimatación a la sequía a nivel foliar en esta especie. En el caso de los olivos, el estrés fue 

tan severo que ya no encontramos una señalización por ABA a los 21 días (capítulo 4), la cual 

debió producirse antes, de acuerdo con estudios anteriores que muestran la implicación de 

esta hormona en respuestas tempranas al estrés hídrico (Harb et al., 2010). En cambio, sí 

que hay mayores niveles endógenos de SA en los olivos estresados y se ha demostrado la 

implicación de esta hormona en la aclimatación a estreses abióticos severos (Munné-Bosch 

& Peñuelas, 2003; Khan et al., 2015; Sharma et al., 2017). El contenido hídrico en hoja tan 

bajo y la fotoinhibición severa del PSII estarían mostrando niveles fisiológicos críticos para 

la vida de estos olivos, los cuales podrían haber entrado en fallo hidráulico. La abscisión foliar 

desencadenada tras una agitación mecánica solo en los árboles estresados por sequía 

muestra que este proceso fue inducido por la sequía, pero no hallamos ninguna 
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característica diferencial entre hojas caídas y no caídas. Esto podría explicarse por un 

condicionamiento de la zona de abscisión previo a la ejecución en sí del mecanismo, y en el 

cual los jasmonatos parecen estar implicados. Dada la implicación de los jasmonatos en esta 

y otras de las respuestas de aclimatación al estrés severo analizadas en esta tesis, se discutirá 

profundamente en el siguiente apartado. Todas estas respuestas de aclimatación

diferenciales están relacionadas a través de los mecanismos de señalización hormonal y su 

coordinación con el estado redox (Figura 8). Además, los resultados muestran la importancia 

de la severidad del estrés y las respuestas a nivel de planta entera para la transición de un 

proceso a otro.

3. Implicación de los jasmonatos en las respuestas al estrés abióƟco

severo 

La implicación de los jasmonatos en las respuestas de tolerancia a estreses abióticos

como la sequía ha sido previamente documentada en plantas modelo como Arabidopsis 

(Munemasa et al., 2007; Grebner et al., 2013) arroz (Seo et al., 2011; Zhang et al., 2023) o 

tomate (Sánchez-Romera et al., 2014; Fresno & Munné-Bosch, 2023). Ahora bien, se 

desconoce este papel en plantas no modelo que sean tolerantes al estrés, así como el rol de 

los jasmonatos en situaciones límite de estrés severo. En esta tesis se describen diferentes 

respuestas a la sequía severa en las cuales están implicados los jasmonatos, como la 

Figura 8. Relación entre los procesos de aclimatación, senescencia y abscisión foliar en plantas. 
Implicación de las clorofilas, las ROS y las fitohormonas en la coordinación de las respuestas. 
ABA, ácido abscísico; SA, ácido salicílico.
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aclimatación a un déficit hídrico y nutricional en plantas de S. tectorum (capítulo 1), o el 

acondicionamiento de la abscisión foliar inducida por sequía en O. europaea (capítulo 4). Es 

relevante destacar que, en ambas especies y culminando en respuestas fisiológicas muy 

distintas, la JA-Ile fue la forma de jasmonatos acumulada en las hojas de las plantas 

estresadas, sugiriendo que fue la molécula bioactiva de la vía de señalización de jasmonatos 

involucrada en ambos casos. Estos resultados apoyan otros estudios en plantas modelo que 

muestran que la forma más bioactiva de los jasmonatos es la JA-Ile (Fonseca et al., 2009; 

Mahmud et al., 2022).  

La acumulación de JA-Ile endógena en las plantas de S. tectorum estresadas en el 

capítulo 1, a la vez que disminuyen los niveles de sus precursores OPDA y JA, muestra una 

alteración del metabolismo de los jasmonatos favoreciendo la síntesis de esta forma 

bioactiva en condiciones de déficit hídrico y privación de nutrientes. Otros estudios avalan 

que estas deficiencias inducen la vía de los jasmonatos, pero en caso de estrés hídrico o 

nutricional aplicados solos y no en combinación de estreses (Seo et al., 2011; Khan et al., 

2016). Por otro lado, el aumento de JA-Ile que se inicia en la semana 4 del estrés ocurre 

simultáneamente al de ABA, hormona con la que se correlaciona positivamente, sugiriendo 

una interacción hormonal entre ambas en la modulación de la respuesta de aclimatación al 

estrés observada en esta especie. Estos resultados en condiciones controladas se ven 

corroborados con el estudio de la aclimatación a la sequía en condiciones naturales, en la 

población de S. tectorum investigada en el capítulo 2. Durante los meses de verano de 2023, 

la escasez de precipitaciones cursó con varias olas de calor intensas, lo que llevó a calificar 

este año como el segundo más cálido desde 1950 en Cataluña (Servei Meteorològic de 

Catalunya, 2024). En particular, entre el 18 y el 25 de agosto de 2023 se produjo una de las 

olas de calor más intensas registradas hasta la fecha en el territorio, coincidiendo con el 

muestreo de verano que realizamos el día 21 de agosto y donde se registraron temperaturas 

elevadas con 43ºC de media al mediodía solar. Una vez más, estos datos muestran que, en 

condiciones naturales, la sequía puede cursar con otros estreses abióticos, como un 

aumento de las temperaturas, y la combinación de estos estreses desencadena una 

respuesta grave y, en ocasiones, diferencial en la planta (Zandalinas et al., 2017). La 

severidad del estrés abiótico encontrada también en condiciones naturales permitió 

equiparar la respuesta fisiológica de ambos capítulos. En efecto, el evento de sequía 
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estacional promovió igualmente una alteración del metabolismo de los jasmonatos en las 

hojas, con disminuciones de los contenidos endógenos de OPDA y JA, y un aumento de JA-

Ile en el verano. Esta acumulación de JA-Ile ocurrió de nuevo en paralelo al aumento de ABA, 

reforzando la hipótesis de que ambas hormonas participan en la aclimatación al estrés 

abiótico en esta especie. En especies con metabolismo C3 en hábitat natural se ha descrito 

un aumento de JA durante episodios estivales de estrés por sequía, como es el caso de la 

planta subalpina Saxifraga longifolia (Cotado et al., 2018); pero en otros casos se ha descrito 

un aumento de JA-Ile, como en especies del género Scabiosa (Morales & Munné-Bosch, 

2024). En cambio, en especies con metabolismo CAM es la primera vez que se encuentra 

una respuesta de aclimatación a la sequía posiblemente mediada por JA-Ile. Sin embargo, 

un estudio en la especie Mesembryanthemum crystallinum que induce el cambio C3-CAM 

en condiciones de salinidad, muestra la disminución de los niveles de JA y de JA-Ile durante 

el cierre estomático, que parece modular el ABA de forma independiente (Wakamatsu et al., 

2021). En relación, un análisis comparativo reciente entre la especie CAM obligada 

Kalanchoë fedtschenkoi y las plantas C3 A. thaliana y Populus deltoides revela cambios 

transcripcionales comunes implicados en la tolerancia al estrés por sequía, entre los que no 

se incluye la señalización por JA, presente de manera única en las especies C3 (Hu et al., 

2022). En cambio, otro estudio en la especie Acanthostachys pticairnioides muestra un 

aumento de JA y de ABA durante la supresión prolongada del riego en condiciones 

controladas que cursa con metabolismo CAM (Batista et al., 2024). La hipótesis 

anteriormente mencionada de la posible supresión del metabolismo CAM en S. tectorum 

durante sequías prolongadas requiere no obstante de experimentos adicionales que lo 

demuestren. Por lo tanto, de los resultados obtenidos no podemos afirmar que el 

metabolismo CAM guarde una relación con la señalización de los jasmonatos, pero sí 

sugerimos que el aumento de JA-Ile observado en esta especie en los capítulos 1 y 2 refleja 

una respuesta de tolerancia al estrés por sequía severa.  

En las hojas de los olivos estresados hídricamente en el capítulo 4 también se 

produce una acumulación de JA-Ile endógena, pero en este caso solo se produce una 

disminución de OPDA, mientras que el JA también aumenta, respecto a las hojas de olivos 

irrigados. El estatus fisiológico de los olivos estresados muestra evidencias de senescencia 

foliar, y los jasmonatos están implicados en la regulación de la senescencia (Ueda & Kato, 
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1980; Shan et al., 2011). De hecho, se ha demostrado que el JA promueve degreening en las 

hojas mediando la degradación de clorofilas a través de la regulación de sus genes 

catabólicos (Zhu et al., 2015). No obstante, mediante el muestreo basipétalo realizado, 

donde separamos la lámina foliar en las secciones apical, medio y basal, y el peciolo en dos 

partes, peciolo 1 y peciolo 2, pudimos encontrar gradientes bioquímicos a lo largo de la hoja 

y una diferenciación fisiológica entre la lámina foliar y el peciolo. Además, permitió descubrir 

respuestas diferenciales en el peciolo 2, donde se encuentra localizada la zona de abscisión 

foliar. De esta manera, únicamente la JA-Ile aumenta específicamente en el peciolo 2 de 

hojas estresadas, sugiriendo de nuevo que es la forma bioactiva de los jasmonatos también 

en esta especie. Además, la reducción de la relación OPDA/LOOH en el peciolo de las hojas 

estresadas sugiere que la formación de novo de OPDA a partir de la peroxidación lipídica se 

encuentra bloqueada, mientras que los aumentos de las relaciones JA/OPDA y JA-Ile/JA 

muestran que la vía de señalización está dirigida hacia la formación de JA-Ile, sugiriendo la 

activación de las enzimas OPR3 y JAR1, respectivamente (Stintzi & Browse, 2000; Staswick 

& Tiryaki, 2004). En este estudio fue relevante considerar el hecho de que la lámina foliar y 

el peciolo son órganos de la planta con diferente número y composición de cloroplastos y 

estructuras fotosintéticas (Sun et al., 2021). Dado que la mayor parte de la ruta biosintética 

de los jasmonatos ocurre en los cloroplastos, al expresar los niveles de cada forma por 

unidad de clorofila, encontramos cambios significativos en los gradientes foliares. El cambio 

más importante en relación con los jasmonatos fue que se invirtió el gradiente decreciente 

de JA-Ile, dando lugar a un gradiente creciente hacia el peciolo 2 de JA-Ile/Chl en hojas de 

los olivos estresados. Este resultado del gradiente se desmarca de una senescencia foliar 

generalizada y podría indicar una señalización por parte de esta hormona en la zona de 

abscisión foliar. Sin embargo, al no observar diferencias significativas en el grado de estrés 

oxidativo, ni en contenidos antioxidantes u hormonales entre hojas caídas y no caídas de los 

árboles estresados, todo parece indicar que ninguna de estas moléculas ejecutó como tal el 

proceso de abscisión foliar. No obstante, el acondicionamiento de la zona de abscisión foliar 

mediante la acumulación de oxilipinas producto del estrés foto-oxidativo y la posible 

señalización hormonal por parte de JA-Ile parece ser un requisito previo para desencadenar 

el proceso. La relación entre los jasmonatos y el etileno, la hormona inductora de la abscisión 

foliar (Jackson & Osborn, 1970), está extensamente descrita, incluso en respuestas de 

tolerancia a la sequía (Kazan, 2015). Los factores de respuesta al etileno (ERFs) están 
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implicados en la regulación de la abscisión foliar de las plantas de Cassava (Liao et al., 2016), 

y de entre ellos, se ha descrito que el ERF1 puede estar tanto regulado por el etileno como 

por los jasmonatos (Lorenzo et al., 2003; Cheng et al., 2013). Además, se ha demostrado que 

la aplicación exógena con etileno induce genes en la AZ relacionados con las ROS y el estrés 

oxidativo (Goldental-Cohen et al., 2017), y dado que los jasmonatos derivan de la 

peroxidación lipídica, podrían estar implicados, como así vemos en nuestro estudio. Aun así, 

será necesario investigar en el futuro la interacción entre ambas hormonas en este modelo 

para entender mejor el proceso de abscisión foliar, cuyo impacto negativo en la 

productividad de los árboles es crítico para el sector oleico y agro biotecnológico.

Por lo tanto, los jasmonatos están implicados en respuestas de aclimatación al estrés 

abiótico severo, y en todos estos casos parece ser a través de la hormona bioactiva JA-Ile

(Figura 9). De manera que el estudio de los jasmonatos en poblaciones naturales y en 

especies no modelo tolerantes al estrés ayuda a elucidar mejor su papel, descifrar las formas 

bioactivas especie específicas y contribuir en el conocimiento sobre las respuestas de 

aclimatación al estrés abiótico severo en plantas.

Figura 9. Respuestas de aclimatación al estrés abióƟco severo en las que está implicada la JA-Ile, 
incluyendo la fotoprotección y el acondicionamiento de la abscisión foliar, proceso que podría estar 
regulando junto con el eƟleno a través de los factores de respuesta al eƟleno (ERFs). ABA, ácido abscísico; 
AZ, zona de abscisión; ERF1, factor de respuesta al eƟleno 1; ET, eƟleno; JA, ácido jasmónico; JA-Ile, 
jasmonoil-isoleucina; OPDA, ácido 12-oxo-fitodienoico.
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4. Relación entre jasmonatos, ácido abscísico y vitamina E para la

fotoprotección en plantas 

La capacidad de ejercer señalización retrógrada al núcleo permite que los jasmonatos 

puedan activar genes de respuesta al estrés a través de la unión del factor de transcripción 

MYC2 a elementos de respuesta a los jasmonatos (JRE), modulando así la aclimatación de 

las plantas al estrés (Muñoz & Munné-Bosch, 2020). Entre los genes que contienen JRE se 

encuentran los de biosíntesis de la vitamina E, como se ha visto en los genes VTE1 y VTE4 en 

A. thaliana (Ma et al., 2020; Casadesús et al., 2021), y en esta tesis en el gen HPPD en K.

fedtschenkoi en el capítulo 1. La implicación de los jasmonatos en la inducción de la 

biosíntesis de la vitamina E se ha propuesto y demostrado en otros estudios (Sandorf & 

Holländer-Czytko, 2002; Casadesús et al., 2021), de manera que el aumento previo de JA-Ile 

pudo ejercer una función señalizadora promoviendo la acumulación de α-tocoferol que 

resultó esencial para la fotoprotección durante el estrés abiótico en S. tectorum (Munné-

Bosch, 2007). Así, el análisis realizado muestra una correlación positiva entre la JA-Ile y el α-

tocoferol por unidad de clorofila, pero no con el precursor γ-tocoferol. Además, la relación 

de los jasmonatos y la vitamina E resulta ser bidireccional, ya que el α-tocoferol modula la 

acumulación de jasmonatos mediante la detoxificación de las ROS y el control de la 

propagación de la peroxidación lipídica, cuyos productos son las oxilipinas (Muñoz & Munné-

Bosch, 2019). En otras especies en los que la forma activa es el JA, se da una correlación 

negativa entre la vitamina E y el OPDA (Morales et al., 2015; Casadesús et al., 2021). Sin 

embargo, en el capítulo 1 observamos una correlación negativa entre el α-tocoferol/chl y el 

JA, precursor directo de la JA-Ile, lo cual tiene sentido con los estudios anteriores, en los que 

la vitamina E parece modular los niveles del precursor de la forma activa de los jasmonatos. 

Con la prolongación del estrés abiótico, el aumento de vitamina E ejerce una función 

fotoprotectora disminuyendo los niveles oxidativos y por ende también la vía de los 

jasmonatos, tal y como observamos en el capítulo 3. La recuperación hídrica de las plantas 

estresadas permite una reanudación del metabolismo, con niveles oxidativos elevados y un 

aumento de JA. La acumulación de jasmonatos durante una recuperación hídrica repentina, 

y no gradual como ocurriría en la naturaleza, se ha visto en otras especies como Cistus 

albidus (Jubany-Marí et al., 2010), y puede ser causado por un estrés de choque que produce 

cambios bruscos en las relaciones hídricas de la planta. No obstante, en dos de las 

179



poblaciones de S. tectorum encontramos un aumento de OPDA y JA en los muestreos del 

otoño, mostrando una reanudación del metabolismo de jasmonatos también en condiciones 

naturales que podría guardar relación con la reactivación de las respuestas de defensa frente 

a estreses bióticos una vez ha terminado el estrés abiótico (Cotado & Munné-Bosch, 2020).  

Por otra parte, también se ha propuesto el papel del ABA en la regulación de la 

biosíntesis de la vitamina E (El Kayal et al., 2006; Munné-Bosch et al., 2009; Siles et al., 2018), 

donde esta hormona ejercería una señalización retrógrada al núcleo activando los genes de 

biosíntesis de la vitamina E mediante la unión a elementos de respuesta (ABRE), encontrados 

en los genes HPPD, MPBQ-MT y VTE4 en Oryza sativa (Chaudhary & Khurana, 2009), y en 

esta tesis también en el gen VTE4 en K. fedtschenkoi (capítulo 1). Este gen codifica para la 

tocoferol metiltransferasa, enzima encargada de sintetizar α-tocoferol a partir de γ-

tocoferol, y el ABA correlacionó positivamente con el primero y negativamente con el 

segundo en este estudio. Por ello, el aumento de ABA podría estar ejerciendo un rol 

fotoprotector, activando la biosíntesis de α-tocoferol que se acumula después en las plantas 

estresadas. Por otro lado, la degradación de clorofilas podría tener relación con la síntesis 

de vitamina E a través de la vía del reciclaje del fitol (Rise et al., 1989). Se ha demostrado 

durante el desarrollo de cerezas, que transcurre con una pérdida de clorofilas en el fruto, 

que el ABA exógeno promueve la transcripción de las enzimas fitol quinasa y fitil fosfato 

quinasa, promoviendo el aumento de vitamina E (Muñoz et al., 2024). Esta implicación 

requeriría validarse para la fotoprotección en hojas durante la aclimatación a un estrés 

abiótico. La relación entre el ABA, que es la hormona por excelencia que modula las 

respuestas al estrés abiótico, y la vitamina E, que ejerce una función antioxidante y 

fotoprotectora ante el mismo tipo de estrés, no es por lo tanto una novedad, sino un 

resultado en esta tesis que sustenta estudios anteriores realizados en otras especies (Cela 

et al., 2009; Morales et al., 2015).  

Lo que sí resulta relevante es la posible interacción entre la señalización de JA-Ile y 

ABA en la modulación del contenido y composición de la vitamina E en hojas ante un estrés 

abiótico severo. Esta respuesta fotoprotectora no solo la vemos en el capítulo 1 en 

condiciones controladas, sino también en condiciones naturales en el capítulo 3, en el que 

las plantas de S. tectorum de la población 1 que sufren estrés hídrico durante la sequía estival 

tienen aumentos consiguientes de ABA, de JA-Ile y de α-tocoferol en el verano. La necesidad 
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de esta interacción hormonal para desencadenar la fotoprotección mediada por vitamina E 

se ve respaldada en las sinergias entre estos dos grupos hormonales observadas en otras 

respuestas fisiológicas a la limitación hídrica (De Ollas & Dodd, 2016). En primer lugar, la 

señalización de ABA y de JAs confluyen en el cierre estomático en respuesta a la sequía 

(Savchenko et al., 2014), lo cual evidencia la relación existente entre ambas hormonas en las 

respuestas al estrés abiótico. Además, la interacción entre ABA y JA modula su biosíntesis y 

el metabolismo antioxidante ante déficit hídrico (Brossa et al., 2011). De manera que el ABA 

y el JA parecen influir en su biosíntesis mutuamente (Bandurska et al., 2003; De Ollas et al., 

2013), e incluso se ha demostrado la implicación de los receptores de ABA en la señalización 

de jasmonatos mediante la regulación de los componentes COI o MYC2, estableciendo así 

una conexión entre la señalización mediada por ambas hormonas (Yu et al., 2021). La 

correlación positiva entre ABA y JA-Ile mostrada en el capítulo 1 concuerda con la idea de 

una regulación génica entre ambas hormonas. Además, se ha demostrado en A. thaliana 

que la acumulación de JA-Ile es necesaria para la acumulación consistente de ABA en raíces 

bajo estrés hídrico (De Ollas et al., 2015), y que la exportación de jasmonatos desde el 

sistema radicular mejora la acumulación de ABA en las hojas inducida por el déficit hídrico 

del suelo (De Ollas et al., 2018). Aunque son necesarios futuros estudios que confirmen estos 

resultados a nivel molecular y genético, proponemos que el ABA y la JA-Ile podrían modular 

de forma sinérgica la acumulación de vitamina E en hojas ante déficit hídrico, promoviendo 

así la fotoprotección en plantas. 

5. Resistencia al estrés extremo durante la reproducción clonal

Las plantas clonales son aquellas con capacidad de producir descendencia 

genéticamente idéntica mediante el crecimiento vegetativo, a través de órganos 

horizontales aéreos como los estolones o subterráneos como los rizomas. Cada 

descendiente clonal recibe el nombre de ramet y, aunque se trata de una unidad 

potencialmente independiente, a menudo permanece unido al progenitor a través del 

órgano conector durante largos periodos de tiempo, incluso después de enraizar y 

establecerse (Klimeš et al., 1997). Esto permite formar sistemas clonales formados por un 

único genet o unidad genética con los ramets conectados entre sí y cubriendo grandes 

extensiones, favoreciendo un crecimiento rápido de la planta y la colonización de nuevos 

hábitats. La conexión entre ramets permite la traslocación de recursos entre ellos, como 
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agua, nutrientes y fotoasimilados, y se rige por el principio de la fuente-sumidero, es decir, 

por las diferencias en la producción y demanda de recursos entre los distintos ramets 

(Pitelka & Asmund, 1985). Esto resulta en la integración fisiológica del clon, en el cual se da 

una división de tareas entre los distintos ramets que beneficia a todo el genet (Stuefer, 1998; 

Dong et al., 2015). Cuando la división de tareas es inducida ambientalmente conduce a la 

especialización en la captación de recursos, de manera que cada ramet tendrá un cometido 

en función de los recursos disponibles en su microhábitat. En cambio, la división de tareas 

programada en función del desarrollo o la edad del ramet restringe las tareas por ramet y 

aumenta así la eficiencia dentro del clon.   

De esta manera, las especies con reproducción clonal cuentan con ventajas 

adaptativas en la respuesta al estrés, como son la integración clonal de los recursos y de la 

información ambiental, la explotación de nuevos recursos en zonas más favorables, o el 

almacenamiento de estos recursos en diferentes órganos o ramets (de Kroon & van 

Groenendael, 1997; Chen et al., 2010; Wang et al., 2021). Dado que en esta tesis se 

exploraron las respuestas de aclimatación al estrés severo en una especie clonal (S. 

tectorum), también evaluamos el impacto de un estrés por sequía en la reproducción clonal 

(capítulo 2), así como los costes fisiológicos del crecimiento clonal en la tolerancia a un 

estrés severo (capítulo 3).  

Así, la tolerancia extrema a la sequía de S. tectorum viene acompañada de la 

capacidad de la roseta parental de mantener a la descendencia clonal viva colgando de los 

estolones y sin enraizar durante periodos de tiempo prolongados. Esta respuesta la 

observamos tanto en las plantas sometidas a 7 meses sin agua, como en las plantas de las 

poblaciones naturales, donde las rosetas parentales sostienen a través de estolones a los 

nuevos ramets durante algunos meses hasta que pueden enraizar (capítulo 3). Otros 

estudios muestran ejemplos de cooperación entre los ramets de un mismo clon para 

sobrevivir a un estrés, como el apoyo por parte de ramets en hábitats favorables a ramets 

en situaciones estresantes (Roiloa & Retuerto, 2006; Xiao et al., 2010; Roiloa et al., 2014). 

La característica que los agrupa es una integración fisiológica que permite ayudar a los 

ramets clonales estresados, pero ¿qué ocurre cuando todo el clon, toda la planta clonal, se 

encuentra bajo condiciones estresantes? Esto es precisamente lo que podemos observar en 

nuestro estudio. Pese a que la roseta parental enraizada percibe las condiciones hídricas del 
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suelo, como así vemos en las reducciones en el RWC de sus hojas, sostiene a las rosetas hijas 

incluso durante el estrés severo, y éstas dependen al menos nutricional e hídricamente de 

su progenitora. Aún más, cuando las plantas se encuentran bajo un estrés moderado, con 

las rosetas parentales alcanzando un RWC del 53%, el daño en hoja es significativamente 

inferior en los ramets colgando en comparación con los ramets enraizados y sus rosetas 

parentales. Este resultado muestra que los ramets no enraizados colgantes tienen una 

mayor viabilidad de la hoja y, por lo tanto, sugiere que se encuentran en mejores 

condiciones fisiológicas que las rosetas parentales para poder sobrevivir. Priorizar la 

supervivencia de la descendencia clonal incluso en detrimento de la parental encaja con una 

protección de los módulos más jóvenes de la planta, como se observa en las hojas más 

jóvenes respecto a las viejas (Munné-Bosch & Alegre, 2004; Schippers et al., 2015); y con un 

transoporte de los recursos desde las rosetas viejas a las jóvenes, como se ha visto en otras 

especies clonales (Jónsdóttir & Callaghan, 1989; Huber et al., 2004). El hecho de que la roseta 

de S. tectorum sea monocárpica guarda una gran relevancia con esta posible priorización, 

así como con la organización jerárquica establecida en la planta clonal. La inversión en 

reproducción sexual para escapar supone un coste energético que la roseta parental no 

puede asumir en las condiciones de estrés tan severo en las que se encuentra (Obeso, 2002). 

Por otro lado, precisamente esta situación estresante podría terminar con la desecación 

total de la roseta parental, evitando así el único evento de reproducción sexual posible para 

una planta monocárpica. Queda entonces la opción de escapar del estrés a través de sus 

nuevos módulos o ramets colgantes, tratando de llegar a nuevos ambientes favorables fuera 

de la maceta. Esto podría ocurrir a través de la integración clonal, aunque no se ha 

demostrado en este estudio. Lo que sí se muestra es la excelente capacidad de tolerar el 

estrés extremo y recuperarse de esta especie, manteniendo vivos tanto la roseta parental 

como los ramets colgantes durante un largo estrés por sequía, por lo tanto, logrando la 

supervivencia de todo el genet. 

No obstante, esta resistencia al estrés ocurrió junto con ajustes en la nueva 

producción clonal, que observamos tanto en condiciones controladas como en el hábitat 

natural (capítulos 2 y 3), y como se sustenta en otros estudios (Ye et al., 2014). Durante el 

estrés prolongado tan severo del invernadero, las plantas de S. tectorum no produjeron 

nuevos clones aparte de los ya existentes. En efecto, la capacidad productiva de la planta se 
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vio fuertemente restringida por el estrés severo, tanto a nivel de crecimiento de la roseta y 

de formación de nuevas hojas como a nivel de producción clonal (capítulo 3). Como hemos 

visto previamente, esta restricción en el crecimiento está asociada a la respuesta de 

aclimatación a la sequía en S. tectorum y se ve especialmente reflejada en los capítulos 2 y 

3, donde ante un evento de sequía durante el verano no solo las rosetas parentales y las 

hijas ya enraizadas detienen su crecimiento, sino también en los estolones encontramos 

niveles bajos de zeatina, sugiriendo una detención del crecimiento a nivel de planta clonal 

entera. Esto se asocia con el ajuste en la nueva producción clonal durante el verano en esta 

población, donde no se llega a 1 ramet nuevo de media por roseta parental. La nueva 

producción clonal solo se mantiene activa en la población 3, que es la situada a mayor 

altitud, y cuyas rosetas parentales no tienen variaciones estacionales en el estatus hídrico ni 

fotosintético (capítulo 3). Además, esta población presenta un mayor número de ramets 

totales por planta que en las otras dos poblaciones. Una mayor clonalidad asociada a la 

altitud se ha descrito en diversas especies alpinas (Stamati et al., 2007; Jaafry et al., 2016), 

mostrando de nuevo que la clonalidad está presente en adaptaciones a ambientes extremos. 

 Como la época de crecimiento vegetativo de esta especie coincide con la primavera 

o principios del verano (Larcher et al., 2010), los ramets colgando sin enraizar permanecen

unidos a la roseta parental en la época más estresante, el verano. Esta capacidad de aguante 

estuvo asociada a ajustes fisiológicos a diferentes niveles organizativos en la planta clonal, 

tanto en las rosetas parentales como en las rosetas hijas (capítulo 3). Las ventajas de 

mantener las interacciones inter-ramets en la época estresante del verano se reflejan en la 

mayor Fv/Fm y contenido de clorofilas en hojas en los ramets colgando de la roseta parental 

respecto a los ya enraizados en la población 1. La fuerte fotoinhibición experimentada en el 

verano por aquellos ramets enraizados muestra el riesgo de daño fotoinhibitorio asociado a 

un enraizamiento en una época desfavorable. El sistema radicular no está tan desarrollado 

como el de la roseta parental y esta adquisición de independencia progresiva le conlleva un 

coste, aunque es temporal porque su supervivencia no se ve afectada, como observamos en 

la recuperación durante el otoño. Además, ambos ramets (enraizados y no enraizados) 

tienen una mayor capacidad fotoprotectora que la roseta parental, mostrada con el 

aumento en el precursor de la vitamina E, γ-tocoferol, durante la primavera; y mayores 

niveles de JA-Ile durante el otoño, mostrando una respuesta de aclimatación a la sequía 
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reforzada en la descendencia clonal. Además, la estrategia de tipo quiescente que mantiene

niveles oxidativos bajos durante periodos de estrés se observó tanto en la roseta parental 

como en las descendientes, mostrando todo el genet la capacidad de aclimatación a la 

sequía.

Por último, los costes fisiológicos de la reproducción clonal en la capacidad de esta 

especie de tolerar la sequía a través de esta estrategia de tipo quiescente solo se vieron en 

la necesidad de ajustar parámetros fotoprotectores y morfológicos en la roseta parental en

respuesta a un mayor número de ramets colgando (capítulo 3). Así, existe una correlación 

positiva entre el número de hijos colgando y el contenido en ABA, γ-tocoferol y el LMA de 

las rosetas parentales que se encuentran en quiescencia. Mediante estos ajustes fisiológicos, 

que solo ocurren con el número de hijos sin enraizar y no los hijos totales, las plantas de S. 

tectorum mantienen a los ramets colgando, evitando daños asociados durante épocas muy

estresantes. En definitiva, estos resultados muestran a una especie clonal que tolera el 

estrés extremo y mantiene a los ramets clonales sin enraizar a través de ajustes fisiológicos 

reversibles que permiten lograr la supervivencia del genet (Figura 10).

Figura 10. Ajustes fisiológicos a diferentes niveles organizaƟvos en el clon durante un estrés severo por 
sequía en Sempervivum tectorum que permite lograr la supervivencia de todo el genet. Los ajustes 
pueden ocurrir en todo el clon, exclusivamente en los ramets, o bien exclusivamente en la roseta parental. 
ABA, ácido abscísico; CKs, citoquininas; JA-Ile, jasmonoil-isoleucina; LMA, relación masa por área foliar.
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6. Implicación del estrés severo en la aclimatación y adaptación de

las especies vegetales 

El estrés severo moldea la fisiología, en una primera instancia durante el proceso de 

aclimatación en un individuo, para después dar lugar a cambios en el genotipo a lo largo de 

generaciones sucesivas consiguiendo así la adaptación de la especie. Y la adaptación es lo 

que ha permitido a las especies aparecer, desarrollarse y mantenerse en el planeta. Además, 

la adaptación a nuevos ambientes a través de la plasticidad fenotípica, o grado de 

adaptación de un mismo genotipo al ambiente, permite a las plantas sobrevivir en nuevos 

escenarios climáticos (Valladares et al., 2006). Esta plasticidad adaptativa permite expandir 

así la tolerancia a cambios ambientales, contribuyendo por lo tanto a la dispersión de una 

especie. A largo plazo, la selección natural puede conducir al desarrollo de adaptaciones 

fisiológicas y morfológicas al nuevo entorno local, generando una diferenciación ecotípica 

en algunos rasgos funcionales (Oleksyn et al., 1998; Baquedano et al., 2008). La búsqueda 

de rasgos funcionales en la adaptación de las especies al ambiente ha sido incesante 

(Westoby, 1998; Pavanetto et al., 2024), y ha consolidado la idea de que existen 

compromisos entre las adaptaciones a hábitats contrastantes, de manera que se consigue 

la especialización ecológica (Laughlin, 2023). Así, se han podido agrupar algunos rasgos que 

resumen las adaptaciones de las plantas al entorno, como el espectro económico de la hoja 

(Wright et al., 2004). 

La gran amplitud altitudinal hallada en la especie S. tectorum, cuyas poblaciones 

naturales estudiadas oscilan entre los 780m y los 2100m, nos permitió encontrar diferencias 

en algunos rasgos fisiológicos y morfológicos. La población situada a mayor altitud estaba 

caracterizada por plantas de menor tamaño, con menor diámetro de la roseta, como se ha 

descrito en otras especies alpinas y subalpinas (Körner, 2003). Este menor tamaño tanto de 

la planta como de las hojas minimiza la exposición a los fuertes vientos y al frío del invierno, 

siendo una adaptación morfológica protectora. Además, las plantas de esta población tenían 

los niveles endógenos más elevados de α-tocoferol, JA y SA incluso desde la primavera, lo 

que sugiere su alta preparación adaptativa para responder a estreses abióticos y bióticos en 

un ambiente tan extremo (Körner, 2003).  
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Los estreses abióticos son grandes impulsores de la evolución en plantas debido a la 

extrema presión selectiva ejercida sobre ellas, donde la supervivencia se vuelve todo un reto 

(Jackson et al., 2009). Sobre todo, cuando se trata de un evento climático extremo, un 

episodio caracterizado por un periodo climático estadísticamente inusual que altera la 

estructura o el funcionamiento de un ecosistema más allá de la variabilidad típica (Smith, 

2011); y que además consigue superar la capacidad de aclimatación de un organismo o 

población, a menudo impactando en su fisiología a largo plazo (Gutschick & BassiriRad, 

2003). Para considerar un evento climático extremo es tan importante que la parte climática 

sea extrema como que la respuesta o resultado en el organismo también lo sea. De hecho, 

la respuesta extrema dependerá del tipo de estrés, de la especie y del marco temporal en el 

que se mida. Para observar una respuesta extrema en S. tectorum tuvimos que alargar la 

duración del estrés, cuando activó una estrategia de tipo quiescente que le permitió tolerar 

la sequía prolongada como vimos en el capítulo 3. Además, no hubo efectos persistentes en 

esta planta clonal, la cual recuperó su estatus hídrico y fotosintético en tan solo una semana 

y continuó siendo productiva a posteriori. No obstante, detuvimos el estrés cuando 

estábamos a punto de perder la última hoja de los verticilos del medio de una de las rosetas 

parentales del estudio, fue un límite experimental y técnico, para poder mantener el criterio 

establecido de los muestreos. Por lo tanto, no sabemos cuánto tiempo más podría haber 

aguantado el estrés, pero probablemente la senescencia gradual hubiera alcanzado las hojas 

más jóvenes de la roseta junto con los meristemos de la yema apical del tallo. Explorar la 

integridad o dormición de los tejidos meristemáticos en esta especie podría ser relevante 

para profundizar aún más en su tolerancia a la desecación (Volaire, 2018). Además, podría 

darse un proceso conocido como memoria transgeneracional del estrés, donde el efecto de 

un estrés tan severo podría pasarse a las sucesivas generaciones a través de epialelos 

heredados durante la reproducción sexual o clonal, siendo una implicación más para la 

aclimatación y adaptación de la especie (Weigel & Colot, 2012; Thabet et al., 2024). Esta 

memoria del estrés se retiene mediante cambios epigenéticos que no modifican la secuencia 

del ADN pero que pueden afectar la expresión de genes relacionados con la aclimatación al 

estrés en las siguientes generaciones (Rapp & Wendel, 2005). Esto permite por ejemplo una 

variación fenotípica dentro de un mismo clon que fomenta una aclimatación al estrés exitosa 

a través de ajustes rápidos en las poblaciones clonales (Douhovnikoff & Dodd, 2015; 

Sammarco et al., 2024). Con todo ello, ambas especies demuestran ser tolerantes a la sequía, 
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contando con mecanismos adaptativos y de aclimatación específicos, exhibidos de una 

manera espaciotemporal. 

Con el cambio climático se predice un aumento de eventos climáticos extremos como 

sequías más frecuentes, severas y prolongadas que impactarán negativamente en la 

productividad y el desarrollo de las plantas (Samaniego et al., 2018; IPCC, 2023). Por ello, el 

estudio de los mecanismos de tolerancia que poseen especies adaptadas a la sequía nos 

permite encontrar herramientas que poder emplear en la mejora de cultivos o en la gestión 

de la conservación de ecosistemas naturales. Además, establecer marcadores de estrés en 

plantas como posibles herramientas para la detección fácil, rápida y barata de un estrés por 

sequía es fundamental para garantizar el acceso de todos a su detección y control, 

asegurando una detección temprana que permita la intervención inmediata, mucho antes 

de que los síntomas sean visibles (Munné-Bosch & Villadangos, 2023). Uno de estos 

marcadores de estrés es el test de tetrazolio (Anexo I), el cual es un método conocido para 

medir la viabilidad de las semillas (Patil & Dadlani, 2009), y que puede ser usado como un 

indicador de estrés al discriminar entre tejidos vivos y muertos, como propuso inicialmente 

Larcher et al. (1969). Esta prueba, que se basa en la capacidad de los tejidos vivos de reducir 

la sal incolora 2,3,5-trifeniltetrazolio en el compuesto rojo formazan permite una rápida 

detección del estrés en las hojas, y a través de la cuantificación del color mediante el espacio 

CIELAB y el ángulo Hue. Esta prueba refleja rápidamente el estado fisiológico de la planta y 

predice la vida de la hoja. Como hemos visto en el capítulo 3, este test de tetrazolio permite 

distinguir entre plantas estresadas de no estresadas por sequía, siendo por lo tanto un 

método útil y sencillo para el monitoreo del estrés. 

En vista de los resultados presentados en esta tesis, S. tectorum dispone de 

mecanismos fisiológicos y morfológicos que le permiten tolerar sequías extremas y 

prolongadas, siendo también una especie resiliente al estrés. Además, la reproducción 

clonal permite alargar la supervivencia del genet una vez la roseta parental monocárpica 

florece y muere, permitiendo el rápido crecimiento y extensión de cada nuevo ramet que, 

incluso, aprovecha las estructuras senescentes de la roseta parental. Todas estas estrategias 

protegen a la especie en el marco climático actual, incluyendo periodos estivales 

caracterizados por sequías prolongadas, elevadas temperaturas y baja humedad, y podrían 

ser suficientes de cara a un futuro marcado por el cambio climático. En efecto, la población 
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natural más meridional de este estudio, la situada en Les Guilleries (capítulos 2 y 3), muestra 

cómo esta especie nativa de ecosistemas de alta montaña como los Alpes o los Pirineos, 

puede adaptarse a latitudes y altitudes más bajas, estando expuestas a sequías más severas 

y veranos más calurosos sin daños irreversibles para la planta. Además, se trata de una 

población natural establecida que cuenta con eventos de reproducción sexual frecuentes. 

De hecho, existen otras poblaciones densas descritas en la zona, como en el macizo del 

Montseny. Por todo ello, las sequías extremas no presentan amenazas para la supervivencia 

de esta especie.  
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i. La especie Sempervivum tectorum puede tolerar el estrés por sequía durante 10

semanas sin sufrir síntomas de fotoinhibición y evitando el estrés foto-oxidativo.

ii. S. tectorum dispone de un mecanismo fisiológico por el cual no solo el ABA, sino también

la forma de jasmonatos JA-Ile, puede inducir la fotoprotección modulando el contenido

y la composición de vitamina E en hojas, concretamente acumulándose la forma activa

α-tocoferol por unidad de clorofila.

iii. La acumulación simultánea de ABA y de JA-Ile junto a una disminución de las

citoquininas activas permite la aclimatación de S. tectorum a una sequía extrema

durante el verano en su hábitat natural caracterizada por una detención en el

crecimiento.

iv. S. tectorum detiene la nueva producción clonal ante situaciones de estrés muy severo,

como una sequía estival extrema o ante un estrés severo prolongado en condiciones

controladas, donde se da un compromiso entre crecimiento y supervivencia e

inclinándose la balanza de forma muy clara en pro de la supervivencia al estrés.

v. S. tectorum está provista de una estrategia de tipo quiescente en hojas que mantiene

niveles oxidativos extremadamente bajos durante periodos prolongados de estrés,

debido en parte a la función antioxidante de la vitamina E.

vi. Ante un aumento en el número de nuevas rosetas clonales colgantes, las rosetas

parentales aumentan los niveles endógenos de ABA y γ-tocoferol en hojas,

promoviendo una mayor capacidad fotoprotectora, además de ajustes en la morfología

foliar mediante un aumento en la masa foliar por área, para así poder mantener la

supervivencia.
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vii. S. tectorum es una planta clonal con la capacidad de realizar ajustes fisiológicos en

diferentes niveles organizativos, en las rosetas parentales, en las nuevas rosetas

enraizadas y no enraizadas del clon, y también en el órgano clonal, los estolones,

promoviendo así la supervivencia de todo el genet a un estrés abiótico severo.

viii. La senescencia foliar producida gradualmente a lo largo de la roseta desde las hojas

externas viejas hacia el interior resulta ser una estrategia de supervivencia al estrés en

S. tectorum, donde las hojas más jóvenes y la yema apical permanecieron intactas.

ix. El estrés foto-oxidativo promueve la acumulación de oxilipinas, particularmente en la

forma JA-Ile, en los peciolos de hojas de Olea europaea severamente estresados por

sequía, lo que puede condicionar la zona de abscisión y provocar la caída de las hojas.

x. El estrés severo por sequía en olivo acentúa la diferenciación fisiológica entre la lámina

foliar y el peciolo, especialmente en los contenidos endógenos de hidroperóxidos

lipídicos y α-tocoferol, indicando un mayor estrés oxidativo en la lámina foliar.

xi. El estrés severo por sequía en olivo promueve la formación de gradientes hormonales

a lo largo de la hoja desde la parte apical de la lámina foliar hasta la parte más basal del

peciolo, donde se encuentra la zona de abscisión. En particular, forma un gradiente

creciente de JA-Ile por unidad de clorofila hacia el peciolo, lo cual sugiere una posible

señalización por parte de esta hormona en la zona de abscisión.
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RESUMEN 

Las condiciones ambientales adversas a menudo comprometen la supervivencia de las 

plantas. Por ello, el monitoreo del estrés con tecnologías precisas y rentables debe ser una 

prioridad para anticiparnos a las amenazas ambientales, pero el tiempo de procesamiento y 

los costes asociados son aún limitaciones importantes. Revisar tecnologías de investigación 

como los marcadores bioquímicos puede proporcionar datos directos para prever los 

efectos de los factores estresantes de las plantas. La prueba del tetrazolio está basada en la 

capacidad de los tejidos vivos de reducir una sal incolora, el cloruro de 2,3,5-trifenil 

tetrazolio (TTC), en el compuesto rojo formazan. No solo es útil para los test de viabilidad de 

semillas, sino también para evaluaciones de daño tisular, como propuso inicialmente Larcher 

et al. (1969).  

El test de tetrazolio sobresale como un biomarcador de estrés útil, especialmente cuando se 

usa junto con otros marcadores, como el contenido hídrico relativo (RWC) y la eficiencia 

máxima del fotosistema II (PSII) (relación Fv/Fm); predice claramente la muerte, como se 

ejemplifica aquí en la planta de metabolismo ácido de las crasuláceas (CAM) Sempervivum 

tectorum. Aunque destructivo, este test de viabilidad emerge como el método más rentable 

para el monitoreo del estrés; ya que requiere poco equipo, refleja rápidamente el estado 

fisiológico de la planta y, lo que es más importante, prevé la mortalidad de las hojas. 
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