*—S"//
—e=
et

UNIVERSITAT be

BARCELONA

Mecanismos de aclimatacion a la sequia extrema
en especies tolerantes al estrés

Sabina Villadangos Redondo

OMOM

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicéncia Reconeixement 4.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral estd sujeta a la licencia _Reconocimiento 4.0. Espafa de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0. Spain License.




Mecanismos de aclimatacién a la sequia extrema

en especies tolerantes al estrés
A

~ Sabina Vi adanébs&doqdo -

Sabina Villadangos Redondo

L

N T
G, (’j}j’f{“

w VANV IRNNRS
Y e N
AR RN A NG

)

4

7w YN

©
=
@
=
53
)
o 0
2§
(2]
o
© ®
(2]
°Q
- £
.89
© O
8
T 2
.Eg
89
[CRRY
T »n
w O
O c
=S)
N2
C
©
(&)
o}
=

™\
5\,
“if

Tesis doctoral 2024




" UNIVERSITAT be Inslt[tut de Recerca
- de la Biodiversitat
-+ BARCE LO NA IFB10o | UNIVERSITAT e BARCELONA

Barcelona, octubre de 2024

Facultad de Biologia
Departamento de Biologia Evolutiva, Ecologia y Ciencias Ambientales

Programa de Doctorado en Ecologia, Ciencias Ambientales y Fisiologia Vegetal

Mecanismos de aclimatacidn a la sequia extrema en
especies tolerantes al estrés

Mecanismes d’aclimatacié a la sequera extrema en especies tolerants a I'estres

Memoria presentada por Sabina Villadangos Redondo para optar al grado de
Doctora por la Universitat de Barcelona.

Doctoranda:

Sabina Villadangos Redondo

Director Tutor

Sergi Munné Bosch Sergi Munné Bosch






Puedo ensefar a mi cuerpo muchas habilidades
con las que aprehender la naturaleza de la montafa.
Y una de las mas emocionantes es la quietud.

Nan Shepherd — La montafa viva






AGRADECIMIENTOS

Hasta que no escriba estas lineas no daré por finalizada esta tesis doctoral, pues todas y cada
una de las personas que aparecen en ellas han sido imprescindibles y han formado parte de una
manera o de otra de este proyecto vital que inicié hace 3 afios y quisiera agradecerles ahora.

A mi director de tesis, Sergi Munné Bosch, por brindarme la oportunidad de hacer un doctorado
y buscar siempre la manera. Gracias por abrirme la puerta y ensefiarme el mundo de la fisiologia
vegetal. Aprender de ti sin duda ha sido la apuesta ganadora. Gracias por la confianza y la
libertad que nos das para avanzar en el conocimiento, pero también por la motivacion y apoyo
constante que nos impulsan en el camino de la ciencia. Gracias por ensefiarme a observar y
pensar. Siempre estaré agradecida por los valores que me has transmitido, cientificos y
humanos, porque la ciencia forma parte de la vida y para andar por ella se necesitan ambos.

Al grupo de investigacion ANTIOX — ahora PLANTsynergy —, por trabajar siempre en equipo y
mostrarnos que con una red de apoyo asi podemos llegar mds lejos de lo que pensamos.
Cuidarnos unos a otros siempre ha sido un objetivo clave. Gracies Marta, pel suport i les teves
converses a les 7am, per ensenyar-nos que hem de cuidar la docéncia a la universitat i que
aquesta val molt la pena. Gracias Melanie, por ser una mujer cientifica referente y valiente, por
inspirarme con tus plantas extremdfilas (es un gusto poder compartir esta pasion), y con todas
tus aventuras cientificas, estoy segura de que conseguirds lo que te propones, jnunca
abandones tu esencia! Gracias Paula, no puedo no emocionarme al recordar todo lo que me has
ensefiado desde que empecé en el grupo. No solo a trabajar con rigor en el laboratorio, sino
también a hacerme preguntas. Gracias por ensefiarme a ser critica, a profundizar siempre mas
alla. Aprender de una cientifica brutal como tu ha sido enriquecedor en todos los sentidos.
Gracias también por las risas, por las comidas con charlas interminables que siempre acababan
en postres, y por poner la musica ideal para separar pedinculos de oliva diminutos durante
horas. Gracias por ensefiarme a coordinar un equipo. Espero que sigas creciendo como mujery
cientifica siempre alld donde vayas. Gracies Erola, per la teva perspectiva cientifica, admiro la
teva capacitat per fer una recerca disruptiva, ets una inmensa divulgadora i és un plaer haver
coincidit i haver-te vist en plena accid, gracies també pels consells quan ho necessitavem (i no
nomes d’estadistica).

Cuando entré en el grupo, me di cuenta de inmediato de la cohesidn que habia en nuestro grupo
de PhDs. Gracias Celia, por tu felicidad contagiosa, por acogerme desde el minuto 1 y por
llevarme a escalar en roca cuando estabas en la recta final de la tesis, Montserrat sigue en la
cima de este escritorio que heredé de ti y que espero haber cuidado bien. Gracies Andrea, per
ensenyar-me que és la passio cientifica quan parlaves de la teva recerca i pels debats filosofics,
per I'entusiasme. Gracias David, por poner siempre un poco de cordura en el despacho, por
mediar en las batallas contra las temibles plagas con tu super kit (lo echamos en falta) y por
ayudarme siempre con tu inabarcable sed de conocimiento, aun poniendo la vida en peligro
cuando te ataco una gaviota mientras estudidbamos a Endophyllum sempervivi. Gracias Camila



por ponerle esa dulzura a la vida, fue bonito escuchar todas tus luchas mientras separaba bayas
contigo, por instaurar el “qui fa el que pot no esta obligat a més”. En esta vida quedan muchos
bailes, espero que puedas disfrutarlos todos.

Ahora ha llegado el momento de agradecer a las tres personas sin las que esta tesis no habria
sido posible ni el camino habria sido igual, tres compafieras de doctorado a las que tengo la
increible suerte de poder llamar amigas. Las cuatro empezamos este camino juntas y ahora lo
estamos terminando también juntas. No és nomes la vostra ajuda i I'equip que formem el que
vull agrair, sino també el suport emocional i el fet d’haver-me sentit com a casa amb vosaltres.
Perd es que no cal demostrar res més després d’aquell experiment de 22h seguides totes juntes.
Gracies Alba per la teva energia incansable, per ser una persona riallera que contagia a tothom
les seves ganes i la seva alegria. Ja sabem sempre quan vens al despatx, t'escoltem des de lluny
i sabem que el dia comengara amb una abracada i un somriure. Gracies per posar sempre les
emocions a flor de pell, per permetre’t sentir, i per totes les teves preguntes que ens porten
sempre a reflexionar sobre la nostra recerca. Ets una cientifica brutal, i és un plaer aprendre de
tu dia a dia, mai oblidis la teva forca. Gracies sempre per ajudar-me “con gusto” i per omplir els
nostres dies més complicats i posar-los colors vius, com el de totes les teves fruites vermelles.
Gracies Laia per posar-li il-lusié a tot el que fas, per ser la nostra Cuscuteta amb una motxilla
plena de coneixements que portes sempre amunt i avall (també a les muntanyes). Per tots els
mostrejos de camp compartits, on el sol sempre surt i si no doncs posarem una cangd que ja
saps a tot volum i dema hi haura sooool! Ets la meva companya ecophys i em fa molt molt feli¢
compartir amb tu aquesta i les noves aventures que vindran. Gracies per ensenyar-me de prop
el meravellés mdn de les plantes parasites, ara veig Orobanches per tot arreu i no puc evitar
fixar-me a qué parasita, quina planta sera la seva hoste. Es un regal tenir-te a prop i veure’t florir
en la ciéncia. Gracias Tania por ese corazén tan grande que tienes que hace que lo imposible
sea posible, y por compartirlo. Por hacernos un regreening cuando tenemos un mal dia. Gracias
por todo lo que me has ensefado desde mis inicios en el grupo y hasta ahora, sigo aprendiendo
de ti. Hemos vivido tanto juntas...desde los miedos a lanzarnos a lo nuevo hasta nuestras
aventuras en el mar, donde aprendimos tanto, los inventos para hacer los muestreos a pie de
playa, el dolor de espalda de estar bajo aquella tienda de camping o dentro del coche...pero lo
volveria a repetir de nuevo! Llegaras tan lejos como te propongas, confia siempre en ti y
recuerda que brillas con luz propia.

Gracias Clara, por ser la viva alegria y por la calma que transmites, me ensefaste a bajar las
revoluciones cuando lo necesitaba. Gracias por acompafiarme en los muestreos mas extremos
mostrando tus raices extrem-efias, y por dejarme ensenarte lo que sé (que no es mucho).
Gracias Ot, por las charlas inspiradoras de camino a La Bonaigua y por la ilusion cientifica que
desprendes, espero que los pinos y otros arboles tengan muchas historias longevas aun que
contarte. Gracias Nuria, por los ratos compartidos en el lab, estoy segura de que el doctorado
te depara mucho aun, ten paciencia, ya sembraste la semilla. Y a ti, Elena, que empezaste hace
nada esta aventura, recuerda que poco a poco van saliendo las cosas, no tengas prisa en acabar,
lo conseguiras.



A Adelle, obrigada por atravessar toda Catalunya comigo (sem exagero) e pelos momentos
maravilhosos que passamos juntas, incluindo os espinhos de Opuntia e da burocracia. Conhecer
vocé foi um presente que sempre levarei comigo.

Gracies a I'equip de Camps Experimentals de la Facultat (Francesc, Josep i Xavi) per tota I’ajuda
i el suport a I’hora de fer els experiments a I'hivernacle, també per les xerrades amenes entre
plantes. Gracies també a Esther, Olga i Regina per I'ajuda amb I'HPLC i el masses al Parc Cientific.

A mis amigas por estar siempre cerca, incluso a pesar de la distancia. Gracias Ana por compartir
todo, hasta una pandemia encerradas y un doctorado. Gracias Alejandra por motivarme a ir
siempre mas lejos. Gracias Laurifia por ensefiarme con tu valentia, lanzandote por el mundo a
perseguir tus suefios. Gracias Tais, por reconectar juntas con la naturaleza. A mis amigos y
amigas de la carrera, por veros crecer cientifica y personalmente alld donde estéis, siempre.

A mi familia, por ser la base de quien soy ahora, por apoyarme siempre en todos los pasos que
he dado, aunque estos me distanciasen mds de casa. Por haberme inculcado la curiosidad desde
pequefia, entre libros y montafias, por ensefiarme a amar la naturaleza viviendo en Cantabria,
y por haber sembrado la semilla de la libertad para convertirme en la persona consciente que
soy hoy. A mi padre, por ser mi cordada de debates vitales y ensefiarme a caminar despierta
por el mundo. A mi madre, por ser la persona mas creativa que conozco y por transmitirme su
sensibilidad. A mi hermano, por orientarnos con su brudjula y las ganas de comerse el mundo,
por darnos calidez.

A mi tia Bea, por mostrarme desde pequeifia el reino vegetal, por inspirar sin pretenderlo.
A Carmeny Jesus, por escucharme, cuidarme y preguntarme. Por estar siempre presentes.

A Héctor, mi compafiero de vida, por cuidarme y quererme desde antes que empezara este
viaje. Por compartir el amor por las montaias, por ser equipo. Por sostener mi motivacion en
las semanas mas cansadas, por los dias que llegaba tarde y estaba la cena lista. Por las noches
gue me has acompafiado acabando el post-muestreo. Por la paciencia que has tenido, la parte
dificil que también te has llevado. Por presentarme a las alpis, traer a Taga a casa y ensefiarme
a vivir en Collserola. Por mantenerme siempreviva, gracias a ti esta tesis ha sido posible.

Y ahora si, gracias a todas las personas que habéis leido estas lineas y me habéis acompainado
durante esta tesis. Espero que disfrutéis mucho leyéndola. jHasta pronto!






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 sequia ejerce un estrés abidtico en las plantas, causando un déficit hidrico que, de ser severo
y/o prolongado, puede comprometer su estado fisioldgico. Por lo tanto, la aclimatacion a la
sequia es esencial para sobrevivir y dependerd de la capacidad de respuesta de la especie. En
este trabajo se exploraron mecanismos de aclimatacién a la sequia extrema, en dos especies
tolerantes al estrés: la especie clonal subalpina Sempervivum tectorum L., y la especie de gran
interés agrondmico Olea europaea L. Por un lado, S. tectorum activé respuestas a nivel de hoja
gue podian ser simultdaneamente mediadas por dacido abscisico y la forma bioactiva de
jasmonatos, la jasmonoil-isoleucina, modulando la composicién y el contenido de
antioxidantes, como los tocoferoles (vitamina E). Asi 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 periodos
prolongados de estrés, garantizando asi restaurar rapidamente el crecimiento durante la
recuperaciéon. Al profundizar en la respuesta de aclimatacidon de S. tectorum en su habitat
natural, encontramos que esta especie ajusto la produccidn de nuevos ramets clonales y activd
una respuesta hormonal compleja para sobrevivir a un evento de sequia extrema. Abordando
la reproduccién clonal como posible estrategia de escape del estrés, en esta tesis revelamos
una priorizacién 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 permanecian aun vivos unidos a la roseta parental. Este
comportamiento fue explorado también en el habitat natural, donde encontramos que esta
especie mantenia 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 abscision foliar
inducida por sequia. Mediante un muestreo espacial basipétalo de hojas, encontramos que el
estrés foto-oxidativo produjo una acumulacidn de jasmonoil-isoleucina en el peciolo de hojas
estresadas, sugiriendo un acondicionamiento previo de la zona de abscision a través de

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



que les permite afrontar sequias extremas como (i) respuesta fotoprotectora en hojas
modulada por el dcido abscisico y la jasmonoil-isoleucina; (ii) estrategia de tipo quiescente para
evitar la carga de estrés oxidativo durante la reproduccién clonal y prolongar la supervivencia
al estrés de todo el genet; (iii) senescencia foliar gradual para proteger los meristemos apicales;

(iv) abscision foliar inducida por sequia condicionada por oxilipinas.

PALABRAS CLAVE

Aclimatacion, Estrés, Fotoproteccion, Hormonas, Jasmonatos, Sequia



RESUM

La sequera exerceix un estres abiotic en les plantes, causant un deficit hidric que, d’ésser sever
i/o prolongat, pot comprometre el seu estat fisiologic. Per tant, I'aclimatacié a la sequera és
essencial per a sobreviure i dependra de la capacitat de resposta de I’espécie. En aquest estudi
es van explorar mecanismes d’aclimatacié a la sequera extrema, en dues espécies tolerants a
I'estres: I'especie clonal subalpina Sempervivum tectorum L., i I'espécie de gran interes
agronomic Olea europaea L. D’una banda, S. tectorum va activar respostes a nivell de fulla que
podien ser simultaniament mediates per I’acid abscisic i la forma bioactiva de jasmonats, la
jasmonoil-isoleucina, modulant la composicié i contingut d’antioxidants, com els tocoferols
(vitamina E). Aixi mateix, aquesta espécie comptava amb estratégies que operen a nivell de
planta sencera i que permeten una gran tolerancia i resiliéncia a l'estres, establint una
senescencia foliar gradual a través de la roseta o estrategies similars a la quiescencia que
mantenen nivells oxidatius baixos en fulles durant periodes prolongats d’estres, garantint aixi
restaurar rapidament el creixement durant la recuperacié. En aprofundir en la resposta
d’aclimatacié de S. tectorum al seu habitat natural vam trobar que aquesta espécie va ajustar la
produccié de nous ramets clonals i va activar una resposta hormonal complexa per sobreviure
a un episodi de sequera extrema. Abordant la reproduccid clonal com a possible estratégia
d’escapar de I'estrés, en aquesta tesi revelem una prioritzacié de la descendéncia clonal sota
estrés, on els ramets no arrelats presentaven una major viabilitat que les seves rosetes
parentals davant un estres moderat, i que davant un estrés sever aquests ramets romanien
encara vius units a la roseta parental. Aquest comportament va ser explorat també al seu
habitat natural, on trobem que aquesta espécie va mantenir els nous ramets units fins que
trobessin 'oportunitat d’arrelar sense comprometre la supervivéncia de la roseta parental.
D’altra banda, vam escollir I'olivera com a model per a avaluar si les oxilipines estaven
implicades en el procés d’abscisid foliar induida per sequera. Mitjancant un mostreig espacial
basipetal de fulles, vam trobar que |'estrés foto-oxidatiu va produir una acumulacié de
jasmonoil-isoleucina en el peciol de fulles estressades, suggerint un condicionament previ de la
zona d’abscisié a través d’oxilipines. Es conclou que les plantes tolerants a I'estrés tenen

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



fotoprotectora en fulles modulada per I’acid abscisic i la jasmonoil-isoleucina; (ii) estrategia de
tipus quiescent per a evitar la carrega d’estrés oxidatiu durant la reproduccié clonal per a
prolongar la supervivencia a I'estrés de tot el genet; (iii) senescencia foliar gradual per a protegir

els meristemes apicals; (iv) abscisié foliar induida per sequera condicionada per oxilipines.

PARAULES CLAU
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F. /Fm: eficiencia cudntica maxima del fotosistema Il
GAs: giberelinas

JA: 4cido jasmodnico

JA-lle: jasmonoil-isoleucina

LMA: relacidn entre la masa y el area foliar
LOOH: hidroperdxidos lipidicos

MDA: acido malondialdehido

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
OPDA: 4cido 12-oxo-fitodienoico

PSI: fotosistema |

PSII: fotosistema Il

PUFA: 4cido graso poliinsaturado

ROS: especies reactivas del oxigeno

RWC: contenido hidrico relativo

SA: acido salicilico
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1. Estrés

El concepto de estrés en los seres vivos fue originalmente desarrollado por Selye (1936)
en el ambito de la medicina, pero fue Levitt (1980) quien, a partir de teorias de la fisica,
abordé el estrés desde una perspectiva bioldgica, definiendo el estrés como “cualquier
factor ambiental capaz de inducir una tension potencialmente nociva en los organismos
vivos”. Durante un estrés, las funciones bioldgicas de la planta se ven desestabilizadas, y
cuando se exceden los limites en la tolerancia y la capacidad adaptativa, podria resultar en
dafios permanentes que pueden conducir a la muerte del organismo (Larcher, 1980). El
estrés juega un papel indispensable en la modulacién de la vida de las plantas, ya que incluye
elementos constructivos y destructivos, siendo una fuerza motora en la adaptacion de los
organismos. Asi, podemos distinguir entre eu-estrés, donde el estrés es suave y estimula
positivamente el desarrollo de la planta, y el disestrés, cuando causa dafos severos y
permanentes en la planta (Lichtenthaler, 1988). De manera que la duracién y la intensidad
del estrés ejercido por los factores ambientales, y los mecanismos de percepcién y de

respuesta de la planta, condicionan el resultado final.

Estos factores ambientales pueden ser abidticos, como la irradiacién solar, la
temperatura, la disponibilidad hidrica o de nutrientes; o bidticos como los herbivoros, los
patdgenos o los parasitos. A menudo, diversos factores a(b)idticos pueden actuar de manera
simultanea o secuencial en la planta, dando lugar a una combinacién de estreses que
causaran, dependiendo de su interaccion, una respuesta diferencial (Atkinson & Urwin,
2012; Zhang & Sonnewald, 2017). La respuesta de la planta a los estreses combinados es
compleja e implica cambios transcripcionales especificos, por lo que no puede extrapolarse
de la suma de los estreses individuales, pues su combinacién puede generar efectos
sinérgicos o antagdnicos (Prasch & Sonnewald, 2013; Rivero et al., 2014; Suzuki et al., 2016).
Recientemente se ha demostrado que, con el aumento del nimero y la complejidad de los
estreses combinados, la capacidad de crecimiento y supervivencia de las plantas disminuye
drasticamente, aunque el nivel de cada estrés individual sea lo suficientemente bajo como

para no afectar negativamente al estado fisioldgico de la planta (Zandalinas et al., 2021). Por
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ultimo y debido a la intensa actividad humana, factores antropogénicos como la
contaminacién del suelo o del aire afiaden complejidad a la ecuacién, sometiendo a las
plantas a estreses combinados que desencadenan una respuesta fisioldgica aun mas 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 caracteristicas de cada estrategia se resumen en la Figura 1. Escapar del
estrés es tipico en plantas anuales de crecimiento rdpido 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 concentracién
de nutrientes en hojas para conseguir tasas mayores de adquisicion de recursos y
crecimiento que permitan una floracion temprana (Kooyers et al., 2015; Blanco-Sanchez et
al., 2022). La estrategia de evitar el estrés consiste en no permitir que afecte a la fisiologia
de la planta, por ejemplo, manteniendo la turgencia a nivel celular y de planta ante una
sequia. Las plantas que siguen esta estrategia aumentan la eficiencia en el uso del agua
mediante la reduccion de la pérdida de agua cerrando estomas, o bien aumentando la
absorcion de agua a través de sistemas radiculares mas profundos (Peguero-Pina et al., 2020,
Ren et al., 2024). Finalmente, las plantas tolerantes al estrés consiguen resistir mediante
ajustes fisiolégicos que les permiten soportar dafios asociados sin llegar a comprometer la
supervivencia, como es el caso de las plantas que poseen tejidos tolerantes a la
deshidratacion. En casos de tolerancia extema, la planta mantiene la turgencia y una
asimilacidn aun significativa de carbono, sustentando asi el crecimiento incluso durante un

estrés prolongado (Volaire, 2018).

Cada una de estas estrategias tiene una combinacién especifica de rasgos asociados
basados en la adaptacion especifica de la planta y se pensaba que eran mutualmente
excluyentes, donde las plantas con capacidad de escapar de un estrés no podian haber
evolucionado estrategias de tolerancia a su vez. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que hay especies adaptadas a ambientes dridos que emplean varias estrategias
a la vez, como una rdpida floracion y un aumento de la biomasa radicular, que
corresponderian a estrategias de escape y de tolerancia, respectivamente (Welles & Funk,

2021).



Estres
Escapar Evitar Tolerar
Plantas anuales Eficiencia del uso del agua Activacion de respuestas al estrés
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Figura 1. Estrategias en plantas ante un estrés: escapar, evitar y tolerar. La estrategia de escapar es
caracteristica 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 fisiologia de la planta. La estrategia
de tolerar consiste en activar respuestas fisoldgicas al estrés que permitan la supervivencia.

1.2 Estrés abidtico: caracteristicas especificas de la sequia

Dentro de los estreses abidticos, la sequia esta considerada uno de los mas perjudiciales
para la produccion agricola (Zhao & Running, 2010; Garcia-Leén et al., 2021) y la
conservacion de la biodiversidad (Archaux & Wolters, 2006; Feeley et al., 2020). La sequia
es un evento climatico transitorio en el que la precipitacién se encuentra por debajo de los
valores habituales para un area geografica concreta (Wilhite, 2000; Crausbay et al., 2017).
Al contrario que otros eventos climaticos severos, una sequia a menudo se desarrolla
lentamente, por lo que su deteccidn temprana es imprescindible para poder mitigar sus
efectos. Desde un punto de vista meteoroldgico, la sequia ocurre cuando la cantidad de
precipitacion que recibe un drea es menor que la media en un periodo de tiempo

determinado; pero la sequia hidrolégica comienza cuando esta reduccidn en la precipitacién
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repercute en el suministro de agua, en la disponibilidad hidrica (Mishra & Singh, 2010). La
transicion de la sequia meteorolégica a la hidroldgica se conoce como propagacién de la
sequia y depende en gran medida del clima y de las caracteristicas de la cuenca hidrografica

(Van Lanen et al., 2013).

Esta sequia la perciben las plantas cuando la demanda de agua debido a la sequedad de
la atmodsfera supera la que hay disponible en el suelo, provocando un estrés en la planta
qgue, de ser severo, puede amenazar su supervivencia (Tian et al., 2018). De hecho, la
respuesta inicial de una planta ante un estrés es una reduccidén en su crecimiento, para
después desencadenar respuestas morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas a diferentes
niveles organizativos en la planta (Gupta et al., 2020). Al final de una sequia prolongada, el
estrés impacta directamente en el funcionamiento hidraulico de la planta porque, debido al
déficit hidrico, el agua perdida por transpiracion en las hojas es mayor que la absorbida por
las raices, generando una alta tensidn en el xilema. Esta tensién en aumento puede dar lugar
a la cavitacién, 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 hidraulico 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 sequia en las plantas es el cierre de estomas que, en un intento de evitar la
cavitacion, limita la absorcidén de carbono a través de la fotosintesis, lo que podria conllevar

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

El impacto de una sequia depende de tres caracteristicas principales: la intensidad, la
duracion y la extension espacial (Wilhite, 2000). La intensidad se refiere al grado de escasez
de precipitaciones y de los impactos asociados. La duracién de una sequia es relevante,
puesto que puede variar entre unos pocos meses o unos anos, llegando incluso a durar
décadas (Stahle et al., 2007). Es el parametro mas dificil de determinar, ya que muchas veces
los efectos de una sequia no son detectables hasta meses después de su comienzo. Por
ultimo, el tamano del area que se encuentra en sequia es importante por la magnitud de los
impactos ocasionados y su consiguiente gestidon, poniendo en riesgo ecosistemas enteros
(Allen et al., 2010; Mencuccini et al., 2019). Otra caracteristica significativa de la sequia es la
frecuencia, que es el numero de episodios de sequia ocurridos en un periodo de tiempo

determinado. Para monitorear la sequia se han desarrollado indices elaborados a partir de



parametros hidro-meteoroldgicos que permiten relacionar todas sus caracteristicas (McKee

et al., 1993; Begueria et al., 2014).

Debido a los efectos del cambio climatico, se predice un aumento en la frecuencia, la
severidad y la duracién de las sequias (Samaniego et al., 2018; IPCC, 2023). Ademas, como
consecuencia de un aumento previsto en las temperaturas, se prevén sequias mas extremas,
en las que la combinacién con el calor agravara enormemente el estrés producido en las
plantas (Smith, 2011; Allen et al., 2015; Zandalinas et al., 2017). Por ello, estudiar cémo
responden a la sequia extrema las plantas tolerantes al estrés permitird encontrar
mecanismos clave en la aclimatacion y adaptacidn de las plantas a ambientes en constante

cambio.

2. Aclimatacidn de las plantas a estreses abioticos

La aclimatacion es la capacidad de las plantas de ajustar rdpidamente su fisiologia
ante cambios ambientales desfavorables, alterando su metabolismo y patrones de expresiéon
génica para compensar asi la reduccidn 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 pardmetros morfoldgicos y fisioldgicos estan sujetos a rapidas fluctuaciones. En
la coordinacion de las respuestas de aclimatacién de las plantas, los cloroplastos juegan un
papel central, pudiendo estos organulos celulares comunicarse con el nucleo mediante
senalizacion retrégrada, 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
senalizacion retrégrada del cloroplasto, las sefiales producidas en respuesta a un estimulo
ambiental regulan la expresién de genes en el ndcleo. Ademas, los cloroplastos son los
encargados de realizar la fotosintesis, un proceso de alta actividad energética en el que las
reacciones de reduccién-oxidacion (redox) en los complejos proteicos del sistema de
transporte de electrones permiten la conversion de energia luminica en poder reductor
(NADPH) y energia quimica (ATP) que se usaran para fijar el CO; asimilado. Estos cambios
redox de la fotosintesis estan asociados a una mayor produccién de especies reactivas del
oxigeno (RQOS), las cuales ejercen una funcion sefializadora retrdograda al nucleo (Foyer &
Hanke, 2022; Mittler et al., 2022). De hecho, cada estrés o la combinacion Unica de varios

estreses puede generar una sefalizacion ROS especifica que adaptara a medida la respuesta
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de aclimatacion 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
danar los sistemas fotosintéticos, los organulos celulares e incluso inducir la muerte celular

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

2.1 Fotoinhibicion y estrés foto-oxidativo

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 estan localizados en las membranas tilacoidales de los cloroplastos. Los
fotosistemas | y Il (PSI y PSIl) contienen cientos de pigmentos que capturan la luz en el
complejo de antena y la canalizan a los centros de reaccidn fotoquimica, donde se cataliza

la conversion a energia quimica (Nelson & Yocum, 2006; Croce & van Amerongen, 2011).

Ante un estrés abidtico como la sequia, las plantas cierran estomas y se producen
limitaciones en la fijaciéon del carbono que promoveran un exceso de fotones en la cadena
de transporte de electrones. La capacidad fotosintética de las plantas se verd sobrepasada
por este exceso de fotones, ya que la conversion a energia quimica ocurre de manera mas
lenta que el proceso de absorcién de luz (Takahashi & Badger, 2011). Para evitarlo, las
plantas disponen de diferentes estrategias, entre ellas, la disipacion en forma de calor
mediante disipadores no fotoquimicos. Un exceso energético promueve la produccion de
ROS en los complejos fotosintéticos, como el singlete de oxigeno (10.), el anién superdxido
(02+), el radical hidroxilo (-OH) o el peréxido de hidrégeno (H203), generando un estrés foto-
oxidativo si se producen en concentraciones elevadas (Asada, 2006). Mientras que el 10, se
forma principalmente en el PSIlI a partir de clorofilas en forma de triplete (3Chl*) (Krieger-
Liszkay, 2005), el O,-"se produce a partir de la transferencia de electrones al O, y, dado que
el PSl es donde los electrones se transfieren a aceptores solubles fuera de la membrana, es
el lugar predominante de la generacion de O, mediante la reaccién de Mehler (Foyer &
Hanke, 2022). El ciclo del agua-agua, que comienza con la oxidacidn del agua en el PSII, se
considera un sistema de fotoprotecciéon muy eficiente, ya que de cerrarse bien no se
producen ROS de forma neta. Durante este ciclo, la fotoreduccion del O, genera O,y estos
radicales Oy son convertidos a H20; por la accidn de la superdxido dismutasa (SOD), y a su
vez este H,0, 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 reaccién
de los pasos catalizados por la SOD y la APX son mas lentos que la fotorreduccién del O, se
prolonga la vida util del Oz y del H202y podria formarse el radical téxico -OH en presencia
de centros metalicos en la reaccion 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 proteinas
D1y D2 del PSII (Kale et al., 2017); y también afectar a su sintesis de novo, interfiriendo con
el factor de elongacion de proteinas G (Nishiyama et al., 2006). Aunque el PSII, muy sensible
a la saturacion de la luz, es dafiado con frecuencia debido a la alta demanda de transferencia
de electrones asociada a la conversidn lenta a energia quimica, esto es contrarrestado por
el rapido recambio de la subunidad proteica D1 dafiada (Nickelsen & Rengstl, 2013). Sin
embargo, un exceso de energia luminica provoca que la tasa de dafio de la proteina D1 sea
superior a su tasa de reparacion, y es entonces cuando ocurre la fotoinhibicion del PSlI,
resultando en su inactivacion (Melis, 1999; Takahashi et al., 2007; Demmig-Adams & Adames,

2018).

Asimismo, las ROS pueden modificar oxidativamente otras moléculas de los
cloroplastos y de otros organulos celulares, como lipidos, proteinas o acidos nucleicos,
induciendo un estrés oxidativo que puede desencadenar la muerte celular (Gill & Tuteja,
2010). El 'O estad considerada la principal ROS implicada en el dafio foto-oxidativo en las
plantas e inicia la peroxidacion lipidica en las membranas tilacoidales (Triantaphylides et al.,
2008; Farmer & Mueller, 2013). Aunque la peroxidacion lipidica ocurre de forma natural en
los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) mediante las enzimas lipooxigenasas, las ROS
promueven una mayor peroxidacion lipidica no enzimatica, ya sea a través de radicales libres
o del '0,. En el mecanismo radical, el -OH abstrae un hidrégeno del acido graso, generando
un radical alquilo lipidico (L), el cual es inestable y reacciona con el O, generando los
radicales peroxilo (LOO:). En un siguiente paso de propagacién, los LOO- abstraen un
hidrégeno de otro acido graso adyacente, generando los hidroperéxidos lipidicos (LOOH) y
otro radical L, continuando asi la peroxidacion (PospiSil & Yamamoto, 2017). En el
mecanismo no radical, el 10, genera directamente LOOH al unirse al doble enlace de un
PUFA. Los LOOH son los productos primarios de la peroxidacion lipidica y se pueden

descomponer en productos secundarios, como el acido malondialdehido (MDA), que
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provoca aductos en las proteinas, siendo muy téxico para las células, por lo que es
ampliamente usado como marcador de estrés oxidativo (PospiSil & Yamamoto, 2017;
Morales & Munné-Bosch, 2019). De manera que la peroxidacién lipidica derivada de ROS
puede dafiar las membranas plastidiales, eventualmente aumentando su permeabilidad e

interfiriendo con la funcidn de sus proteinas (Farmer & Mueller, 2013).

Pese a los efectos perjudiciales descritos para el metabolismo, es relevante destacar
qgue las ROS forman parte del sistema de alarma de las plantas cuando se encuentran ante
un estrés. De hecho, el concepto biologia redox hace referencia a la sefializacién por parte
de las ROS, donde encontramos ejemplos como el del H,0;, que es considerado un
mensajero secundario capaz de modificar la estructura y funcidn de proteinas a través de la
oxidacion de cisteinas (Gill & Tuteja, 2010). El H20; es la mas estable de las ROS y difunde a
través de las membranas gracias a las acuaporinas (Bienert & Chaumont, 2014), puede ser
transferido al nucleo ejerciendo una sefializacién retrégrada (Exposito-Rodriguez et al.,
2017; Leister, 2019), y activa respuestas de defensa frente a patdgenos (Gill & Tuteja, 2010).
Ademas, la peroxidacion lipidica genera oxilipinas, que son derivadas de acidos grasos
insaturados oxigenados y participan en la sefializacién plastidial retrégrada en respuesta al
estrés (Farmer & Mueller, 2013; Mufioz & Munné-Bosch, 2020). Entre las oxilipinas
fuertemente electrofilicas que contribuyen a la aclimatacidn al estrés de la planta destaca el
MDA, con un sesgo hacia la activacién de genes relacionados con el estrés abiético (Weber
et al., 2004). Por lo tanto, producidas de manera transitoria, las ROS participan en cascadas
de sefializacién e incluso inducen cambios en la expresion génica, siendo esenciales para la

activacion de respuestas de aclimatacion al estrés (Foyer & Hanke, 2022).

2.2 Proteccidon antioxidante

Las plantas cuentan con mecanismos protectores para hacer frente a Ia
fotoinhibicion y al estrés foto-oxidativo. Uno de estos mecanismos es el sistema
antioxidante que permite lograr el equilibrio entre la produccién y neutralizacidn de las ROS
en los diferentes compartimentos celulares. Los antioxidantes pueden ser enzimaticos o no

enzimaticos y permiten desactivar fisica y/o quimicamente las ROS (Halliwell, 2006).

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

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

12



electrones en reacciones enzimaticas, modificando su estado redox. Pueden ser hidrofilicos
o lipofilicos, en funcidn de si se encuentran solubles o anclados a las membranas lipidicas de
los plastidios. El antioxidante hidrofilico mas abundante en los cloroplastos es el ascorbato
o vitamina C, el cual elimina el H,0, formando dehidroascorbato (Asada, 2006), ademas de
ser cofactor de la violaxantina-depoxidasa, siendo esencial para la disipacidén del exceso de
energia en forma de calor (Demmig-Adams et al., 2012), y regenerando otros antioxidantes
como los tocoferoles (Szarka et al., 2012). El segundo antioxidante hidrofilico mas
abundante es el glutatidn, el cual participa en el ciclo ascorbato-glutation permitiendo
reciclar el ascorbato, ademas de eliminar tanto el H,O, como el OH-. Reciben especial
atencién los antioxidantes lipofilicos, entre los que se encuentran los carotenoides y los
tocoferoles, puesto que al estar localizados cerca de las membranas lipidicas cloroplasticas
y de los fotosistemas donde se producen las ROS, son mecanismos de proteccidn esenciales

para combatir el estrés foto-oxidativo.

Los carotenoides son pigmentos fotosintéticos que ademds de asistir en la captacién
de la luz cuentan con una doble funcién fotoprotectora y antioxidante porque estan
implicados en la disipacion del calor a través del ciclo de las xantofilas y también tienen la
capacidad de desactivar fisica y quimicamente ROS. En funcidn de su estructura quimica,
encontramos los carotenos como el a-caroteno, siendo a su vez el precursor de la luteina; o
el B-caroteno, que es precursor de la zeaxantina y la violaxantina (Liu et al., 2004). Estas
ultimas estan implicadas en disipar el exceso de energia que reciben los fotosistemas
mediante la conversidon 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 enzimatico, el ciclo de
la luteina epdxido es considerado otro mecanismo fotoprotector eficiente descrito solo en
algunas plantas no modelo creciendo en ambientes sombrios, siendo mas dificil de elucidar
su rol (Garcia-Plazaola et al., 2007). Su papel en la disipacién térmica se ha demostrado en
mutantes de Arabidopsis (Li et al., 2009), y recientemente mediante lineas transgénicas
(Leonelli et al., 2017). El principal mecanismo de los carotenoides para desactivar el 0, es
la desactivacién fisica, por la cual mediante una transferencia energética se produce el
carotenoide en forma de triplete, que serd desactivado por decaimiento térmico

(Triantaphylidés & Havaux, 2009). Ademas, el B-caroteno puede eliminar quimicamente el
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10, generando como producto de su propia oxidacién el B-caroteno endoperéxido o el B-

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

Por otra parte, los tocoferoles forman parte junto con los tocotrienoles de una familia
de compuestos amfipaticos mdas extensa: los tococromanoles o vitamina E. Los
tococromanoles estan 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 bioldgica dependiendo del nimero y la posicidn de los grupos metilos en la cabeza
de cromanol: a, B, y, y 6 (Mller et al., 2010). El a-tocoferol es la forma activa mayoritaria
en los tejidos fotosintéticos y es el Unico antioxidante conocido con capacidad de prevenir
la propagacién de la peroxidacion lipidica en las membranas plastidiales (Munné-Bosch &
Alegre, 2002; Mufioz & Munné-Bosch, 2019). Asi pues, la vitamina E tiene dos funciones
antioxidantes esenciales en los cloroplastos: la desactivacion fisica y quimica del 'O, y la
prevencion de la propagacion de la peroxidacion lipidica. Cada molécula de a-tocoferol
puede eliminar fisicamente hasta 120 moléculas de 10 (Fahrenholtz et al., 1974), mientras
que, en la desactivacién quimica, el a-tocoferol detoxifica el 10, dando lugar a la a-tocoferol
quinona, la cual puede ser reciclada y volver a formar a-tocoferol (Munné-Bosch & Alegre,
2002). Por otro lado, el a-tocoferol desactiva los radicales lipidicos peroxil formados durante
la propagacién de la peroxidacion lipidica mediante la donacidn de un hidrégeno del anillo
de cromanol, generando LOOH vy el radical a-tocoferoxilo, que sera reciclado de nuevo a a-
tocoferol a través del ciclo ascorbato-glutation (Szarka et al., 2012). El mecanismo mas
probable para esta desactivacién de radicales peroxilo es un movimiento de flip-flop por
parte del a-tocoferol en la bicapa lipidica (Boonnoy et al., 2018). La proteccién antioxidante
conferida por la vitamina E ha sido estudiada en la respuesta de las plantas a la sequia, donde
el a-tocoferol confiere tolerancia al estrés (Munné-Bosch, 2005). Sin embargo, los
mecanismos relacionados con el posible papel no antioxidante de la vitamina E no estan del
todo claros y se cree que estd asociado a su funcidn antioxidante en los cloroplastos a través

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

2.3 Respuesta hormonal

Las fitohormonas son moléculas sefalizadoras 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 aclimatacién de las plantas a estreses abidticos y bidticos (Davies, 2010). Pese a que la
clasificacién 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
definicién una reduccién del crecimiento. Ademas, las interacciones hormonales son
responsables de una respuesta al estrés orquestada y precisa (Verma et al., 2016). Por lo
tanto, se introducen aqui las hormonas relacionadas con el estrés: acido abscisico (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 abidtico en
plantas, regulando procesos fisioldgicos clave como la regulacion de la transpiracidon
mediando el cierre estomatico en la respuesta temprana al estrés hidrico (Kim et al., 2010),
la conductividad hidraulica de las raices (Thompson et al., 2007), o la inhibiciédn del
crecimiento foliar durante el estrés (Raghavendra et al., 2010). El ABA es un sesquiterpeno
cuya biosintesis comienza en los cloroplastos y otros plastidios. Entre los genes biosintéticos,
el NCED es el mds regulado por estrés y su enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
cataliza la conversion de 9’-cis-neoxantina o 9’-cis-violaxantina en xantoxina, la cual es
exportada al citosol y convertida a ABA aldehido mediante una alcohol deshidrogenasa, para
después formar finalmente ABA a través de una oxigenasa (Thompson et al., 2000; Gonzalez-
Guzman et al., 2002). Ademas, el ABA estimula su propia biosintesis en un bucle
autorregulador mediante una cascada de fosfoproteinas dependiente de Ca?* (Kobayashi et

al., 2005).

Como molécula sefializadora, el ABA regula la transcripcion de muchos genes que
inducen tolerancia al estrés abidtico (Tuteja et al., 2007). El primer paso de la seializacién
por ABA consiste en la activacion 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 fosforilacion de factores diana, como es el caso de los canales iénicos SLAC1 y
KAT1 implicados en el cierre estomatico (Geiger et al., 2009; Sato et al., 2009; Ng et al.,
2014). Los principales factores de transcripcion implicados en las respuestas al estrés
abiotico 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 biosintesis regula el ABA esta la vitamina E,
habiendo varios estudios que proponen su modulacion tras encontrar elementos de
respuesta a ABA en los promotores de genes de la biosintesis del a-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 regulacion del balance hidrico de la plantay
la tolerancia al estrés abidtico. Sin embargo, esta relacion entre vitamina E y ABA no se ha

estudiado en plantas no modelo en condiciones de sequia severa.

En cambio, el acido salicilico (SA) ha estado cominmente relacionado con el estrés
bidtico, siendo una hormona clave en las respuestas de defensa frente a patdégenos
biotréficos (Raskin, 1992; Ding & Ding, 2020). Esta fitohormona pertenece quimicamente al
grupo de compuestos fendlicos y en condiciones de estrés es sintetizada en un 95% a través
de la via de la isocorismato sintasa y en menor medida a través de la via de la fenilalanina
amonio liasa (Garcion et al., 2008; An & Mou, 2011). Adema3s, la biosintesis del SA puede ser
regulada por factores abidticos como el ozono (Ogawa et al., 2005) o el déficit hidrico y la
radiacion ultravioleta (Bandurska & Cieslak, 2013). De esta manera, el SA también media la
tolerancia al estrés abidtico al inducir la acumulacién de osmolitos, como la glicina betaina
o la prolina; y al modular el metabolismo antioxidante de la planta, ejerciendo un rol
importante en la respuesta a la sequia (Khan et al., 2015; Hussain et al., 2021). Ademas, el
ABAy el SA modulan la biosintesis del otro (Munoz-Espinoza et al., 2015; Chojak-KoZniewska
et al,, 2017; Prodhan et al., 2018), apoyando el hecho de que su sefalizacién ocurre a través

de vias independientes antes de la acumulacién de ROS.

Los jasmonatos son fitohormonas derivadas de la peroxidacién lipidica en las
membranas cloroplasticas y se encuentran presentes en todas las plantas. Pertenecen a la
familia metabdlica de las oxilipinas, dado que son productos de oxidacidon de los acidos
grasos, y ejercen funciones sefalizadoras participando en la regulacién de diversos procesos
fisioldgicos 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 acido
jasmonico (JA) en cultivos del hongo Lasiodiplodia theobromae (Aldridge et al., 1971); se han
identificado diversas formas de jasmonatos, incluyendo isémeros, con actividad especifica

dependiente de su estructura (Heitz et al., 2016). Asi mismo, se han caracterizado aspectos
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relativos a su biosintesis, distribucidn, percepcion, sefializacién y funcién en plantas modelo

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

La ruta biosintética de los jasmonatos comienza con la liberacién del dcido a-linolénico
a partir de fosfolipidos presentes en las membranas del plastidio mediante la accién
hidrolitica de la fosfolipasa Al. El paso inicial es la oxigenacién del acido a-linolénico en el
carbono 13 mediante la lipoxigenasa 13, dando lugar al acido 13(S)-
hidroperoxioctadecatrienoico. Este hidroperdxido lipidico es el sustrato de la aleno éxido
sintasa (AOS), que forma un 6xido de aleno muy inestable que es ciclado por la aleno dxido
ciclasa (AOC), formando el acido 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 accién de la OPDA reductasa 3 (OPR3), seguido por tres rondas de -
oxidacion de las cadenas laterales pentenil que lleva a la formacién del JA, en la forma
estereoquimica (+)-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
metabdlicas como la hidroxilacidn, la descarboxilacion, la glucosilacién o la conjugacidn con
aminodcidos, dando lugar a compuestos con funcién biolégica como la cis-jasmona o la
jasmonoil-isoleucina (JA-lle), siendo (+)-7-iso-JA-lle la forma mas bioactiva de los jasmonatos

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

Respecto a la sefializacidon ejercida por parte de los jasmonatos, encontramos dos
posibles vias en funcién de la dependencia o no del complejo COIl. En la via cldsica de
sefalizacidon COIl dependiente, la JA-lle es el Unico ligando de la proteina F-box COI-1, la cual
se estabiliza formando parte del complejo co-receptor SCF©'1-JAZ con funcién E3-ubiquitin
ligasa (Xie et al., 1998; Xu et al., 2002). La unidn de JA-lle a COI-1 permite la ubiquitinacién y
la degradacion proteasomal de las proteinas represoras JAZ, liberando asi el factor de
transcripcion MYC2 que activara la expresion de genes de respuesta a jasmonatos, mediante
la unidn a elementos de respuesta a JA en los promotores (Thines et al., 2007; Wasternack
& Hause, 2013). Por otro lado, la via de sefializacidon COI independiente esta mediada por el
OPDA, activando por ejemplo genes de respuesta a las heridas (Taki et al., 2005). Aunque se
desconocen los mecanismos especificos de esta via, diversos estudios apuntan a una

sefializacion redox basada en las propiedades electrofilicas del OPDA como oxilipina (Farmer
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& Mueller, 2013; Heitz et al., 2016), y se ha demostrado la implicacién de los factores de
transcripcion TGA en la induccidn 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 briéfitos como Marchantia
polymorpha, la cual no sintetiza JA-lle, pero si acumula OPDA y activa genes de

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

Las primeras funciones del JA descritas en plantas fueron su implicacién en la inhibicion
del crecimiento y la promocién de la senescencia foliar (Dathe et al., 1981; Ueda & Kato,
1980). Desde entonces, se han descrito numerosas funciones para los jasmonatos, desde su
implicacion en el desarrollo de la floracién (Mandaokar et al., 2006; Song et al., 2011) hasta
su papel en la defensa frente a estreses bidticos, principalmente ejercidos por necrétrofos
(Glazebrook, 2005). Asimismo, su rol en las respuestas a estrés abidtico se estd revelando
progresivamente en los ultimos afos (Kazan, 2015), donde la activacidon temprana de la
biosintesis de jasmonatos confiere tolerancia a la sequia (De Domenico et al., 2012). Dado
que la sefializacidn puede ser dependiente o independiente de ABA (Savchenko et al., 2014),
su interaccion en las respuestas a la sequia permite una regulacion precisa y desencadenar
respuestas especificas a diferentes niveles organizativos en la planta. Asi, se ha demostrado
la implicacion de los jasmonatos en la regulacion estomatica junto con el ABA (Suhita et al.,
2004; Munemasa et al., 2007), en la modulacion de la conductividad hidrdulica de las raices
(Sanchez-Romera et al., 2014), y en la activacidon de la biosintesis de vitamina E (Sandorf &
Hollander-Czytko, 2002; Siles et al., 2018; Casadesus et al., 2021). Sin embargo, la relacién
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 sequia severa, donde podria haber una

respuesta diferencial.

El ET también ha sido tradicionalmente asociado a la defensa de la planta, formando
parte esencial de la red de sefializacién inmune de las plantas (Kim et al., 2014). La sintesis
de esta hormona ocurre en dos pasos, primero la S-adenosil-metionina se convierte en el
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilo (ACC) y después este precursor formara etileno por
accién de la ACC oxidasa (Wang et al., 2002). La transduccion de su seiial se logra cuando se
une a sus receptores como los ETR1 y los ERS1, induciendo una cascada de sefializacion que

previene la degradacion de los reguladores EIN2, EIN3 y EIL1, que finalmente activaran los
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factores de respuesta al etileno (ERFs) (Kendrick & Chang, 2008). Los ERFs actian como un
centro regulador clave en las respuestas al estrés abiodtico, integrando la sefializaciéon no solo
de ET sino también de ABA y de JA (Miiller & Munné-Bosch, 2015). De hecho, se ha sugerido
gue los ERFs establecen un vinculo entre el estrés oxidativo y la regulacion hormonal en las
respuestas al estrés, como se ha visto en la induccion de la expresion de ERF6 por estrés
oxidativo (Sewelam et al., 2013). También se ha revelado previamente la implicacién del ET
en la regulacion de osmolitos y del sistema antioxidante que elimina ROS durante la sequia
(Wu et al., 2022). Por lo tanto, es imprescindible la integracién de la sefalizacién por ABA,
jasmonatos y ET en respuestas a estrés por sequia y entender las posibles sinergias que se

establecen entre estas hormonas.

Las auxinas son fitohormonas implicadas en los procesos de diferenciacién celular,
permitiendo establecer la polaridad en patrones del desarrollo de la planta y promover la
expansion celular (Majda & Robert, 2018). Asi, 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 biosintesis puede ser dependiente o independiente de
triptéfano, pero siempre a partir de los precursores indoles, siendo el acido indolacético
(IAA) la auxina mas abundante (Tognetti et al., 2012). La producciéon de ROS debido a un
estrés abiodtico puede alterar los gradientes de auxinas, asi como reducir la sefializacion
mediada por esta hormona (Xia et al.,, 2015). Las consiguientes alteraciones en el
crecimiento y desarrollo de la planta pueden verse como estrategias de aclimatacion al
estrés para evitar o atenuar sus efectos perjudiciales en la planta. Ademas, hay una relacién
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 podrian promover la tolerancia al estrés (Tognetti et al., 2012). Sin embargo, por
ahora no se han identificado los componentes regulados por auxinas que ajustarian el

metabolismo cloropldstico ante un estrés ambiental.

Las citoquininas modulan la divisién celular y las relaciones fuente-sumidero, ejerciendo
un feedback positivo entre ambos procesos que lleva rapidamente al crecimiento vy
desarrollo de la planta (MclIntyre et al., 2021). Son hormonas derivadas de adenina que

contienen una cadena isopentenil unida a un grupo amino en su estructura quimica, cuya
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conformacion permite categorizarlas en los dos tipos mas abundantes en las plantas: las
isopentenil adeninas y las trans-zeatinas. El primer paso de la biosintesis consiste en la
transferencia por las IPT de un grupo isopentenilo del dimetilalilo difosfato a un nucleétido
de adenina, ya sea AMP, ADP o ATP, lo que lleva a la sintesis de los derivados de adenina N®
prenilados. La desfosforilacion de los derivados da lugar a las citoquininas precursoras
isopentenil-adenosina (IPA) y riibdsido de trans-zeatina (t-ZR), que a su vez seran
desribosiladas para formar las citoquininas activas isopentenil adenina (iP) y trans-zeatina
(t-Z). La formacion de estas citoquininas activas también puede darse de manera directa a
partir de los derivados a través de las enzimas LOG, que eliminaran un grupo ribosa 5’-
monofosfato, lo que activard a las citoquininas para que puedan unirse a sus receptores
(Svolacchia & Sabatini, 2023). Respecto a su funcion en estreses abidticos, estas hormonas
promueven roles antagénicos al ABA, y en general su aumento durante el estrés esta
asociado a una peor tolerancia, pues es un momento vulnerable para la planta, no éptimo
para el crecimiento (Hwang et al., 2012). Asi, se ha visto que mutantes ipt de Arabidopsis,
con niveles reducidos de citoquininas, son mds resistentes a la sequia en comparacién con
las plantas salvajes (Nishiyama et al., 2011). En este mismo estudio, la aplicacién exdgena
de ABA reprimid la expresion de genes biosintéticos de las citoquininas, sugiriendo que, ante
un estrés abidtico, la acumulacidn de ABA puede disminuir los niveles de citoquininas.
También, plantas de tabaco que sobreexpresan las enzimas de degradaciéon de las
citoquininas activas (citoquininas oxidasas) durante el desarrollo tienen después una mayor

tolerancia a la sequia debido a un sistema radicular reforzado (Mackova et al., 2013).

Las giberelinas también pueden promover el crecimiento, pero influyendo sobretodo en
el tamafo de la planta (Wang et al., 2017), ademds de estimular la germinacién de las
semillas (Groot & Karssen, 1987), la floracion (Fukazawa et al., 2021) y otros procesos clave
del desarrollo (Sponsel, 2016). Las giberelinas son acidos 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 oxidacidn en las membranas del reticulo
endoplasmatico dara lugar a la primera giberelina de la via, la GA1, (Helliwell et al., 1999;
Hedden, 2020). Esta giberelina dara lugar en el citosol y mediante la accién de diferentes
oxidasas a las giberelinas GA1 y GAs. Ademas, la GAs, conocida como acido 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 estd regulado por la propia sefializacion de GA,
que induce la degradacién del regulador transcripcional DELLA, lo que permite aumentar la
expresion de genes de la biosintesis, asi como la del receptor GA, ademas de activar las
respuestas de GAs (Sun, 2011). Dado su rol central en el crecimiento, al igual que con las
citoquininas, un estrés abidtico impacta en la sintesis y sefalizacidon de estas hormonas. Por
ello, se ha visto su implicacién en el retraso del crecimiento en la respuesta de adaptacién
al estrés a través de la acumulacién del represor DELLA, lo que facilita la supervivencia de la
planta (Achard et al., 2008). Ademas, las proteinas DELLA parecen ser centros de regulacién
en la interaccion entre otras hormonas con la via de sefializacién de las GAs (Maitra et al.,
2021). Asi, se ha demostrado que los jasmonatos interfieren con la sefializacion de GAs a
través de la interaccion de los represores JAZ con el represor DELLA (Yang et al., 2012). Asi,
las JAZ inhiben la respuesta de jasmonatos y estimulan las respuestas de GAs mostrando una
interaccion antagdnica 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 desecacion (Nir et al., 2014).

2.4 Caracteristicas diferenciales de la respuesta al estrés severo

La severidad de un estrés viene dada por las consecuencias que éste tiene en el
estado fisioldgico de la planta y depende de su fase de crecimiento, de lo adaptada que esté
una especie, asi como del grado de tolerancia exhibido. Esto es relevante, porque
dependiendo de la resistencia de la planta a un estrés especifico, éste puede o ni percibirse
o percibirse como estrés leve, moderado o severo (Niinemets, 2010). Ademas, la exposicién
a un estrés leve desencadena mecanismos de aclimatacién en la planta que le dotaran 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). Ademas, 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 estd precisamente ligada a un mejor crecimiento en
condiciones de estrés mas leve, se sugiere que ambos procesos estan regulados por
mecanismos diferentes (Skirycz et al., 2011). Por lo tanto, existe un compromiso intrinseco

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 hidrico severo las plantas responden con una reduccion en
el crecimiento en la fase de alarma inicial, o incluso su detencién (Chaves et al., 2003). En
especies tolerantes a la sequia, la reduccién del crecimiento esta considerada una estrategia
para invertir el carbono en moléculas protectoras o estructuras radiculares para mejorar asi
la absorcidon de agua. Una mejora adaptativa en la arquitectura del sistema radicular hacia
una mayor absorcién y utilizacion del agua disponible es esencial para la adaptacién a la
sequia (Ranjan et al., 2022). Por ejemplo, las plantas freatofitas que han desarrollado raices
profundas para aprovechar los recursos hidricos subterraneos (Thomas, 2014). Un paso mas
alld 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 situacién
difiere de la endodormancia estacional ciclica que presentan en los meristemos algunas
especies perennes (Rohde & Bhalerao, 2007). Por otro lado, esta 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 rehidratacion (Scott, 2000; Oliver et al., 2020). Estas plantas
cuentan con una tolerancia extrema a la desecacion y su estrategia es opuesta a la de las
plantas suculentas, las cuales almacenan agua durante largos periodos de escasez hidrica,
evitando la pérdida y permitiendo la continuidad del metabolismo (Eggli & Nyffeler, 2009).
Sin embargo, en especies no tolerantes, la falta de CO; debido al cierre estomatico, la
inhibicion de la fotosintesis y la pérdida de turgencia por déficit hidrico llevan a una
limitacién 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 hidrico severo: el fallo hidraulico
y lainanicion 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 morfoldgicos y

fisiolégicos para evitar entrar en colapso.
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A nivel morfolégico, un déficit hidrico severo causa reducciones en el area foliar
debido a una inhibicién de la expansion celular y de la actividad fotosintética (Avramova et
al., 2015). Esta reduccion del area foliar viene acompaiada de una disminucién en el nimero
de estomas, un aumento en la densidad de tricomas, un engrosamiento de las paredes
celulares o un enrollamiento de las hojas para reducir la absorcién de la luz y ahorrar agua
(Chaves et al., 2003). Los tricomas presentes en la cara adaxial de la hoja pueden atenuar la
radiacion fotosintética actuando como reflectores de la luz (Bickford, 2016). El cambio en el
angulo de la hoja hacia una orientacion mas vertical también estd relacionado con una
disminucién de la energia absorbida y es caracteristico en especies adaptadas a ambientes
aridos o semidridos (Feistler & Habermann, 2012; Leigh et al., 2017). No obstante, todos
estos cambios estructurales en la hoja impactan de lleno en el drea fotosintética de la planta

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

A nivel subcelular, en especies no tolerantes, la maquinaria fotosintética se vera
gravemente dafiada por el exceso de ROS que no puede ser detoxificado por los sistemas
antioxidantes y por los cambios metabdlicos que afectan al recambio de proteinas, como
ocurre con la Rubisco (Demirevska et al., 2009; Perdomo et al., 2017). Ademas, la sequia
severa inhibe la sintesis de clorofilas y reduce el contenido de proteinas de unién a clorofilas,
afectando gravemente los complejos captadores de luz del PSIl (Anjum et al., 2011; Ashraf
& Harris, 2013). En especies tolerantes, la reduccidon en el contenido de clorofilas se
contempla como un mecanismo fotoprotector para evitar un exceso de fotones en los
fotosistemas, normalmente acompafado de un aumento en pigmentos fotoprotectores
como las xantofilas que disipan el exceso de energia (Batra et al., 2014), o el aumento en
antioxidantes fotoprotectores como la vitamina E (Munné-Bosch & Alegre, 2000). Sin
embargo, un exceso de degradacién clorofilica puede llevar a la senescencia foliar, la cual es

irreversible y comporta la muerte del érgano (Hortensteiner & Krautler, 2011).
3. Senescencia foliar
3.1 Definicion
La senescencia foliar constituye la etapa final del desarrollo de una hoja y esta

cuidadosamente controlada para la descomposicidn éptima de las estructuras celulares y la

cesion de nutrientes y fotoasimilados resultantes a hojas mas jovenes, asi como a otros
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organos activos de la planta, como pueden ser los reproductores (Figura 2). La regulacién
hormonal modula la senescencia foliar integrando sefiales 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 degradacion
de clorofilas (Juvany et al.,, 2013). De manera que la senescencia foliar puede
desencadenarse por sefiales del desarrollo, como la edad de la hoja o el inicio de la etapa
reproductiva (Jing et al., 2002); o bien por sefales ambientales, como puede ser un estrés
por sequia o alta irradiacion (Quirino et al., 2000). Al implicar la muerte celular programada,
la senescencia foliar es un proceso coordinado a nivel molecular, celular, de d6rgano y de

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

3.2 Caracteristicas y regulacién de la senescencia foliar inducida por sequia

Dependiendo de su severidad, una sequia puede inducir la senescencia foliar de
forma prematura, acelerando este proceso para lograr la removilizacién de nutrientes a
otras zonas de la planta (Quirino et al., 2000). El proceso ocurre gradualmente en tres fases:
la fase de iniciacidn, la fase de reorganizacion y la fase terminal; y en cada una de ellas se
producen cambios en la expresidon génica, en el metabolismo y en la estructura celular
(Munné-Bosch & Alegre, 2004). En la fase de iniciaciéon la sequia desencadena una
senalizacion especifica que conducira a la expresion de genes asociados a la senescencia
(SAG), lo que promovera el paso a la fase de reorganizacion. En esta segunda fase se produce
un declive en la fotosintesis, una degradacién 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 esta abocada a la muerte. Los cambios en la estructura celular,
como la condensacion de la cromatina, la acumulacién de plastoglébulos en el estroma de
los cloroplastos y el desensamblaje de las membranas tilacoidales son sintomas tempranos
de senescencia foliar que también ocurren cuando es inducida por sequia (Munné-Bosch et
al., 2001). Ademads, la degradacién de clorofilas ocurre de manera progresiva, siendo
compatible con la removilizacién de nutrientes, especialmente el nitrégeno (Hortensteiner
& Feller, 2002). También se sabe que el estrés oxidativo media la progresion de la
senescencia foliar inducida por sequia, ya que un exceso de ROS y de peroxidacion lipidica

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, Unicamente el
ABA, el ET y las citoquininas han demostrado tener un papel directo en la regulacion de la
senescencia foliar inducida por sequia. Tanto el ABA como el ET son promotores del proceso,
donde se ha demostrado que el primero aumenta la removilizacion de carbono desde las
hojas senescentes hasta los granos en plantas de cereales sometidas a sequia (Yang et al.,
2002, 2003), y la implicacién del segundo ha sido demostrada mediante mutantes de ACC
sintasa en maiz, los cuales retrasan la senescencia en condiciones de sequia (Young et al.,
2004). El ABA participa en la regulacion de la senescencia foliar a través de su unién al
receptor PYL9, que induce la fosforilacion y activacion de factores de transcripcién 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). Ademas, la degradacién de clorofilas que promociona
la senescencia esta inducida por la seializacidon de ABA (Yang et al., 2015; Gao et al., 2016;
Mao et al.,, 2017). En cambio, las citoquininas estan relacionadas con la inhibicion de la
senescencia, como se ha demostrado en plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresan
el gen IPT (implicado en la biosintesis de citoquininas) y que retrasan la senescencia foliar
inducida por sequia (Rivero et al., 2007), y en plantas de algoddn ante un estrés salino (Liu
et al.,, 2012). En Arabidopsis se ha demostrado la implicacién de la fosforilacion 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 sefializacién como tal no desencadena el inicio de la senescencia, la
reduccion de citoquininas enddgenas en la hoja es esencial para la progresion del proceso

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

Por ultimo, las ROS regulan el proceso de la senescencia porque dependiendo de su
concentracion se inducirdn unas respuestas fisioldgicas determinadas, hasta terminar en la
degradacion de los cloroplastos (Khanna-Chopra, 2012; Foyer, 2018). Ademas, la interaccién
de las ROS con las hormonas podria ser clave en la regulacién de la senescencia foliar
inducida por sequia, como ya se ha visto en otros procesos. En hojas senescentes, las NADPH
oxidasas interaccionan con el ABA, aumentando la sintesis de ROS (Li et al., 2018). Ademas,

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

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

Edad ] X gN

Senales del Senales
desarrollo ambientales

Hormonas

ABA (+)

ET (+)

CKs ()
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ﬂ‘ ROS Degradacion de clorofilas Muerte celular

Expresion SAG Desmantelamiento de

Removilizacion
estructuras celulares

de nutrientes

Figura 2. Resumen del proceso de senescencia foliar. Las hormonas que integran las sefiales pueden ejercer
una regulacion positiva (+) (ABA y ET) o negativa (-) (CKs) de la senescencia. ABA: 4cido abscisico; CKs:
citoquininas; ET: etileno; ROS: especies reactivas de oxigeno; SAG: genes asociados a la senescencia.

3.2 Implicaciones fisioldgicas a nivel de planta entera

La senescencia foliar no tiene por qué tener una implicacién negativa en la planta,
sino que ademas puede ser beneficiosa para su supervivencia, siendo un rasgo evolutivo que
permite a las plantas adaptarse al ambiente (May & Killingbeck, 1992). Asi, al estar inducida
por sequia, la senescencia foliar puede servir como estrategia para sobrevivir a nivel de
planta entera. La removilizacion de nutrientes de hojas senescentes hacia hojas mas jovenes
para lograr la supervivencia de estas ultimas es considerada una gestion eficaz de los
recursos cuando la planta esta en alerta por estrés. Pese a no contribuir mas a la fotosintesis,
las hojas senescentes tienen aun una reserva de nutrientes importante que la planta puede
metabolizar y aprovechar en tejidos en crecimiento, especialmente en érganos como flores
o frutos, aumentando asi la capacidad reproductora de la planta (Munné-Bosch & Alegre,
2004; Bazargani et al., 2011). Ademas, la senescencia foliar ayuda a reducir la pérdida de
agua por transpiracion durante un evento de sequia, y permite mantener el crecimiento de
las raices para la busqueda de nuevos recursos de nutrientes (Higuchi et al., 2014). En casos
muy avanzados de senescencia foliar, podria llegar a inducirse la abscisién, aunque no en

todas las plantas.
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4. Abscision foliar
4.1 Definicion

La abscisidn 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 otofio, y
también un mecanismo de defensa en situaciones criticas (Taylor & Whitelaw, 2001;
Patharkar & Walker, 2018). Por ejemplo, para reducir la transpiracion a nivel de planta
entera durante un evento de sequia extrema (Street et al., 2006; Agusti et al., 2012), o para
separar a patogenos de la planta, aumentando su mortalidad al ser mas susceptibles a la
depredacion o a la inanicién en el suelo (Faeth et al., 1981). La abscision foliar se produce
en cuatro etapas principales en la denominada zona de abscisidon (AZ), que se establece en
la base del peciolo a medida que se desarrolla el 6rgano (Figura 3; Patterson, 2001). En un
primer paso, las células de la AZ que forman parte de la capa de separacion se diferencian
en células que adquirirdn la competencia de responder a sefiales ambientales y del
desarrollo. El segundo paso consiste en la activacién de esta sefializacidn y la adquisicién de
competencia de la AZ. Cuando se activa la AZ, en un tercer paso, las enzimas hidroliticas
separaran las dos capas de células que se expanden, disolviendo la laminilla media de
pectina que las unia, provocando asi la caida de la hoja. Por ultimo, la cicatriz de la zona de
abscision se diferenciara y sellard con una capa protectora (Kim, 2014; Patharkar & Walker,
2018). La abscisidn de 6rganos florales en Arabidopsis ha sido el modelo de estudio durante
aflos para averiguar los mecanismos moleculares que promueven el desarrollo de la AZ
(McKim et al., 2008; Gémez-Mena & Sablowski, 2008; Patharkar & Walker, 2015), asi como
la activaciéon de la sefalizacién de la abscision donde se requiere el péptido sefial
INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION (Butenko et al., 2003; Schardon et al., 2016), y de
la amplificacion de esta seiial a través de la retroalimentacidn positiva de los receptores HAE
(Jinn et al., 2000; Patharkar & Walker, 2015). Sin embargo, este modelo de abscision es
desencadenado por un estadio del desarrollo y no por condiciones ambientales.
Recientemente, se ha demostrado que la abscisién inducida por sequia de hojas caulinares
de Arabidopsis requiere el mismo mecanismo de sefializacidon que el de la abscisién floral

(Patharkar & Walker, 2016).
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4.2 Regulacion hormonal y redox de la abscision foliar

Pese a los mecanismos moleculares descritos que regulan la abscision, aun queda por
entender su conexidon con los cambios fisioldgicos 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 abscisién (Jackson & Osborn, 1970), y las auxinas, que
son supresoras (Abeles & Rubinstein, 1964). Asi, mutantes defectivos en elementos de
percepcion del etileno como etrl y ein2 retrasan la abscisién floral (Patterson & Bleecker,
2004). La relacion antagénica 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 disminucion de su
biosintesis o bien por la inhibicidn de su transporte, la AZ adquiere la competencia para
responder al etileno y ejecutar la abscisién (Basu et al., 2013). En la abscision foliar inducida
por sequia se ha observado una reduccidn en el transporte polar de auxinas (Davenport et
al., 1977) y una disminucién de la expresidén de genes de respuesta a las auxinas (Street et
al., 2006; Agusti et al., 2012). Ademas, otras hormonas como los jasmonatos parecen estar
implicadas en la abscisién, como se demostrd en un inicio en explantes de judia, donde el JA
y el MeJA promovian la abscision del peciolo (Ueda et al., 1996). Muchos de los estudios en
abscisiéon se han realizado en explantes, porque permiten aplicar tratamientos en la
superficie cortada del explante y asi dilucidar el mecanismo de accién en la zona de
abscision. Asimismo, mutaciones en el co-receptor COIl retrasan la abscisién floral en
Arabidopsis (Kim et al., 2013), y el factor de transcripcidon SIHB15A inducido por auxina regula
la abscision del pedicelo de tomate disminuyendo los niveles de JA-lle, modulando su
biosintesis al reprimir a JAR1 (Liu et al., 2022). De manera que, cuando el flujo de auxinas se
ve interferido, la regulacién a la baja de SIHB15A permite aumentar la expresion de SIJARI,
llevando a una acumulacion de JA-lle que puede acelerar la abscision de manera
dependiente o independiente de etileno (Liu et al., 2022). Sin embargo, su implicacién en la

abscisidn foliar inducida por sequia se desconoce.

Ademas de las hormonas, las ROS también estdn implicadas en la regulacién de la
abscision mediante la sefializacion redox (Sakamoto et al., 2008 a). Es el caso del H,0,, que

ha demostrado estar implicado en la sefializacion de la abscision 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 mostré una
produccién prolongada de H,0; en la AZ, sino que su aplicacion también promovié la
abscisidn y la expresién de celulasa. Ademas, sus resultados indican que el H,0; actta por
debajo del etileno en la sefializacidn de la abscision in vitro. De hecho, el estrés oxidativo
atenua la sefializacion de auxinas (Peer et al., 2013), y el etileno induce la expresién de genes
detoxificantes de ROS como peroxidasas o catalasas durante la abscisidon foliar en citricos
(Agusti et al., 2008). Por lo tanto, la interaccion hormonal y redox en la abscision foliar

parece de vital importancia para el estudio de la regulacidn de este proceso.
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Figura 3. Esquema del proceso de abscision foliar que muestra las etapas del proceso y la regulacion hormonal
y redox en la activacion de la sefializacién. AZ: zona de abscisidon; HAE-HSL2: proteinas quinasas de tipo receptor
HAESA y HAESA-LIKE2; IDA: péptido INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION; ROS: especies reactivas del
oxigeno.

4.3 Implicaciones fisioldgicas a nivel de planta entera

La abscision foliar constituye un desprendimiento activo de hojas que han llegado al
final de su rendimiento util para la planta, es decir, que son ya prescindibles por un motivo
o por otro. El momento de la abscision foliar esta fuertemente determinado por las
condiciones ambientales, como puede ser el fotoperiodo mas corto y temperaturas mas frias

del otofio en el caso de los drboles caducifolios del hemisferio norte (Addicot, 1982). Al
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escindir las hojas en otofio se minimiza la energia respiratoria y la pérdida de agua asociada
durante el invierno, cuando la ganancia fotosintética de carbono es minima (Primka & Smith,
2019). Si estas hojas permanecen en el arbol durante el invierno, las ramas se podrian
romper por el peso de la nieve, por lo que la abscisidn foliar ejerce una funcién protectora a
nivel de planta entera (Patharkar & Walker, 2018). Ademas, despeja el espacio en la copa
del arbol, permitiendo que la luz llegue a los nuevos brotes que surgirdn en primavera.
También las sequias estacionales y posteriores lluvias desencadenan la abscision foliar
comunmente en especies tropicales, donde la edad de la hoja no determina por si sola el
momento de la abscisidn, siendo los factores ambientales mas determinantes (Borchert et
al., 2002; Gutiérrez-Soto et al., 2008). En el caso de la abscisién foliar inducida por sequia, la
pérdida de hojas estd considerada una estrategia para evitar el estrés hidrico en aquellas
plantas adaptadas a la sequia, porque reduce la superficie de transpiracidén, reduciendo asi
la demanda de agua y el riesgo de fallo hidraulico, siendo especialmente eficiente en
situaciones de estrés severo (Street et al., 2006). En plantas tolerantes a la desecacién, la
abscisidon de las hojas permite mantener fotosintéticamente activo el tallo para sobrevivir,

reactivando la formacién de nuevas hojas durante la recuperacion hidrica (Liu et al., 2007).

5. Modelos de estudio

5.1 Sempervivum tectorum L.

La siempreviva mayor (Sempervivum tectorum L.) también conocida como barbas de
Jupiter, es una planta suculenta que pertenece a la familia Crassulaceae (Figura 4). Esta
especie es nativa de las altas montanas europeas como los Balcanes, los Alpes y los Pirineos,
donde crece en roquedales abiertos con escaso sustrato o pastos pedregosos, generalmente
en orientacidon 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). Ademas, se distribuye naturalmente en algunas sierras montafiosas de menor altitud
y/o latitud, como en el Sistema lbérico, la Cordillera Cantabrica o el Parque Natural del
Montseny (Smith, 1981), y también ha sido cultivada fuera de su rango de distribucion
(Parnell & Favarger, 1993). Tradicionalmente, se creia que protegia de los rayos de las
tormentas y del fuego, ya que la asociaban con Zeus (Jupiter) y de ahi su nombre comun.

Ademas, sus hojas se han utilizado por las propiedades antiinflamatorias y astringentes. En
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el género Sempervivum, la hibridacién interespecifica es muy comun en la naturaleza,
generandose hibridos de S. tectorum con S. montanum y S. arachnoideum, las tres especies
mas conocidas (Klein & Kadereit, 2016). Sin embargo, el reconocimiento de la especie
tectorum no es muy dificil si se tienen en cuenta ciertas caracteristicas botanicas

diferenciales (Praeger, 1932; Smith, 1981).

S. tectorum es una planta plurianual que crece disponiendo las hojas oblongo-
lanceoladas de margenes ciliados en forma de roseta de unos 3 a 12 cm de diametro. Las
hojas son gruesas y carnosas, de color verde intenso con la base rosada y las puntas
purpureas, dependiendo a veces de la irradiacidén solar que reciben. Al ser una especie
monocarpica, 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 polifoliculo y las semillas piriformes alveoladas. No
solo se reproduce sexualmente, sino que ademds cuenta con reproduccion clonal,
propagandose vegetativamente a través de estolones axilares durante la época de
crecimiento (mayo-junio). Cada roseta producird nuevos clones que quedaran colgando de
la roseta madre unidos por los estolones y que, al enraizar alrededor de ésta, permitirdn la
expansion 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 habitat 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), registrandose resistencia a temperaturas de hasta -252C 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 montafas, lo que comporta que esta especie soporte periodos
de sequia en su habitat natural (Larcher et al., 1989). Aunque sus mecanismos de tolerancia
no han sido estudiados, si se conocen caracteristicas estructurales y anatdmicas de la
especie. Tanto el sistema radicular como el tallo hinchado le permiten almacenar agua,
siendo estos drganos reservorios de agua esenciales para la planta durante la ausencia de
precipitaciones. El tallo dispone de una corteza bien desarrollada, formada por grandes

células parenquimadticas, y ademds todo el parénquima posee una funcidon de
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almacenamiento de agua (Kirilenko, 2016). También sus hojas suculentas acumulan agua,
considerandose una de las adaptaciones mas exitosas frente a la sequia en el reino vegetal
(Leverett et al., 2023). Ademas, la disposiciéon 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 acido crasulaceo (CAM), el
cual solo es revertido cuando es sometida a temperaturas experimentales extremas, con
temperaturas de mas de 352C por las noches y menos de 102C durante el dia (Wagner &
Larcher, 1981). El metabolismo CAM evoluciond en plantas adaptadas a ambientes aridos y
permite mantener estomas cerrados durante el dia para evitar asi la pérdida de agua
(Osmond et al., 1975; Heyduk et al., 2019). De esta manera, la fotosintesis se realiza en dos
fases: durante la noche los estomas se abren para fijar CO; en forma de acidos organicos, y
durante el dia este carbono almacenado en vacuolas se libera al estroma de los cloroplastos

y entrard en el Ciclo de Calvin.

Figura 4. Sempervivum tectorum L. en su habitat natural en una poblacidn situada en el Espai Natural de Les
Guilleries, Barcelona. A la izquierda, un individuo con reproduccion clonal. Se aprecia una roseta madre central
a partir de la cual se propaga vegetativamente a través de estolones la descendencia clonal aln sin enraizar. A
la derecha, una roseta con reproduccion sexual, donde se aprecia la inflorescencia. Fotografias de la autora.

5.2 Olea europaea L.

El olivo (Olea europaea L.) es un arbol escleréfilo perenne de la familia Oleaceae

caracterizado por su gran longevidad y tolerancia a la sequia (Figura 5). El olivo es el principal
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arbol frutal comestible en la cuenca del Mediterraneo con gran relevancia agroecoldgica y
socioecondmica (Loumou & Giourga, 2003), siendo el sector oleicola uno de los principales
del sistema agroalimentario espafiol. El olivo florece durante la primavera (abril-mayo) y el
fruto alcanza la maduracion comercial entre los meses de noviembre y enero, dependiendo
de la variedad y de la regién. 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 produccion espafiola de aceite de oliva supone el 70% de la produccién
de la UE y el 45% de la mundial, siendo la produccion media de aceite de oliva entre 2019 y
2023 de 1.168.700 toneladas (MAPA, 2024 a). La campafia de 2022/2023 del sector del olivar
en Espafia obtuvo 666.013 toneladas de aceite de oliva, una reduccidn del 55% respecto a
la campafia anterior y la mayor bajada en la produccidon de los ultimos aifios (MAPA, 2024 b).
Esto fue debido en parte a la sequia prolongada en nuestro pais y a las altas temperaturas
durante la primavera que afectaron negativamente a la floracion y al cuajado del fruto en

2022, el afio mas caluroso desde que hay registros (Serrano-Notivoli et al., 2023).

La domesticacion del olivo a partir de su progenitor silvestre (Olea europaea L. subsp.
europaea var. sylvestris) ocurrié hace unos 6000 afios a.c. de acuerdo con estudios
arqueoldgicos y genéticos (Besnard et al., 2013; Langgut et al., 2019). Asi, el cultivo del olivo
se remonta a la antigliedad y ha acompanado la aparicién de civilizaciones enteras,
extendiéndose a lo largo del Mediterrdneo a partir de dos dreas originarias: el Levante sur
calcolitico y el sur de Grecia (Langgut et al., 2019). Ademas, segun la mitologia griega Zeus
“morios” era el protector del olivo sagrado, el “moria elaia”, y la diosa Atenea lo ofrecid a la
ciudad de Atenas plantando el primer olivo en la Acrépolis, conservandose este arbol en el
templo del Erecteidn (Letsas, 1949). Segun la mitologia, fue la diosa Atenea quien ensefié al
pueblo como cultivar el olivo y el tratamiento que debia darsele a su fruto (Kakridis, 1986).
A partir de entonces, su cultivo ha causado que la especie sobrepase sus limites bioclimaticos
naturales, creciendo a mayores altitudes y latitudes, asi como en areas mas aridas. Asi,
aunque son habituales los cultivos intensivos bien irrigados, esta especie se ha cultivado
tradicionalmente en secano, y algunas variedades son productivas en dreas semiaridas

donde otros arboles frutales no podrian llegar a crecer (Connor & Fereres, 2005).

De manera que el olivo es una especie adaptada a la sequia y, aunque depende de la

variedad, esta provisto de mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos para lidiar
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con el déficit hidrico (Bacelar et al., 2006). Entre los rasgos que le conceden esta resistencia,
encontramos hojas pequeiias y esclerdéticas, con una alta densidad de tejido foliar, cuticula
gruesa y tricomas (Chartzoulakis et al., 1999; Trabelsi et al., 2024). Bajo déficit hidrico, los
olivos controlan el cierre estomatico, pudiendo regular asi el intercambio de gases, y ajustan
también su potencial osmdtico para poder mantener la turgencia celular pese a una
disminucion de la actividad fotosintética (Nogués & Baker, 2000; Dichio et al., 2009; Perez-
Martin et al., 2014). Ademas, disponen de un potente sistema radicular para absorber agua
en capas mas profundas del suelo (Tognetti et al., 2006). De hecho, la conductancia
hidraulica de las raices constituye el mayor regulador del uso del agua en olivo bajo déficit
hidrico moderado (Rodriguez-Dominguez & Brodribb, 2020). Esta especie lefiosa es capaz de
mantener suficientes reservas de carbonos no estructurales, lo que podria apoyar una
estrategia de supervivencia para asegurar la recuperacion tras largos periodos secos (Bustan
et al., 2011). Por otro lado, la proteccidn antioxidante explica en parte la tolerancia a la
sequia severa de algunos genotipos de olivo (Baccari et al., 2020). Por ultimo, esta especie
cuenta con la abscision foliar como estrategia para reducir la pérdida de agua por
evapotranspiracién ante un estrés hidrico severo, pero en exceso puede afectar
negativamente al desarrollo del drbol y a la productividad, ocasionando dafos irreversibles
(Trabelsi et al., 2019). En esta tesis se estudié el proceso de abscision foliar en olivos jévenes

de 1,5 afios de la variedad Manzanilla.

Figura 5. Olea europaea L. cv. Manzanilla Cacerefia en una finca agroecoldgica en Caceres,
Extremadura. A la izquierda, un ejemplar productivo de unos 60 afios. A la derecha, detalle de
la disposicion foliar y de los frutos, las olivas. Fotografias cedidas por Beatriz Redondo.

34









OBJETIVOS

37






OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue estudiar los mecanismos fisioldgicos en
respuestas de aclimatacion a la sequia en especies tolerantes al estrés sometidas a diversos
grados de severidad, incluyendo respuestas de senescencia y abscision foliar inducidas por

estrés.

Para llevar a cabo el objetivo general de esta tesis, se propusieron los siguientes objetivos
especificos:

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(viii)

Estudiar si los jasmonatos estdan implicados junto con el acido abscisico y la
vitamina E en el proceso de aclimatacién a la sequia en la especie Sempervivum
tectorum L.

Determinar los mecanismos morfoldgicos y fisioldgicos que permiten la
tolerancia a una sequia prolongada y posterior recuperacién en S. tectorum.

Evaluar la implicacion de la respuesta hormonal en la aclimatacién a un evento
de sequia extremo en la especie clonal S. tectorum en su habitat natural.

Estudiar el impacto de un evento de sequia extremo en la reproduccion clonal y
la capacidad de aclimatacién de S. tectorum en su habitat natural.

Evaluar mecanismos de aclimatacién a la sequia durante la reproduccion clonal,
analizando la respuesta fisiolégica en la roseta parental y en los ramets
enraizados y no enraizados en plantas de S. tectorum.

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.

Determinar el patrén de senescencia foliar de S. tectorum a lo largo de la roseta
durante condiciones extremas de estrés severo.

Elucidar si los jasmonatos y la vitamina E estan implicados en la regulacién de la
abscisidn foliar inducida por sequia en la especie Olea europaea L.
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Capitulo 1. Articulo “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.”, publicado en la revista Journal of Plant Physiology, indice de impacto (2023) de 4.0. En este
primer trabajo se describe la importancia de varios mecanismos fisioldgicos que subyacen a la tolerancia
al estrés de la siempreviva de los tejados (Sempervivum tectorum L.), una especie de gran interés
ecofisiolégico por su capacidad de sobrevivir en situaciones extremas. Este es el primer estudio en que se
demuestra la importancia de la forma bioactiva de los jasmonatos (jasmonoil isoleucina) junto al ABA en
la regulacién de varios procesos de fotoproteccidn en esta especie. La doctoranda ha realizado todos los
muestreos, el andlisis de las muestras, el tratamiento estadistico y la elaboracién de los resultados, y
ademas ha participado en el disefio experimental y discusion de los resultados, constando por tanto como
primera autora del trabajo. La doctoranda ha demostrado una gran capacidad de trabajo, asi como un
excelente manejo de las principales medidas ecofisioldgicas y una excelente predisposicion en la
introduccion al uso del HPLC y del UHPLC-MS/MS para el analisis de vitamina E y hormonas vegetales,
respectivamente. La doctoranda demuestra una gran capacidad de andlisis e interpretacion de los
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ambito cientifico.

Capitulo 2. Articulo “Impact of an extreme drought event on clonal reproduction and the acclimation

capacity of the succulent plant Sempervivum tectorum L.”, aceptado para su publicacidon en la revista Basic

and Applied Ecology, indice de impacto (2023) de 3.0. En este trabajo se evalua el impacto de un evento
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de sequia extremo en la reproduccién clonal y los mecanismos hormonales subyacentes a la aclimatacion
de la siempreviva de los tejados. Este es el primer estudio en que se demuestra que la reproduccion clonal
puede verse afectada por la sequia estival en esta especie de plantas de gran interés ecolégico. Ademas,
el estudio utiliza medidas de varios marcadores de estrés en condiciones de campo junto con el perfil
hormonal mediante un enfoque metabolémico utilizando LC-MS/MS lo que permite vislumbrar la
importancia de varias hormonas como el ABA, la jasmonoil isoleucina y las citoquinas en la respuesta de
esta especie a la sequia extrema en condiciones naturales. La doctoranda ha realizado todo el muestreo
en condiciones de campo, el analisis posterior de las muestras, el tratamiento estadistico y la elaboraciéon
de los resultados, y ademas ha participado en el disefio experimental y discusién de los resultados,
constando por tanto como primera autora del trabajo. Asimismo, ha contribuido de forma sustancial en la
redaccién del articulo. La doctoranda ha demostrado de nuevo un gran conocimiento del tema e interés
en realizar nuevas aproximaciones que se distancian de lo que el grupo habia hecho hasta el momento
pero que son de gran valor para el trabajo del grupo. La doctoranda ha demostrado iniciativa, gran
capacidad de resolver problemas y un excelente manejo del tratamiento, elaboracién y discusion de los
resultados, mostrando ya un excelente grado de madurez cientifica a aproximadamente la mitad del

periodo de realizacidn de la tesis doctoral.

Capitulo 3. Articulo “Extreme stress tolerance during clonal reproduction in a monocarpic plant
Sempervivum tectorum”, enviado para su publicacidon a la revista Plant Physiology, indice de impacto
(2023) de 6.5. Como continuacion del capitulo anterior, en este trabajo se evalla, aqui de forma mucho
mas completa y extensa, el efecto de la sequia en varias poblaciones de siempreviva de los tejados. Se
demuestran los mecanismos subyacentes a la capacidad de esta especie de mantener bajos niveles
oxidativos en las hojas ante un estrés severo incluso con una disponibilidad de recursos muy baja,
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. La doctoranda ha realizado todos los
muestreos, ha participado en el analisis de las muestras, y se ha encargado principalmente de realizar todo
el tratamiento estadistico y la elaboracion de los resultados, ademas de participar activamente en el
disefo experimental y la discusion de los resultados, constando por tanto como primera autora del trabajo.
Asimismo, ha contribuido de forma muy sustancial en la elaboracién del manuscrito mostrando grandes
capacidades de liderazgo lo que le ha permitido ser la autora de correspondencia del trabajo, confirmando

su excelente madurez como investigadora.
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Capitulo 4. Articulo “Photo-oxidative stress leading to oxylipin accumulation may trigger drought-induced
leaf abscission in olive trees”, publicado en la revista Physiologia Plantarum, indice de impacto (2023) de
5.4. En este trabajo se estudia el proceso de abscision foliar inducido por sequia realizando una
aproximacioén espaciotemporal del proceso a nivel de la zona de abscisidn y utilizando herramientas tanto
ecofisiolégicas como bioquimicas para la determinacién de reguladores del proceso. Este es el primer
estudio en que se demuestra que los procesos de fotooxidacidn pueden influir en la abscision foliar en
olivo mostrando que las oxilipinas que regulan la abscision foliar, como los jasmonatos, estdn siendo
modulados por el grado de fotoproteccidn y procesos de fotooxidacidon que ocurren en la hoja. Este trabajo
complementa perfectamente los conocimientos establecidos en el capitulo anterior sobre los mecanismos
de tolerancia a la sequia pero afiade un nivel mayor de complejidad al estudiar procesos a un nivel de
concrecidn espaciotemporal muy elevado, ademds de tratarse de un modelo de estudio completamente
diferente pero complementario, en este caso de gran interés agrondmico, lo que conlleva importantes
implicaciones aplicadas para este estudio. La doctoranda ha realizado todo el muestreo, el andlisis de las
muestras, el tratamiento estadistico y la elaboracion de los resultados, y ademds ha participado en el
disefio experimental y discusion de los resultados, constando por tanto como primera autora del trabajo.
Asimismo, ha contribuido de forma sustancial en la redaccion del articulo. La doctoranda ha demostrado
un gran conocimiento del tema e interés en realizar nuevas aproximaciones que se distancian de lo que el
grupo habia hecho hasta el momento pero que son de gran valor para el trabajo del grupo. La doctoranda
ha demostrado iniciativa, gran capacidad de resolver problemas y un excelente manejo del tratamiento,

elaboracion y discusién de los resultados, mostrando un extraordinario grado de madurez cientifica.
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mediante aumentos simultaneos de acido abscisico y jasmonatos
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RESUMEN

La activacion de respuestas hormonales define la capacidad de aclimatacién a la sequia de
las plantas y puede condicionar su supervivencia. Sin embargo, aparte del acido abscisico
(ABA), poco se conoce sobre la posible contribuciéon de otras fitohormonas, como los
jasmonatos y los salicilatos, en la respuesta de plantas CAM al déficit hidrico. Aqui, nos
propusimos estudiar los mecanismos fisioldgicos 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 combinacién de déficit hidrico y deprivacion de
nutrientes. Expusimos plantas a la combinacidn de estos dos estreses abidticos mediante la
retirada de solucién nutritiva durante 10 semanas y monitoreamos su respuesta fisioldgica
cada dos semanas midiendo varios marcadores de estrés junto con la acumulacién de
fitohormonas relacionadas con el estrés y moléculas fotoprotectoras, como los tocoferoles
(vitamina E). Los resultados mostraron que el contenido de ABA se multiplicé por 4,2 tras
cuatro semanas de déficit hidrico para mantenerse después constante hasta las 10 semanas
de estrés, variaciones que se produjeron concomitantemente con reducciones en el
contenido hidrico relativo de la hoja, que solo disminuyé un 20%. El jasmonato bioactivo, la
jasmonoil-isoleucina, fue la otra fitohormona del estrés que aumentd simultdneamente bajo
estrés junto con el ABA. Mientras que los contenidos de acido salicilico y los precursores de
la jasmonoil-isoleucina, el acido 12-oxo-fitodienoico y el acido jasmdnico, disminuyeron con
el déficit hidrico, los de jasmonoil-isoleucina aumentaron 3,6 veces a las cuatro semanas de
estrés. Los contenidos de ABA y jasmonoil-isoleucina correlacionaron positivamente entre
si y con el contenido de a-tocoferol por unidad de clorofila, sugiriendo asi un rol de
activacion fotoprotectora. Se concluye que S. tectorum no solo resiste a una combinacién
de déficit hidrico y deprivacidn de nutrientes durante 10 semanas sin ningin sintoma de
dano, sino que también activa estrategias de defensa efectivas a través de la acumulacién

simultanea de ABA y de la forma bioactiva de jasmonatos, jasmonoil-isoleucina.

51

7.

CAPITULO 1






Journal of Plant Physiology 287 (2023) 154040

g»ﬁ%ﬁ : Contents lists available at ScienceDirect AT AL OF v
)Q% bt
7o

Journal of Plant Physiology

ey =3
I.SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/jplph

Check for
updates

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
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Activation of hormonal responses defines the drought acclimation ability of plants and may condition their
Abscisic acid survival. However, aside ABA, little is known about the possible contribution of other phytohormones, such as
Jasmonates

jasmonates and salicylates, in the response of CAM plants to water deficit. Here, we aimed to study the physi-
ological mechanisms underlying the stress tolerance of house leek (Sempervivum tectorum L.), a CAM plant
adapted to survive harsh environments, to a combination of water deficit and nutrient deprivation. We exposed
plants to the combination of these two abiotic stresses by withholding nutrient solution for 10 weeks and
monitored their physiological response every two weeks by measuring various stress makers together with the
accumulation of stress-related phytohormones and photoprotective molecules, such as tocopherols (vitamin E).
Results showed that ABA content increased by 4.2-fold after four weeks of water deficit to keep later constant up
to 10 weeks of stress, variations that occurred concomitantly with reductions in the relative leaf water content,
which decreased by up to 20% only. The bioactive jasmonate, jasmonoyl-isoleucine was the other stress-related
phytohormone that simultaneously increased under stress together with ABA. While contents of salicylic acid and
the jasmonoyl-isoleucine precursors, 12-oxo-phytodienoic acid and jasmonic acid decreased with water deficit,
those of jasmonoyl-isoleucine increased 3.6-fold at four weeks of stress. The contents of ABA and jasmonoyl-
isoleucine correlated positively between them and with the content of a-tocopherol per unit of chlorophyll,
thus suggesting a photoprotective activation role. It is concluded that S. tectorum not only withstands a com-
bination of water deficit and nutrient deprivation for 10 weeks without any symptom of damage but also acti-
vates effective defense strategies through the simultaneous accumulation of ABA and the bioactive jasmonate
form, jasmonoyl-isoleucine.

Photoprotection
Sempervivum tectorum
Stress acclimation
Vitamin E

plant responses to water deficit such as transpiration efficiency, hy-
draulic conductivity and leaf growth (Thompson et al., 2007; Davies,
2010). Other stress-related phytohormones, such as salicylates and
jasmonates, have also been shown to be very effective in the activation
of defense strategies to prevent or withstand stress. Better known for
their role in acclimation to biotic stresses, the role of salicylates and
jasmonates in abiotic stress responses, such as to water deficit, is more
slowly but also progressively being revealed, particularly with the
progress made during the last two decades (Davies, 2010; Kazan, 2015;
Khan et al., 2015; Ilyas et al., 2021).

Together with ABA, jasmonates have been implicated in promoting
stomatal closure (Suhita et al., 2004; Munemasa et al., 2007).

1. Introduction

Stress-related phytohormones are low-molecular-weight compounds
synthesized at very low amounts that activate a signaling response with
a consequent physiological action and play an essential role in plant
response to stress, which is an unfavorable environmental (abiotic) or
biotic condition for growth. Among the various phytohormones
described thus far, it is known that, aside from interacting with one
another, some of them are especially important to activate defense re-
sponses. ABA is one of the best-known phytohormones in this regard
since it has been shown to be very effective in modulating key aspects of

* Corresponding author. Department of Evolutionary Biology, Ecology and Environmental Sciences, Faculty of Biology, University of Barcelona, Avinguda Diagonal
643, 08028, Barcelona, Spain.
E-mail address: smunne@ub.edu (S. Munné-Bosch).
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Abbreviations

ABA Abscisic acid

CAM Crassulacean acid metabolism
Chl Chlorophyll
JA Jasmonic acid

JA-Ile Jasmonoyl-isoleucine
MDA Malondialdehyde

OPDA  12-oxo-phytodienoic acid
SA Salicylic acid

Jasmonates have also been shown to be involved in the modulation of
root hydraulic conductivity which can contribute to water uptake from
soil under water deficit (Sanchez-Romera et al., 2014). Moreover,
jasmonates have also been proposed to activate vitamin E biosynthesis
in plants (Sandorf and Hollander-Czytko, 2002; Siles et al., 2018;
Casadests et al., 2021), as it occurs with ABA (El Kayal et al., 2006;
Chaudhary and Khurana, 2009; Munoz and Munné-Bosch, 2019).
However, whether the jasmonates role in these processes is exerted
through ABA-dependent or independent pathways, and specifically
which jasmonate forms (either 12-oxo-phytodienoid acid [OPDA], jas-
monic acid [JA] or its conjugated form, jasmonoyl-isoleucine [JA-Ile])
are the bioactive ones regulating these processes, appear to be less clear
and results seem to be influenced by the study model and the experi-
mental approach used (Savchenko et al., 2014; Hewedy et al., 2023).

Crassulacean acid metabolism (CAM) is one of the most important
adaptive mechanisms allowing succulent plants to survive in drought-
prone environments. Previous studies have shown that ABA can
induce CAM metabolism and modulate stomatal closure in several
constitutive or facultative species (Taybi et al., 2002; Fleta-Soriano
et al., 2015; Cela et al., 2009; Wakamatsu et al., 2021), as well as induce
chloroplast clumping (Kondo et al., 2004) and modulate vitamin E
accumulation (Fleta-Soriano et al., 2015; Cela et al., 2009), thus playing
a role in photoprotection. Unfortunately, however, extraordinarily little
is still known about the role of other stress-related phytohormones, such
as salicylates and jasmonates in the adaptive responses to water deficit
in this interesting group of species. The contents of JA and JA-Ile
decreased during the salt-induced transition from C3 to CAM meta-
bolism in the halophyte Mesembryanthemum crystallinum, specifically at
night, when stomatal closure occurs, thus suggesting stomatal closure is
modulated by ABA independently of jasmonates (Wakamatsu et al.,
2021). Furthermore, ABA, but not salicylic acid (SA) or JA contents
correlated with y-tocopherol accumulation in water-stressed Aptenia
cordifolia (Fleta-Soriano et al., 2015; Cela et al., 2009). However, in
these latter studies neither OPDA nor JA-Ile, which are generally
considered to be bioactive jasmonate forms for several physiological
processes (Fonseca et al., 2009; Bosch et al., 2014; De Ollas et al., 2018),
were measured, thus potentially masking a jasmonate-mediated effect.
Aside from these previous observations, to our knowledge no additional
studies have been performed in CAM plants to elucidate the role of
stress-related phytohormones other than ABA in their acclimation to
water deficit. Furthermore, in drought-prone environments CAM plants
usually survive under a combination of water deficit and nutrient
deprivation, since drought stress events usually bring together periods of
nutrient starvation due to the poor soils where these plants are usually
growing (Forseth, 2010; Yu et al., 2017).

Sempervivum tectorum L. (Crassulaceae) is a monocarpic oreophyte
CAM plant native from the European high mountains located in the Alps,
Pyrenees, and Balkans (Praeger, 1932; Klein and Kaderit, 2015). Be-
sides, it is also widespread through Mediterranean rocky locations
where it is naturally distributed (Smith, 1981) and it is also cultivated
outside its original range (Parnell and Favarger, 1993). This species can
grow well under extreme conditions in its natural habitat surviving up to
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seven months of snow in winters (Larcher and Wagner, 1983), having its
main growing period in spring (May-June) and flowering during sum-
mer (July-September). Several studies have previously shown the
extreme tolerance of Sempervivum species to harsh environments such as
sudden frost or heat (Larcher et al., 2010; Zaharia et al., 2010). Unlike its
congener S. montanum, which is located at the highest altitudes,
S. tectorum is generally found in south-facing slopes of mountains at
lowest altitudes which makes the plant to be particularly exposed to
periodic drought events (Larcher et al., 1989). To our knowledge, there
is only a previous study showing the physiological response to water
stress of this plant species (Glusac et al., 2013), however, the hormonal
response was not examined. Furthermore, no studies have examined
thus far their response to a combination of water deficit and nutrient
deprivation. Here, we aimed to study the physiological mechanisms
underlying stress tolerance in S. tectorum L., a CAM plant adapted to
survive harsh environments, with an emphasis on evaluating the
time-course evolution of the contents in endogenous stress-related
phytohormones to a combination of water deficit and nutrient depri-
vation. We hypothesized that not only ABA but also JA-Ile may be
involved in the plant stress response in S. tectorum, both simultaneously
increasing with vitamin E accumulation in leaves.

2. Materials and methods
2.1. Plant material, growth conditions, treatments, and samplings

House leek (Sempervivum tectorum L.) individuals, which were grown
in 0.3 L-pots of peat:perlite:vermiculite (2:1:1, by volume), were pur-
chased in a local garden (Jardiland S.A., Sant Cugat del Valles, Spain)
and immediately transferred to a greenhouse situated at the Faculty of
Biology of the University of Barcelona (Barcelona, NE Spain), where
they grew for four additional weeks before experiments started on
November 18, 2021. Plants used for the study were selected considering
the lack of visual pathogens, the diameter of the rosette and the number
of offspring clones, so that all plants were healthy, and their size was
very similar (for an example of plant phenotype at the start of experi-
ment, see Fig. 1). Potted plants growing in the greenhouse were exposed
to direct natural sunlight but a constant 16h photoperiod throughout the
study, which was achieved by using high pressure sodium lamps sup-
plying an additional photosynthetically active photon flux density
(PPFD) of ~ 50 pmol m~2 s7L. Plants were watered twice a week with
half-diluted Hoagland nutrient solution prior to the start of the experi-
mental period.

Two water regimes were imposed on plants at the start of the
experiment: well-irrigated control plants, which were kept watered with
the same nutrient solution twice a week, and stressed plants, for which
irrigation with nutrient solution was withheld during the whole exper-
iment. Samplings were performed at the beginning of the experiment
(time 0) and after 2, 4, 6, 8 and 10 weeks of treatments. All samplings
were performed at maximum diurnal PPFD at midday (between 11 and
13h solar time). At each sampling point, fully-expanded leaves from the
mid part of the mother rosette were used for measurements and
immediately frozen in liquid nitrogen to store them later at —80 °C for
posterior biochemical analyses. Daily maximum air temperature and
relative humidity ranged between 19 and 35 °C and 28-89%, respec-
tively, during the study; and the maximum daily PPFD received by
plants was ~ 950 pmol m~2 s~1, Therefore, although for simplicity, we
will refer here to stressed plants, plants from this treatment were
exposed to a combination of water deficit and nutrient deprivation, all in
an environmental context characterized by a long photoperiod, and
occasional periods of combined abiotic stress due to high temperatures
occurring simultaneously with low relative humidity in the air at
midday. As all samplings were performed at midday on sunny, clear
days, the monitoring of parameters related to the combination of water
deficit and nutrient deprivation really reflects a situation of severe
abiotic stress that occurs in combination with other environmental
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stresses at midday.
2.2. Chlorophyll fluorescence, leaf water status and leaf mass

The maximum quantum efficiency of PSII photochemistry (F,/Fp)
was used as a photoinhibition indicator (sensu Takahashi and Badger,
2011) and was measured in dark-adapted leaves (at least for 1h) by
chlorophyll (Chl) fluorescence using the Mini-PAM II portable fluorim-
eter Photosynthesis Yield Analyzer (Walz, Germany). The same leaves
were then used to estimate the relative leaf water content (RWC) and
leaf hydration (H). For that purpose, fresh leaves were weighed to es-
timate the fresh matter (FW), then immersed in distilled water at 4 °C for
24h to obtain the turgid matter (TW) and oven-dried at 65 °C until
constant weight to estimate the dry matter (DW). RWC was calculated as
follows: 100 x (FW-DW)/(TW-DW); whereas H was calculated as
(FW-DW)/DW. Furthermore, leaf mass was measured by weighing fresh
and dried leaves (oven-dried to constant weight as described before) and
expressed per g of FW or DW.

2.3. Chlorophyll content

To determine Chl content in leaves, 100 mg of fresh material was
ground in liquid nitrogen and extracted in 1.2 mL of cold methanol
containing 0.01% of butylated hydroxytoluene. Supernatants were
pooled after a three-step extraction, each step consisting of 30 min of
cold ultrasonication (Branson 2510 ultrasonic cleaner, Bransonic, Dan-
bury, CT, USA), vortexing and centrifugation at 15.980g for 10 min at
4 °C (PrismR, Labnet International Inc.). Then, 200 pl of extracts were
diluted 1/4 (v/v) with cold methanol and absorbances were read by UV/
Visible spectrophotometry at 470, 653, 666 and 750 nm (CE7400
Aquarius, Cecil Instruments Ltd, Cambridge, UK). Chl a and Chl b con-
tents were calculated as described by Lichtenthaler and Wellburn
(1983).

2.4. Lipid peroxidation analyses

To determine the extent of lipid peroxidation, malondialdehyde
(MDA) content was determined spectrophotometrically by using the
thiobarbituric acid-reactive-substances assay as described in Hodges
et al. (1999). In brief, 100 mg of fresh leaves were ground in liquid ni-
trogen and extracted with 1 mL of 80% (v/v) cold ethanol with 0.01%
(w/v) BHT. A three-step extraction was performed, each step consisting
in 30 min of cold ultrasonication, vortexing the extract before, during

and after sonication, followed by a 10 min centrifugation at 9402g at
room temperature. The final extract volume was 3 mL. Then, 1.5 mL of
supernatants were pipetted to an eppendorf with 5% (w/v) poly-
vinylpolypyrrolidone (PVPP), a reagent to reduce cross-reactivity of
phenolic compounds that could interfere in the assay. S. tectorum is
known to have high phenolic content in leaves (Abram and Donko,
1999), being the reason why PVPP was needed in the protocol. After
vortexing and a 10 min centrifugation, 0.75 mL of supernatant + PVPP
were incubated with -TBA solution and another 0.75 mL were incubated
with +TBA solution in glass tubes during 25 min at 95 °C. Then, the
reaction was stopped by placing the tubes at 4 °C for 10 min and were
centrifugated for 5 min at 9402 g at room temperature. Finally, 200 pL of
each sample were pipetted per triplicate in a 96-well plate and absor-
bances were read spectrophotometrically at 440, 532, 600 and 800 nm,
after which MDA concentrations were quantified following the equa-
tions described by Hodges et al. (1999).

2.5. Tocopherols analyses

Quantification of tocopherols (vitamin E) was performed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) as described by Amaral
et al. (2005). From the previous methanolic extracts detailed above
(section 2.3.), 250 pL were transferred into vials by passing through
hydrophobic 0.45 pm PTFE filters (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
and injected in the HPLC system. The HPLC system consisted on a Waters
600 controller pump, a Waters 717 plus auto-sampler and a Jasco
FP-1520 fluorescence detector). Tocopherols were separated 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 using an Inertsil 100A, 5 pm, 250 x 3.0 mm column (GL
Sciences, Torrance, CA, USA). Fluorescence was measured with an
excitation at 295 nm and emission at 330 nm. A calibration curve with
standards of a-tocopherol and y-tocopherol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) was established for correct quantification.

2.6. Stress-related phytohormones analyses

Endogenous contents of stress-related phytohormones, including
ABA, the jasmonates OPDA, JA and JA-Ile, and SA were determined by
using ultrahigh-performance liquid chromatography (UHPLC) coupled
to tandem mass spectrometry (MS/MS) as previously described by Mo-
rales et al. (2015). Briefly, 200 pL of methanolic extracts containing
deuterium-labeled internal standards were passed onto 0.22 pm PTFE
filters (Phenomenex, Torrance, CA, USA) in vials and were injected into
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the UHPLC-MS/MS system, consisting in an HPLC coupled to a triple
quadrupole mass spectrometer (QTRAP 4000, AB Sciex, Concord,
Ontario, Canada). Hormones were quantified in the negative ion mode,
considering the recovery rates of each sample with the
deuterium-labeled internal standards and generating calibration curves
for each analyte by using the MultiQuant TM 3.0.1 software.

2.7. Statistical analysis

To determine the effect of “condition” and “time”, mean values were
tested by two-way analyses of variance (ANOVA). Condition refers here
to treatment effects (comparison of stressed plants with irrigated plants).
Multiple comparisons were tested with Tukey’s post hoc test. All sta-
tistical differences were considered significant when P < 0.05. Both data
normality (Shapiro-Wilk test) and homocedasticity of residuals (Lev-
ene’s test) were previously checked as described by Zuur et al. (2009).
Whenever necessary, data was transformed logarithmically to achieve
normality and homocedasticity requirements to perform ANOVAs. A
Pearson’s correlation was performed for all parameters using a total of
102 observations. All statistical tests were performed with RStudio
(RStudio Team, 2021).

2.8. Analysis of responsive elements of tocopherol biosynthetic genes

Analysis of ABA and jasmonates responsive elements (ABREs and
JREs, respectively) in promoter regions of genes involved in tocopherol
biosynthesis in the CAM species Kalanchoé fedtschenkoi, which was the
species most closely related to S. tectorum for which genetic sequence
data was publicly available (both from family Crassulaceae), was per-
formed. DNA sequences were obtained from Phytozome database (https:
//phytozome-next.jgi.doe.gov/), where we identified the coding
sequence (CDS), the 5" untranslated region (5UTR), including the pro-
moter region, and the 3’ untranslated region (3'UTR, Suppl. Figs. 1-4).

3. Results
3.1. Time-course evolution of leaf water content and visual phenotype

The stress treatment imposed on S. tectorum plants affected their leaf
water status over the weeks, with the relative water content decreasing
up to 20% and the leaf hydration values decreasing from 20 to 7 g H,O/g
dry matter, which was a 65% reduction from the initial levels in the
stressed group (Fig. 1). A differential dynamic in the reductions of these
two parameters (RWC and H) was observed. While RWC decreased
clearly from week 4 to kept constant later from week 6-10 in stressed
plants, H started to differentiate between non-irrigated and irrigated
plants at week 6 and then decreased progressively up to the end of the
experiment, so that minimum levels were attained after 10 weeks of
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stress. An analysis of the visual phenotype of plants revealed that the
rosette structure of the stressed plants remained intact during the
experiment, although the leaves were smaller, and the outermost leaves
were drying out at week 10 (Fig. 1). However, apart from this dehy-
dration in the outer part of the rosette, which was also reflected in the
monitored mid part of the rosette with the leaf fresh mass, no reductions
in leaf dry mass occurred in the sampled leaves (Fig. 2).

3.2. Time-course evolution of stress-related phytohormones contents

Endogenous foliar ABA content showed a 4.2-fold increase at four
weeks of stress. This sharp increase occurred specifically from two to
four weeks of starting the combination of water deficit and nutrient
deprivation stresses and then the levels remained constant at around
600 ng/g DW up to ten weeks of stress (Fig. 3). In contrast, foliar ABA
content in irrigated plants remained constant throughout the experi-
ment, always at values below 170 ng/g DW. Compared to ABA content,
SA content in these irrigated plants was at least one order of magnitude
higher ranging between 2200 and 3400 ng/g DW throughout the study.
Foliar SA content decreased in stressed plants, particularly from week
6-8, reaching minimum levels below 900 ng/g DW at the end of the
experiment, which represents a 60% reduction relative to controls at the
end of the experiment (Fig. 3).

Moreover, the combination of water deficit with nutrient deprivation
altered jasmonates metabolism, particularly from week 4 and onwards
(Fig. 4). The JA precursor, OPDA decreased progressively with stress,
but particularly from week 2 to week 4 of stress, during which period
levels decreased from 120 to 49 ng/g DW. Later, levels decreased even
further, attaining values of 15 ng/g DW at week 6 in stressed plants,
remaining then that low but constant until week 10 (Fig. 4). Also, free JA
showed a 66% reduction on its content after ten weeks, which dropped
from 15 to 5 ng/g DW in the stressed plants, whereas JA values kept
virtually constant at around 20 ng/g DW in irrigated plants (Fig. 4).
Reductions in JA content were particularly evident at week 4 of stress, in
which minimum values were already attained. In contrast, JA-Ile levels
increased 3.6-fold after four weeks of stress, simultaneously to ABA in-
creases and OPDA and JA reductions, to increase even further as the
stress progressed, attaining maximum levels that were 5-fold higher
compared to irrigated plants after ten weeks of treatments. JA-Ile ranged
always at levels that were quantitatively much lower than those of JA,
and the latter at lower values than those of ODPA (Fig. 4).

3.3. Linking phytohormones with photoinhibition and photoprotection

Chl loss was observed in stressed plants when compared to irrigated
plants, as reflected by their total Chl content, which were 50% lower in
stressed plants than in controls at week 10 (Fig. 5). This was accompa-
nied by a reduction of 20% in the Chl a/b ratio at week 10 (Fig. 5).
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Fig. 2. Leaf mass estimation of Sempervivum tectorum plants during the stress acclimation process over 10 weeks. Leaf mass was expressed per gram of fresh matter
(FW) and per gram of dry matter (DW). P values of two-way ANOVAs are shown (values above 0.05 were considered not significant [NS]). Different letters indicate
significant differences between conditions and time. Data are the mean of n = 8 plants for the irrigated (IR) group and n = 9 plants for the stressed (S) group.
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Fig. 3. Abscisic acid (ABA) and salicylic acid (SA) contents in Sempervivum tectorum leaves of both irrigated and non-irrigated groups through the stress acclimation
process over 10 weeks. P values of two-way ANOVAs are shown. Different letters indicate significant differences between conditions and time. Data are the mean of n
= 8 plants for the irrigated (IR) group and n = 9 plants for the stressed (S) group.

Fig. 4. Time-course evolution of jasmonate contents
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However, stressed plants did not show any symptom of neither photo-
inhibition nor photo-oxidative damage, as indicated by F,/Fy, values
above 0.75 and constant MDA content throughout the experiment
(Fig. 5). Although the effect of treatment was significant (P = 0.038) for
MDA, its content ranged around 20 nmol/g DW throughout the exper-
iment in both treatments and no significant differences were found at
any specific time point of measurement between non-irrigated and
irrigated plants.

Despite being the major vitamin E form in S. tectorum, a-tocopherol
content did not vary significantly throughout the study between treat-
ments with values ranging between 220 and 300 pg/g DW (Fig. 6). In
contrast, y-tocopherol (the immediate precursor of a-tocopherol) was
present at lower, although still quite remarkable amounts, with a con-
tent 65% lower to that observed for a-tocopherol. Notably, y-tocopherol
content decreased progressively in the stressed plants and it was
significantly lower in the non-irrigated than in the irrigated group at
week 8. No differences were observed in irrigated plants over time, but a
significant reduction was found for the stressed plants at weeks 8 and 10

compared to the initial values (Fig. 6).

When expressed on a Chl basis, a-tocopherol content showed more
remarkable significant differences between treatments, but those pre-
viously observed for y-tocopherol almost disappeared (Fig. 6). Although
treatment had a significant effect (P = 0.021) in the y-tocopherol content
expressed on a Chl basis, no significant effect of the interaction between
condition and time was found and post hoc treatment analysis did not
reveal any significant difference at specific time points between controls
and stressed plants (Fig. 6). This indicates that Chl loss occurred quite in
parallel with y-tocopherol reduction when expressed on a dry matter
basis (Figs. 5 and 6). A completely different result due to Chl loss was
observed for a-tocopherol. An increase of 44% in a-tocopherol per unit
of Chl was observed at four weeks of water deficit, being the levels
significantly different from this week onwards relative to controls. Be-
sides, a-tocopherol levels per unit of Chl in plants exposed to a combi-
nation of water deficit and nutrient deprivation attained maximum

levels of 405 mmol/mol at week 10, values that were 2.3-fold higher
than those of irrigated plants (Fig. 6). This time-course evolution
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paralleled that of ABA (Fig. 2) and JA-Ile (Fig. 3), which was confirmed
by correlative studies. Pearson correlation showed that among the
stress-related phytohormones measured, the highest positive correlation
for a-tocopherol levels per unit of Chl was observed with JA-Ile followed
by ABA (Fig. 7). This ratio also highly negatively correlated, indeed even
slightly better, with leaf hydration. A remarkable negative correlation
for a-tocopherol levels per unit of Chl was also observed with leaf fresh
mass, whereas the correlation was positive with y-tocopherol levels per
unit of Chl (Fig. 7). In contrast, remarkable correlations (with r and P
values above 0.4 and below 0.001, respectively, sensu Zuur et al., 2009)
were not observed for a-tocopherol content expressed per unit of dry
mass with any other studied parameter, except with its precursor
y-tocopherol and with Chl content. However, a moderate correlation
was also observed with ABA (r = 0.30, P < 0.01, Fig. 7). Analysis of ABA
and jasmonates responsive elements in promoter regions of genes
involved in tocopherol biosynthesis in the CAM species Kalanchoé
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fedtschenkoi, which was the species most closely related to S. tectorum for
which genetic sequence data was publicly available, revealed that both
ABA and jasmonates-related cis-regulatory elements are present in genes
encoding biosynthetic enzymes of tocopherol (Fig. 8). More specifically,
we found JREs in the promoter of the gene encoding for p-hydrox-
yphenolpyruvate dioxygenase (HPPD), which is essential for providing
homogentisate building blocks for the chromanol ring of all tocopherols,
and ABREs in the promoter of the gene encoding for y-tocopherol methyl
transferase (VTE4), which catalyses the last step of a-tocopherol
biosynthesis from y-tocopherol (Fig. 8).

4. Discussion
An early plant response to drought events clearly defines the drought

acclimation ability of a plant species and may condition its survival
during later stages of stress. CAM plants have convergently evolved
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Fig. 7. Pearson correlation matrix showing r coeffi-
cient values between the different studied parameters.
One, two and three asterisks indicate P values < 0.05,
<0.01 and < 0.001, respectively. The color gradient
indicates ranges of correlation from red (positive) to
blue (negative) and only significant correlations (p
value < 0.05) are shown in color. Graphs below show
the most biologically significant correlations
including: (A) Negative correlation between abscisic
acid (ABA) and relative water content (RWC), (B)
05 Positive correlation between salicylic acid (SA) and

leaf hydration (H), (C) Positive correlation between
0 ABA and a-tocopherol per unit of chlorophyll (a-Toc/
Chl), and (D) Positive correlation between jasmonoyl-
isoleucine (JA-Ile) and the a-Toc/Chl ratio with a total
of N = 102 observations. Chl, total chlorophyll; DW,
dry matter; Fv/Fm, maximum photochemical effi-
ciency of photosystem II; FW, fresh weight; JA, Jas-
monic acid; MDA, malondialdehyde; OPDA, 12-oxo-
phytodienoic acid; y-Toc, y-Tocopherol. (For inter-
pretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the Web version of
this article.)
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many times among distant lineages, through generations of acclimation
to drought stress in their arid natural habitats, which may face water
deficit with combined nutrient deprivation in poor nutrient soils and has
resulted in genetic changes that have provided their current metabolic
adaptation to several abiotic stress (Heyduk et al., 2019). Thus, it is
known that CAM plants can quickly respond to water deficit and with-
stand long dry spells, but their drought response acclimation mecha-
nisms are still being disentangled, particularly when water deficit occurs
in combination with nutrient deficiency. Here, we showed that the
contents of endogenous stress-related phytohormones follow a very
specific time-course evolution in S. tectorum, with simultaneous in-
creases in ABA and JA-Ile at four weeks of combined water deficit and
nutrient deprivation stress, in which the content of OPDA and JA
decrease while those of JA-Ile increase, thus suggesting a specific acti-
vation of JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1), the enzyme responsible

for conversion from JA to JA-Ile, under stress. These findings support
our initial hypothesis that not only ABA but also JA-Ile may be involved
in the plant response to a combination of water deficit and nutrient
deprivation in S. tectorum. However, our hypothesis that ABA and JA-Ile
simultaneously increase with vitamin E accumulation in leaves resulted
to be untrue, at least in part. ABA, but not jasmonates (including JA-Ile),
positively correlated with a-tocopherol, but intriguingly both ABA and
JA-Ile contents correlated with the accumulation of a-tocopherol per
unit of Chl, although not with the content of y-tocopherol per unit of Chl.

The water stress response was characterized by an increase in ABA
concentrations at four weeks of stress to keep later constant at high
levels throughout the experiment. Although ABA is the phytohormone
promoting stomatal closure in plants (Suhita et al., 2004), measure-
ments were always performed at midday on clear sunny days in which
CAM plants show severe stomatal closure, so this peak seemed more
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Fig. 8. Tocopherol biosynthesis regulation in a CAM plant. (A) Scheme of tocopherol biosynthetic pathway in plants. (B) Table showing the vitamin E biosynthetic
genes in which regulatory sequences responsive elements to abscisic acid (ABA) and/or jasmonates (JA) have been found in either the model organism Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa or the CAM species Kalanchoé fedtschenkoi. Sequences with JRE or ABRE in promoters of the HPPD and VTE4 genes found in the CAM plant
K. fedtschenkoi are shown below (see also Suppl. File 1). (C) Evolutionary classification of Crassulaceae family, in which the Sempervivoidae and Kalanchooideae
subfamilies are found, to which Sempervivum tectorum and Kalanchoé fedtschenkoi belong, respectively. CLD1 chlorophyll dephytylase, DMPBQ dimethylphy-
tylbenzoquinol, GGDP geranylgeranyl diphosphate, GGDR gernaylgernayl diphosphate reductase, HPPD hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, HPT homogentisate
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pyruvate, PDP phytyl diphosphate, PK phytyl kinase, PPH pheophytin pheophorbide hydrolase, PPK phytyl phosphate kinase, TAT tyrosine aminotransferase, TC

tocopherol cyclase, TMT tocopherol methyltransferase.

related to preserve plant water status during these first weeks of stress by
modulating other physiological processes related to water relations.
Previous evidence shows that ABA is involved in the activation of
non-stomatal, morphological and biochemical mechanisms modulating
water-use efficiency, such as changes in leaf size, osmotic adjustment,
and even root development, thus favouring acclimation to nutrient poor
soils (Negin and Moshelion, 2016). Intriguingly, among the various
parameters studied, ABA content not only strongly negatively correlated
with the relative water content and leaf hydration, but also with OPDA
and SA contents and with leaf fresh mass, and it positively correlated
with a-tocopherol per unit of Chl. In turn, SA content strongly positively
correlated with leaf hydration, relative water content and contents of
both OPDA and JA; and while relative water content did not decrease
further after four week of stress, leaf hydration continued slightly
decreasing throughout the experiment. These results suggest that ABA
may antagonistically modulate together with SA some aspects related to
water deficit-induced morphological changes. Most notably, visual
symptoms of combined water deficit and nutrient deprivation stress and
the reductions in leaf hydration suggest that leaves were simply smaller
and showed desiccation at 10 weeks of stress. The fact that relative leaf
water content and leaf dry mass kept constant from week 6-10 onwards
suggests that these smaller leaves (very likely with thicker cell walls and
smaller vacuoles) are tolerant to desiccation. Indeed, this is consistent
with previous studies evaluating the tolerance of this plant species to
high temperatures, showing a tremendous degree of tolerance (Larcher
and Wagner, 1983; Larcher et al., 1989, 2010).

Biosynthesis of the bioactive jasmonate form, JA-Ile, increased in the
stressed plants at week 4, with values reaching their maximum levels at
week 10. Despite its strong association with the biotic stress response
(Heyer et al., 2018), the role of jasmonates in abiotic stress tolerance,
including drought stress, has also been previously described
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(Sanchez-Romera et al., 2014; Cotado et al., 2018), although not in CAM
plants. Here, we showed for the first time a JA-Ile accumulation in a
CAM plant facing a combination of water deficit and nutrient depriva-
tion, while OPDA and JA decreased, suggesting that JA-Ile is the
bioactive molecule of the jasmonate signaling pathway involved in the
response in S. tectorum to this stress combination, which has been pre-
viously described for other species (more specifically in the model plant
A. thaliana) in the case of water deficit stress or nutrient deprivation
(such as P starvation) applied alone, but neither with both stresses
combined nor in CAM plants (Fonseca et al., 2009; Wasternack and
Hause, 2013; Khan et al., 2015). Regulation of vitamin E synthesis by
ABA and jasmonates has been proposed in several studies for other
species (Sandorf and Hollander-Czytko, 2002; El Kayal et al., 2006; Siles
et al., 2018), and interestingly both ABA and JA-Ile contents correlated
with the accumulation of a-tocopherol per unit of Chl in S. tectorum,
although not with the content of y-tocopherol per unit of Chl. Several
genes from the vitamin E biosynthetic pathway have been examined in
their promoter regions to detect responsive elements to specific hor-
mones, but mostly in model organisms (Fig. 8A). For instance, ABREs
were found in HPPD, MPBQ-MT and TMT (VTE4) genes in the C3 plant
Oryza sativa, and a motif IIb was also found in OsHPT (Chaudhary and
Khurana, 2009), suggesting a specific regulation of vitamin E by ABA.
Likewise, jasmonates responsive elements were found in VTEI and VTE4
in Arabidopsis thaliana, encoding genes for the tocopherol cyclase and
tocopherol methyl transferase, respectively (Ma et al., 2020; Casadestis
et al., 2021). Although much less research about responsive elements of
vitamin E-related biosynthesis genes has been performed in non-model
organisms, such as CAM species, advances on the sequencing of whole
genomes of CAM plants have recently been made, including both
monocots, with the orchid Phalaenopsis equestris (Cai et al., 2015) and
the pineapple Ananas cosmosus (Ming et al., 2015), and one eudicot of
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the Crassulaceae family, Kalanchoé fedtschenkoi (Yang et al., 2017). Since
K. fedtschenkoi belongs to the same family as S. tectorum and it is the
phylogenetically closest obligate CAM species with available genome
sequences of vitamin E biosynthetic genes, we explored the possibility of
finding JREs and ABRE:;s in this species (Fig. 8C). Here, we identified a
JRE in the promoter region of HPPD and an ABRE in the promoter region
of VTE4 in the CAM plant K. fedtschenkoi (Suppl. File 1), thus suggesting
that both jasmonates and ABA might synergistically enhance a-tocoph-
erol biosynthesis, which is consistent with biochemical data. Thus, our
results, although limited by its correlative nature, suggest a photo-
protective activation role for these phytohormones in which ABA and
JA-Ile may cooperatively promote vitamin E biosynthesis in S. tectorum.
Most importantly, results suggest that both group of hormones com-
plement each other to specifically increase the content of a-tocopherol
per unit of Chl, a ratio that reflects the capacity of photoprotection of
this antioxidant molecule per number of photons absorbed (sensu
Kyparissis et al., 1995; see also Munné-Bosch and Alegre, 2000).
a-Tocopherol plays an essential role in chloroplasts in the protection of
the photosynthetic apparatus preventing the propagation of lipid per-
oxidation, both by scavenging lipid peroxyl radicals and eliminating
reactive oxygen species, such as singlet oxygen and hydroxyl radicals
(Havaux et al., 2005; Mesa and Munné-Bosch, 2023), as well as in the
protection of PSII from photoinhibitory damage by preventing singlet
oxygen-related net loss of the D1 protein (Kumar et al., 2021). Thus, an
increase in a-tocopherol per unit of Chl in the stressed S. tectorum plants
may be very helpful to reduce photo-oxidative stress in chloroplasts
working at high oxygen tensions and excess light. In this regard, it is also
very important to consider the biological significance of Chl loss
throughout the study, which up to week 8 was accompanied by a con-
stant Chl a/b ratio, thus suggesting a reduction in the light harvesting
antennae that may strongly decrease the number of excess photons
received during the day. Since ABA and jasmonates have also been
implicated in the regulation of Chl degradation and leaf senescence
(Tsuchiya et al., 1999; Zhao et al., 2016), it is noteworthy that a part of
the photoprotective response observed here was simply related to an
induction of leaf senescence, a process that may occur slowly and pro-
gressively to provide sufficient time for nutrient remobilization, a pro-
cess that results to be essential for acclimation to a combination of water
deficit and nutrient deprivation (Munné-Bosch and Alegre, 2004; Zhao
et al., 2016). Interestingly, at the end of the experiment the Chl a/b ratio
decreased significantly together with total Chl loss, which may be
associated with a reduction in reaction centers, as only Chl a is located in
them, whereas both Chl a and Chl b occur in light harvesting complexes
(Croce and van Amerongen, 2011). Therefore, it is very likely that
sampled leaves in the mid rosette will suffer from photoinhibition and
advanced symptoms of leaf senescence under more severe stress. Future
studies are warranted to unravel the limits of stress tolerance in this
plant species and what are the underlying mechanisms.

5. Conclusions

It is concluded that S. tectorum can withstand a combination of water
deficit and nutrient deprivation for almost three months without
suffering signs of photoinhibition, avoiding photo-oxidative stress and
photo-oxidative damage in the central part of its rosette. Also, results
show that this species is endowed with a physiological mechanism in
which not only ABA but also the bioactive jasmonate form, JA-Ile, may
induce photoprotection, particularly by increasing the a-tocopherol per
unit of Chl ratio, thus displaying an early effective stress acclimation
strategy. The exact signaling pathways underlying this response remain,
however, elusive, but results shown here suggest that both ABA and
jasmonates may interact in the observed response and add to our current
knowledge that both groups of phytohormones interact in the modula-
tion of plant responses to abiotic stress, also in CAM plants.
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Supplementary Fig. S1. DNA sequence of VTEI gene of Kalanchoé 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
GAGTGGGTGGAGREBIG TCAAACACACAAGACGCAABRBBRIATTTTTGCTTTGAGTTCTCAGTTCTTACCAGATTTATGATTCTAATGGAACCGC
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
BAGGTGATAGCTTCTCATGAGTTGATTGATGGTACACATGTCCATTCAAGAAAGATTTTGAAACATATTTTTTATCCCTTTAAATCATTGCAATGAG
CTGCTTTGTTCTGCTAAAGTCAATTCATCTAAAACTCCAATTAACTAGGTGTTCTACTAAAGTCAATTCATTTAAAATGGATTGTAATTTTATTTATA
AAATTATAACAAATTATTTATCTGATGAACATATCAACACTTGAATGTAATAACTCATCTGATGAACATAATAATTCCTCTAATGAACATAATAACA
TCTGTTGAATGTAAAAACTCATTTGAAAAACATGTATCCCTAAAAGTTATGATTTTTGCTATGAATATAAATGACAACTATTGAAATTTGTTAACTT
TAATGCATAAAAATGAATAATTAGTGAATACAAAATTCTTAATTTGCTAATTTATATTTGTATTTCATTATTGTTGAACATGAATATATTCTTGAAAC
TTTCTTCTTATTTTTATATTTTATATTTTTGTATTGTTCATATTGGATTGAACTGCTGAAATAACTACTGAATAABRBGTITTGGAATGAGAGCACCC
AATAATGTGCATTACTATAAGTAATACAAAATCAATAATTTTGATATCATTAACCAATCAAATATTAACATATATATATTTAATTTTAAAAAATATTA
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Supplementary Fig. S2. DNA sequence of the VTE4 gene of Kalanchoé 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
AAAATTREGTGGTTTGATTTTCAAAAGATGTCATTTTCTTTATGTGCGCAAAACGATATAATTTATTTTGATAACCAAACGACGTAATTTTTGACAA
AAGTCTAAGTCTTATAATAATATTATTTTAGGAATATAATGATAAATTTTATTTTAGAAAATAAGTCCAATTTTTTTTTCATCACACTTTTTTTGAAA
ATCATAATAGTTCTGACCTTAATTAAATAAGTGTTGATAGTTAAGGGTCCCTTTTGAATTTTATCCCTAAAAAAAACATAAATATTTCCCTGATTTG
ATGTGATTTACTCCCTCTGTCCGGTATTAGATGTCGCGCAGCCAAAAAGCTCGTGAATTAAAGGAGTAATTTATGGAAGAGAGAATAAGATAAAT
ATGGAAGGTAGTTGAGATGAGAGAGAAGTAAAATAGATAGGATTTGTGAGTATTTGAATTGTTGTTGAAAAGATAAAATTTTATAATTAATGTTT
GACTTTTAAGGAAGTTATGAGAATTAAATGTGCGTTGGAATTGTTGAGTGACAAGTAAAAATGGATAAATAATTTCGATTAAGTGACATGTGAA
AGAGGACAGAGAAAATATATGACTAATGTCAGTCTTAGAAACGAACCCAGATTCAATTAGATCCAAAATCCAATAGACCGAACTCCCATCCGGCT
CAACTGCCCAACCGAGCCTGATTGTAAAGAAGTTTTGTAGATGACAAGTACACTGCTTTTCCCATATACCAAAATGGCAAATAAACTGAACTTCG
AGGGCAACATTGCCAATCACATACACTGAAACACTCTCCCAAAATCTCAATAAAAAAACTGAATCCATCCGAATATACAAATAAATAAAAAAAAC
TGCCACATTCGTCTCATCAGCCACTATAAAAACCTCCGCATCAATGGCAGCCACCACCACCATCTCCTGCACGCTCTTCCAACCCCAACTCTCTCAC
TCCCCCTCAACCTACTTCCGAGCCACTGTCGCCGGACACCGTCGGCGGTTCCCGAGGATGTCGGCGTCTTCCGGGGCGGCGGTGATGGAGGCCG
AGAGAGACGAGAAGGAGGCCGTCATGCTGAAGAAGGGCATCGCGGAGCTGTACGACGAGAGCTCCGGGATGTGGGAGGACATCTGGGGCGA
CCATATGCACCACGGGTTCTACGACGCCGGAGAGGACACCGTCGTACAGCTCTCCGACCATCGCTCCGCCCAGATTCGGATGATCGAGGAGGCG
CTGAGTTTCGCTGGATTGTCTGGTGAGCGTCTCTCATCCATCGATCGTCCATACATCTCGTTATCTTCTTCATCTAATATAACAATAAAATAATGTC
TGTCGAACATTCAGTBRBGRGATCCATCTCTCCCGTCCACCATATTATACGTCCATTCAGACTCTCTCAACCGCCTTCTCATCGCTATCCCTCCATGC
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




Supplementary Fig. S3. DNA sequence of the HPPD gene of Kalanchoé 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.

TTTAATTTGAGCTTC! CACTTCCAAACAAACATAAAACGAAAGTAGACAGAGAGGATAAGGAGGATAGGTGGCGTCCGTGGTGGCGAT
GAGATCCAAAAGC ATCCAATTTATCACAACTCTATTCTCCCCGTACTATTTTACTGGGTAGTTTATTTTTTTTATAGATTTGAATTTAATTT
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 Kalanchoé
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
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RESUMEN

Los rasgos funcionales se han definido como aquellos que afectan al rendimiento del
organismo, es decir, al crecimiento y desarrollo, la reproduccidn y supervivencia, por lo que
se han asociado generalmente a la aclimatacion y la adaptacion. Aqui, nos propusimos
estudiar el impacto de un evento de sequia extremo en la reproduccion clonal y los
mecanismos hormonales subyacentes a la aclimatacion 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 vy 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 sequia estival muy extremo ocurrido en pequeiios acantilados
de las montaiias de Les Guilleries (NE Spain). Medimos varios marcadores de estrés en el
campo junto con el perfil hormonal mediante un enfoque metabolémico utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem. Los resultados
mostraron que la propagacion clonal se detuvo durante el periodo de estudio y revelaron
un aumento de 100 veces en el contenido de acido abscisico de la primavera al verano tanto
en las madres como en los nuevos clones, concomitantemente con reducciones en el
contenido hidrico relativo, que disminuyé solo en un 20%. El jasmonato bioactivo
relacionado con el estrés, jasmonoil-isoleucina, aumentdé simultdneamente al Aacido
abscisico, 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 detencidn del crecimiento. Se concluye que S. tectorum
ajusta el reclutamiento de nuevos clones durante periodos de baja disponibilidad hidrica y
resiste eventos de sequia extrema durante el verano (previniendo la pérdida severa de
turgencia celular a contenidos de agua del suelo inferiores al 2% y temperaturas superiores
a 439C) activando con éxito una compleja respuesta hormonal que subyace a la gran

capacidad de esta especie para sobrevivir a eventos climaticos extremos.
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1 Introdit.

igt by tnp bg(jtCp ipehtdwbgtl i atgl bmbgtafibti Sypehtaotow dbtkeot
bf1 ppwat by tvbgor wibgtShtc ouv dtafivor dfitri uovi Sgbtl i anfibg(,tv abdvi abt

Cpargti vbtafibt] we i vhitfii Svai atortc i htwbti etb ei dbvbetld a
gl bmbgtpuv dtv tvibgor wib-1 oovigovg, tSt aafibwigavbggtvbgl o gbgti vbtl oovght
r ebvgoetksivgo thai [,t4000(tI fivgtp niHtortH oy hbedbtwgtl i vevnr i wht
immb ariebetv tc o a btfii Swi agty wfitMbewbwy bi tnpe iabtv ty fiwnfit
lvop dbetevor dfiagti etv mvbi gv dtabe 1 bwar vbgti vbtwe 1 bwpvy dtSwew
ubvgwhtkq 7 3-; ogotbat fj,t404z(jt. or gbpbHkSempervivum tectorum sj(twgti t
c o om w witovbol fihabtortafibt. rassulaceae 1i ¢ vht i aubtaotafibtfivdfibget
Erwlbi tc or av gtahl wipghtv fii Swav dtig v bti etgrSig v bti vbi gt
kDbv t ' Di ebvbwa, t401K(jtI fivgtgl bmbgtgt] vourebety wefitnw i gvbl vo-
ernamo ,tipgotH oy tigtnw ipdwey afitowubdba aubtl vol i di awo ,tafii a
i poy gtafibtl voer nmo tortv ebl b eb atongl w dtkfibvbv i rebwivbrbwhe taot

kSht gfii w dtvbgor wibgtic o dtwc bag(ti etgeovbtkShtaw gmmav dtvb-
gor wibgt v eotui wor gtovdi  gtowbub tnp bg(tkebtDwoo t [ui tWwob-

b eibpt155U(jtqbgl wbti tv fibvb avbermao tv tdb bawtui wi Sypeht
vb aubteotgbf r i pvbl voer nao |, tafibtnp 1 pigav abdhtfii gtSbb tgfioy  teotSbt
ortabc b eorgtw 1 ove nbtroww! wetdwy &fiti etnop WBiao tort byt
fii Swai ag,tv ui gw tgrnmbggti etgr vawii pt oato thtr ebwtol awc i pdvoy afit
o ewvao gSr ati pgotv tgoc bigavbggr pb uwe c b agtklo dtbati j,t40048@bt
bati [j,t4016,t401: 8Fb opwgi tbati [j,t401: &sbnfir di -si dotbati fj,t401: (jt
A ebbe,tfior gbfpbHn tdveoy ty bptr ebwbf abe btmo evao gty wfitl vb-
uvor gtgar evbgtgfioy v dtafibtfivdfitgavbggtaotbw nbtortfior gbfbbHi etoafibw
gl bmbgtortafibtgi ¢ btdb r gtaotfii vgfitb uwe ¢ b agt oao htaotgreeb t
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SxMilladangos and Sxb unné-Bosch

A

Geographical location

Coordinates

Espai Natural de Les
Guilleries, Barcelona

41°55'36"N, 2°21'47"E

Basic and Applied Ecology 81 (2024) 96-105

Altitude (m.a.s.l.) 789
Orientation South
Spring/summer rainfall
(last 30 days, in mm) 179.7/7.4
Soil pH Alkaline, pH 7.8
C Ssampling | T(2C) | RH (%) SWC (%)
Spring 24.31 60.26 18.23+9.23
Summer 43.68 20.03 1.16+0.19

sunivAh Cfii v nabw8i avo  tortafibtfior gbppbbHkSempervivum tectorum sj(tl ol rf aw tdvoy v dir ebvubvhitgavbgg pino evaw gtv tge i pnpurgty ts bgtWe vipbwbgtNELL i v (R (t
Wbodw 1 fivii piponiao ti etb uwo ¢ b @ pno evaw gortafibtgar evbetl ol r j o ,tv nprev dti prar eb,towb a a&o ,tc o afiphtwv i pgti etgowil . jtkB(tq ba wtortafibtge i gt
npargty fibvbtl @ agty bvbtdvoy v djtkC(tMvivonpe i antei a tvbnovebeter w dtgl w dti etgrc ¢ bwtv nprev dti wiebe 1 bviar vbtk (6 etvbp awbtfir ¢ wewhtkT. (jtLovic owgar vbt
K.) C(teia tvbl vibgb atafibtc bi t+ LEtort t= 4jtLic 1 ps dgty bvbtl bwove beto tUdfitJr bti et41gaRr dr ga404zj

ogST ai ppotaotfibi atgavbggthks i wfibwbati [, t40108&fli fii wi tbati §,t4010(jt
Movboubwtafivgtgr nmr b atl g atgl bmbghgti oty webgl vbi etv toafibvventht
pniao gtdov dteoy tlvodvbggwbphtv tipsarebti et p aarebt i nvoggt
Ervol bti adi v v dtgoc btpy bwe o a btfii Swai agty wfiti tMbewbwy bi t
npc iabtv tafibt/Sbwi t; b v grp,ty fibvbtwatvbi nfibgtvagte wgawSr aw tpc vat
KLc wafi,t 1591 (jtFr vefibve ovb,tfior gbfpbHEm tSbtror etv tgor afi-ri nv dt
gwl bgtortc or a v gti apy bgati prar ebgty fibvbtvat gr mbvgtc ovbt gbubvbt
evor dfiatbub ag ty fiwnfitfii ubtSbb tv mvbi ghetShtnpc i abtnfii dbtks i wfibw
bati f,t1595(jt. oy bubwtwegtSwomdhtfii gtSbb tubvht]l oovhtgar ewbetv tvagt
ewganwSr ao tpe v tgor afibw tEr wol b,ty fibvbtdpSi pgnfii  dbtvgtnr wb aht
bf bvav dti tfir dbtevgawSrawo t1 vbggr vbtic o dt gbubw it gl bmbgt ki dbvi
bati [j,t40108Tr 3-si Sor vebabtbeti fj,t401z8Nonbtbati fj,t401(j

Lv nbtl g afiove o bgtvbdr d abtdvoy afiti  etgavbggtvbgl o gbgtr ebw
g ev dtfioy tfiowe o il wPpbgtnfii dbty wfitevor dfiat vgt mwavm v tit
no abf aortdwSi pnfii  dbjtl fibtPbpetortl @ afiove o oc wgonr gbgto  tafibt
xripa aubti etxri aai awbti iphggtortl i atfiowe o bgtkVweSb Tiw
oy ghyt 404z(jt ; @ a fiowe o bgt i ot nipbet 1 fihaofiow o bgt ivbt
y -c opbnr i wy bwdfiat owdi wit noc 1or egt or et vt ubvht c v rabt
icor agthrgriphty wfiv tafibt dt]tdtevhty budfiaYq) Ztw db(jt. ow o ipt
inmo tgwddbvbeti rebviSv ev dteoti tgl bmPntvbnbl aovii etafibo gbxrb a
inawi ao torti tgwd ipr dtvbgl o gbtibi ev dteotnfii dbgtv tdb btbf1 vbggwo t
v tafibtgi ¢ btovi tewga aowdi tki ebwaw gl ovatShtafibtui gnr d vighgabe (t
kg iuwbgt4010(jtRc o dtafibtui wor gtl fihaofiove o bgtegnoubvbe taotei ab,t
i Sgmgwti metkRBR(twgto btortafibtSbgaH oy tgavbgg-vbp abetl fihaofiow
c o bgt ghatgtubvhtbrbnavubtv tafibtvbdr g a0 tortaw gl wiaw ,tfihewr pnt
mo ernavurvhti et pbi it dvoy afit i whgat afir gt no rhww dt ever dfiat gavbggt
obw nbtk fioc 1 go tbati f,t400U8q i uwbg t4010(jtOafibvigavbgg-vbr abet
1 fihaofiove o bgtgrnfiti gt gi pnhp abgti et%gc o iabgtivbtl i vewm p wht
H oy trowafibwivobtv tSwantgavbggteotbww nbtkl i vennr [ vyhtv tafibtl g a
wgl o gbtaotSwawel figti et bmvoawel figtvibgl bnavubht kq i uwbg t 4010((jt
. oy bubwtAibtvobtortRBRtv tSwoanigavbggtaobw nbti e tafii atortgi pnhy abgt
i etY%gc o iabgtv ti Swantgabggtvbgl o gbgtgr nfiti gtevor dfiat gavbgg tgt
gy htSr atl vedvbggwibfhtSbv dtvbubi hetkDfii  tbati j,t401K84hi gtbati j,t
4041(,tafir gt gfioy v dtafii a1 fihaofiowe o bgtinatv tno nbvet wafibvrafii t
ip btkMGgbw [Mr b-Bognfi,t4041(jtI odbafibvty vafitRBR,t%gc o iabgt
fii ubt Sbb tgfioy taotl voc oabt geoc ial i npogr vt Kir fivai t bat i j,t 40068
Mr be igitbaigt400Utc oerp abt vooet fihevir pntno er navuneht afir gt
Soogav dtgovty i ebwir | @ Hbtr ebwy i bwebPmetkli’ nfib3-Toc bw tbati f,t
4046(t1 et inawiabt uwic v t Et Swogh afibggt vt1d agt ki eowt
. o ebwC3hatb,40048Lybgtbati 1j,t40198Ci gi e bg~gtbati [, 4041, gt
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fii gtSbb tvbnb aphtgfioy tv tor vigar ehtr gv dtdvbb fior gb-dvoy ,tl oasbet
fior gbpbbH i agtbf 1 ogbetaoti tioc Sv i &o torty i bwebPmati et rawb a
ebl i ao t kVygiei dogt Mr b-Bognfi,t 404z(jt At no avga aot
gavbgg-vbp abetl fiheofiove o bgtirfv ,tnhaoly v gti etdSSbvbpy gtl vo-
¢ oabtnbptdvoy afiti  eti vbtafibvbrovbtdb bwi ghtH oy ti gtdvey afi-vbp abet
fiove o bgtkqi ubg t4010(jtRr fv twgtl i vevm i whtwe 1 ovei  atrownbpiewr
hvb ai aw tl vonbggbg, tfibd tbgai Spegfitl op wehtv tui wor gtut oai ptl i a
bwgtortli aebubmlcb ai etlwvoc oabt dvoy afit 1 i vesnr d wht nbpt
bfli gw tkMi%it ToSbvat4019(jtChaoHy v gtivbto btortafibtc oga
w lowi al fihaofiove o bgtaotSoogal i advey afi,tgv nbtafibhtc oer f abt
nbpfevugwo ti etgv Hgavb dafi, tbf bvav dtl ogwwubtrbbe Si nktSbay bb tSoafit
1 vonbggbgtafii aphi etaotwl etl @ advoy aiti etebubpl ¢ b akVinA ahvbt
bati g,t4041(jtWSSbvbpv gti rgotl voc oabtdvoy afi,tSratv tafivgtm gbtv Qr -
b nv dtld agBb,ti gebtmoc tgac rdav dtgbbetdbwve v i aw ,tQoy bw dt
i etoafibvitbhtebubml ¢ b ai gl venbggbgtkCi gavo-Ci ¢ Si thati f,t4044(j
I otorwH oy tbedbt bc 1 wwni t bueb nbt owtfiove o ifc bnfii wge gt
r ebwhv dt fioy t evordfiat v Qrb nbgt np ip vbl wermmo tvtlp agt
v fiiSwvav dtc 0 a btlolrpaw gtdwy v dto tnpmgtr ebwi tMbewbwy -
bi tnpc iabtfii gt oaSbb toSal v betafir gtri wtl fivgtwgt] i vennr [ vhtv abw
bgav d,tgv nbtdpSi gnfii dbtwtpibrhteotvbernbtl i al bwove i nbter btaot
yiw v d-v er nbetevor dfiatpc vai ao gtl fir g ty btfihl oafibg3be tfibvbtafii a
oato htRBRtSr ati [got%ge o iabgtc i htSbtv uopubetv tafibtl g atgavbgst
wglo ghti etinmpc iaw tvbgl o gbtortfior gbibbH i agtdvey v dto  tnpargt
vtitc o a btMbewbwi bi tfiiSva&t) wefitafibtiw tortbui priav dtafibt
v Qrb nbtort evor dfiat gavbggto tnp ipvbl voer naubtmil imehti etafibt
immpe i aBi ao tortfior gbpbbHl i agtaotgr ¢ ¢ bwevor dfiatv ts bgtWr vybwbgt
cor av gkNEtLliv (,ty btc bi gr vbetafibtl voer nao tort by tng bgti et
bui pr i abetafibwil bwove i nbtShtr gv dti tfiowe o oc wgti 1 | voi nfitafior dfit
pxretnfivoc i aodwl fihtnor 1 hetaotai ebe tc i ggtgl bnavoc bavhtks C-ML]t
ML(j

cilmi2M.ra IltrM
Study species

Sxtectorum sjtwgti tovbol fihabtgr nmr b atgl bmbgt i aubtaotafibtRy g
; hvb bbgti etBipH gtahl vm ghtv fii Svav dtventhtor anvel gty vefit peabt
grSgaviabty ig v bt etgrSig v bti vbi gkDibv t Di ebvbwa t401K(jtqr w dt
afibty v ebvg tafibtgl bmbgtvbe i v betmoubvbety wfitg oy ,ty fivnfitl voabnagtafibt
ld agtvec tfii vgfitno evawo gtgrnfiti gtnopetabe 1 bwar vbgti etrvbb3v dt
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y v egksiwafibww ) id bwtl59z(jtagfioy gti ti nawubtl bwoe tortubdbai awubt
dvoy afit erw dt glw dt kMih-Jr b(ti et Qoy bw dt erw dt grc ¢ bw
KJr th-Lbl abc Sbv(jtEi nfitng i fromgbatvgtubdbai aubpht! voer nbeti etvb-
civgmo bnabetotaibtc oafibvivogbaebtafiver dfiti tgrop tr aphetvooagtv aot
afibt govjtRgtitc o oniw wtgl bmbgto nbtafibt vegbasbt Spoc gtvwatb abvgt
gb bgnb nbti etewbg tibi uv dtafibmp i pongl w dteotl vopo  dtafibtgr vawui
ortafibty fiopbtdb by

Study site

Rt iarwpl ol rp ao tortfior gbipbHkSempervivum tectorum s j(tponi abet
i asbgtWr vygbwbgt Ni ar w t; voabnabe tRvbi tkVyi  oui tebtLir ,tNEtLliv ,t
61°KKz: "N,t4°41'6U'E(ty i gtgar ewbe tkiwdjt1 R (jtl fibti vbi tvgtnfii w nabwBbe t
Shtl voc v b atge i pinpargtrove betShte i abwi petgr nmbggwibphtgbewe b abet
oubwafibthbi vgter w dtafibtEonb btl bwoe tafii atl voaw ebti SoubtMbe webw
w bi tbubvdvbb trovbgagtc iv htluercus ileP i etVinus sylvestris,ti et
igot ebmer or gt ovbgagt ¢ iv fht . astanea sativa i et 1uercus roCurijt
. or gbibbH1 i  agtgar ebetfibvbty bvbtdvoy v dti aUs0tc jtijgptv tgor afi-t
owb abe tvbnbggbgtorto btortafiogbtnpirgtrove betShte i wgtno dpc bw abgt
i etpc bgao bgtibi uv dtpeabtgr Sgavi abteotl b bawi abtvooagtv twatkivdjt1 B(j

A gl w d,tbwdfiatv evrer i pgtghl i webetShti aybi gaKOtme ty bvbtgbrbnabe jt
I figtnwebwo ty i gtnfiogb taoti uovetgbbnav dtvogbasbgtSbp dv dtaotafibt
gic btlg aghgde tigtafivgtgl bmbgtrove gtbfab ebetc iagtv twagt iarwp
fii Svai gjtEi nfitv ewrveri gy i gtnoc 1 ogbetortafibtc oafibvivogbaeb, tidex afibt
v vaii pvogbaebtaotSbibgal Spgfibe,ti et i pomgbagafii ay bvbmo  bnabe tot
afibtc oafibviefiver dfitgpopp gti  etafii ay bvbtvwooabetv aotafibtgovjtl fibtb awbt
ld aghgabe ,tv nprev dtafibtvooabe torrgbag, ty bvbtc i vibetv ewunveri ghti a
afibtwc batpbubpaotc o veowafibe tafivor dfior atafibtgl w dti etgrc ¢ bw
gbi go gitBodfitgl w dti etgrc c bwgic 1 pr dgty bvbt]l bwove beto tngbi v
gr hteihgtiac ifw rc tl fioaogh afibavm phti nawubtv meb atew wi pggod w
wev ao tidc weeihito tUdfitJr bt et41gaRr dr gaort404z,tvbgl bnawubrhjt
O tbi nfitgi c 1 pr dtonmi gw ,trr ph-bf1i  ebetbi ubgtnvoc tafibte wetl i vetort
aibtc oafibvivogbasbti etmoc tafibte wetl i vetort bi nfitvooabe tomgbaty bvbt
buwfibvinoybnabe trovil fihgwowdvn figal ar gte bi gr vbe b agtkibbl v dtafibe tv t
eiviti etfirc wtmo ewwo gtowme3b tin situ v tpxriet waedb ti et
aw gl owbetaotafibtp Sow aovh,ty fibvbtafibhty bvbtgaovbeti at-90t&tr apt
Svonfibc v i i thgbg

E uwo c b apno ewwo gty bvbtc o weovbetShti tXEMRty bi afibvigai -
ao tpom abetv Vwntki a5t tvoc tfibtgar evbetl ol rp ao ,tgbbR11b evf RA
i Sibt 1(jt Movboubwt er w dt afibt gi c 1 pr dgtc vivonpe i antno evao gt
y bvbtc 0 weovbeti aafibtv ewuver i pbubpkidjtl C(,tv nr ev dtebe 1 bvi ar vbt
K (i etvbpawbtfirc wewehtkT. (trgv dtitl ova Sptafibve o-fihdvoc babw
kq O596UtMr pur navo  tMbabwtq by tOfic ,t; i eoui ,tAd th(jtLovigi ¢ 1 g
y bvbt nogbnabet i rebve ngbi wr dt afibt gr wi nbt ortovdi wntc i asbvjt A t bi nfi
gic 1 d,ty btbgawc i ebetafibtgovty i abvino eb akl) C(ti rebviy buwdfiv dtafib
c owrtgovii  etafibtgovte wbeti aU0t&tropwy v dtafibtdw uwe bawntc bafioe
i etShtillthv dtafibtrove 1 9dt= ke ¢ 6yg280VE-C evintOVHIC evineOVLOWD
1. tyigtipgotc bigrvbetv tgl w dtgbi go taotmr vefibwr ebvgai etafibtgowp
1 vol bvasbgtortafibti vbi j

fleaf water status and leaf mass per area

O btvbgfithi 1ty i gmogbnabe i buvogbaebtkbrefibvic oafibvowbi nfitng b(t
i etyigtbl ai afiwdfitvbp awbtfir c wewhti etv tafibtei vidr avti vwwui pi atafibt
1 Sow aovhty bvbtr gbe trovil fihgwopdvm figai ar gtc bi gr vbe b agitl fib ,tybi it
iwityigtoSav betimbvwgm v dtafibt i ubgty wfiti tQi &Sbetgm bw
ke oebpOrPnb%at; vot9: 10,t. ; ,tCi prow Wi ,ta LR(ti etpbi rti vbi ty i gtbgav
c iaetmvoc tw idbgtr gv dtA i dbtJtgoray i vbjtsbirtc i ggtl bwi vbi tw awot
ks MR (ty i gtmi par  abeti gtq ) Jtpbi rti vbi thdq) 1ne *(jtI fibtvbp awibty i dbvi
mo @ akl) C(ti etpirtfihewao tk (ty bvbtbgac iabetmvoc tafibtgi c bt
wbgfitpbi ubgjtFwea, tbi ubgty bvbty budfibe taotoSai v tafibtrvbgfity budfiakF) (.t
aib tw c bvgbetv tegaygbety i bwii at6t&taotbgac i abtafibtar vavety budfiat
K) (ti ebw46fi,ti etP iphtoub -ewbeti aUOt&tr apino ga ay bwlfiateot
oSal v tafibteviaty bwdfiatkq ) (jtT) Ctk2 (ty i gtmi pu i abeti grogpy g4100tf t
K) -q) (JK) -q) (8i et tyigmipwpaeti gkF) -q) (Iq) j
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Estimation of clonal production

Nby thtl wer nbetnp bgty bvbtnor abetaotbgawc i abtnw btl voer nao t
Ibwl g anoc tgl w dtaotgrc ¢ bytqrw dtafibt UK-ei htl bwoetSbay bb t
glw dti etgrc c bwigic 1 pv dgt6tnm bgtefii aty bvbtr vooabetv tgl w dt
ci idbetotwoav aotafibtgovikafibt402 tortaoa pir vooabetnp bgtv gl w d(t
i ety bvbtv nprebeti gtgi ¢ 1 hgtv tafibtgr ¢ ¢ bwigi ¢ 1 pr djtMovboubwtafivbbt
wooabetnp bgtafii ay bvbtgi c 1 hbeter w dtgl w dtewbeter w dtafibtUK-ei ht
1 bwoejtI firgtitaoa gort4zti et46twoabetomngbagty bvbtgic 1hetv t
glw dti etgrc ¢ bwtvbgl bnavubphj

. hlorophyll content

; fioaogh afibantl wWde b agtv np ev dtnfippvel fihgtkCfifta i etCty bvbt
ebabve v betv tpbi ubgtr gv dtKOtc dtortivbgfitdvor etc i abwi pbf aw nabetv t
1j4tc stormopetc bafii opno a v v dt0jO012 tortSr ahp ebetfihevof haoprb bjt
I fibtbf avinao t1 voaonmopv npr ebgtv tbi nfitvor eAzO0tc v tortnopetr -
go wmao tkBw go t4K10trpwgo wingbi bwtBw go wmtqi Srvi,tCI,t
GLR(;tuovebfv dti etnb amrdiao tia1Kj590tg mw10tc v tia6t&t
k wge T,tsiS baAadwiao ipA m(jtRrebwafivbbtver egtortbf avinawo ,t
grlbwia agty bvbtl oopbeti eti SgovBi nbgtortbf awi naghi a6 U0,t: Kz,t: : : t
i etUKOt c ty bvbtc bi gr vbety wfiti ti V] Vig\Sbtgl bnavel fioaoc babworti t
eor SphtSbi ¢ tkCEU600tRxr i vir g tCbmptA gaw ¢ b agts ae,tCi ¢ Swedb, i D(jt
Cfiga i etCfifC no nb avaw gty bvbtn pwf abety vefit afibt bxriao gt
ebubl betShtswifisb &fii hwii et) bpSrw tk159z(j

L ormonal pro5ling

E eodb orgt no & agt ort Sodfit gavbggvbp abet 1 fihaofiove o bgt
Yv npr ev dtRBR, tafibt%ge o iabgtl4-oPo-1 fihaoewb ownti metkO; q R(,t%g
c o wti metkJR(ti et%gc o ohpywgorbr nv btkIR-Ab(,tgi pnhpnti me tkLR(,t
afibtbafihfb btl vbnr vgovel-i ¢ v onhngol vol i b-1-m vBof hpnti me tkRCC(Z3
i etdwvoy afi-vbp abet 1 fiheofiow o bgt W nprev dt afibt i nawubt nhaoHv v gt
kCDg(ttrans-3bi av tkafl(ti et4-vgol b @ hpieb v bty (fibtirfv tv eob-t
z-i nbavnti me tkARR(ti  etafibtd\SSbvbpy gtWR1,tWR,,tWRe,ti  etWRyZty bvb
ebabve v bet o t binfit gi c 1 bt Sht r gv dt r pwi fivdfi-1 bwowe i nbt pxr e
nfivoc i aodw| fihtki. ; sC(tnor1 pheteota ebc tc i ggtgl bnavoc baviatkVIL]
ML(ti g vbuvor gihtebgmwSbetv tVMGpbvi etMr  b-Bognfit401 1 (jiLfioverh,
moc tafibt] vbuvr gtc bafii opmntbf avnagt no & v v dtebr ébwr ¢ -pi Sbbe
v bwipgi eivegt400tusty bvbtaw grbwbe taotun pgtafiver dfitfihevol fio-
Swt; I FEtPpbvgtortOj44tuc tk fib oc b bf,tT owy nb,tCR,tiLR(ti ety bvb
v %nabetv aotafibtti. ; s C-ML]MLtghgebe ,tno gwav dtorti t. ; sCtmor | be
aotitawl btxriewl ot c iggt gl bnavoc babwt kii I TR; t 6000,t RBt Lmbf,
Co move,t O awo,t Ci iei(jt. ow o bt xri aPniao t v t bwfibw afib
bdi awbtovtafibtl ogwawubtw tc oebty i gteo btShtr gv dtmi pSwaw tnr vabg
owbi nfiti i fhebtv tafibtMr peiiri al MtzjOjljtgomy ivbti etno gwebw d
afibt vbnoubvht v abgtort afibt gi ¢ 1 bty wefitafibtebr abvar ¢ -g Sbpbetv abwip
g eiveg

Statistical analysis

Einfitr nawo ipgawwac bigrvbetkbirty iabwgd argtsMR,tCfigi et
fiowe o bgmo ab Aty i gtbui pri abeti gtafibtvbgl o gbtui wi Sphtv tgai agavmi
i ithggtBbrovbtl bwove v digai avgang tSodfitei ai t ove i pehtklfiil wo-) i
abga(ti etfioc ognbei gavmehtortvbgier i petks bub b’ gtabga(ty bvbtubwPbeti gt
ebgmwSbe tShtflr r vibati jtk4005(jtBof -Cof taw grove iao gty bvbti 11 pbet
aotinfivbubt owe ipehti etfioc ognbei gaumeht vbxr whe b agtaot] bwowe t
i ithgbgtortuiwi nbtkRNOVRg(to htv tafibtropgoy v dtui wi ShgAmdi -
wafic vitaw gove iao trow”. hewwawo ”,t“RBR”,t“O; qR”,t“JR”,t“WR{,t
“I oal gWRE’,t“4-y; L, t“fl”,t“Cfipit+ S”,ti et“RCC’8gxrivbtwoaar g
mw iaw tow“JR-AD”,t“WR;”,t“WR,” i et“ARR”8V ubvgbt gkr i vbt vooa
an gow iao towLR” i et“WRe’8i etvbml vonmifaw gowe iao trow
“Cfipti ]S”jtl oti ggbggtafibtbbnatortLbigo i etLaarg’i etafibwil ogglSht
v ebwnao ,tc bi tuipbgty bvbt abgabet Shtitay o-y i ht RNOVRjt. bvb,t
“La ar g’ vbrbvgteotafibtr nawo i gSwopdwn gbbe b aty wfiv tafibtl g atv -
ewneripkooc 1iwgo tortc oafibvivogbasbgtaotvooebe tnp  bg(jtl r Hbh’gtl ogat

75

.

CAPITULO 2



p

CAPITULO 2

SxMilladangos and Sxb unné-Bosch

Basic and Applied Ecology 81 (2024) 96-105
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=3 New clones
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sudavh Viwi ao gtv tafibtl fihgwopdwn piga ar gtorte oafibvivogbasbgti et by tnp  bgtortSempervivum tectorum sjtdvoy v dto tge i panpargtv ts bgtWe vipbwbgtkNELLL i v (jtkR (t
q bal vpforti tc oafibvivogbasbti etwgt by tn bgitkB(tTbp awubtibi ity i dbvino ab akT) C(,tbi tfihewao tk (i etpbirtc i ggtl bwi vbi tw awtks MR (tortafibte oafibvivogbaebgti et

by tnp bgterw dtgl w dti etgrc ¢ byjtqia tvbl vbgb aafibtc bi t+ LEtort t= 9tc oafibwivogbaebgti etSbay bb t4zti et46t by tnw bgtkowgl w dti etgrc ¢ bwt
vbgl bnavubph(jtTbgr mgtortga agang tv npr ev dtafibtbrrbnagtortawe btorte bi gr vbe b agtkgbi go (;tebubpl ¢ b a pigai argti etafibwiv ebwnawo ti vbtgfioy tv tafibtv hagtkV<0jOK,t
ay o-y i tRNOVR(jtq urbvb apbasbvgtv ewni abtgwd Wni aevrbvb nbgtrowv ebwnaw gtkV<0jOK,tI r Fbh’gtl ogafiontebga(jtNL,t oatgwd WPm g

fiontabgety i gtr gbetaoti i ph3btc r pl htnoc 1iwgo gtSbay bb tdver 1 gitRpt
gAl agavn fevrbvb nbgty bvbtno gebvbetgd Wm ay fib tV < 0jOKjtRpt
gal avgavm pabgagty bvbtl bwowe betv tTtShtr gv dtTLar evoti etafibtl i ki dbgt
“i dwmog b”,t“mw i et“MRLL” KI'Lar ewotl bi ¢ ,t4041(j

b MIM
. lonal reproduction under severe drought

. or gbppbHkSxtectorum(tl i agtdvoy v dto tgc i pinpagtv titc or av t
fii Svai atv ts bgtWr vpbwbgtNEtLl i v (r ebwvti tMbewbwi bi tpc iabty bvbt
bf 1 ogbe teotgbubvbte vor dfiat oao phiwe 1 ogbetShtafibtfii vgfitb uwe ¢ b a
mo ewo gtb nor abvbetSbay bb tgl w dti etgrc c bwty fiwfite bnvbi gbet
govty i ebwimo &b amvec t192 taot12 tkShtuop,tFwdjt1C(tSr al i veur i wht
Sbmirgbtl g agty bvbt pebvi ght dvoy v dt Sbay bb t ventigt kindjt 4R(jtI fibt
i ubw dbtgowebl dfity i gti vor etdtne to thtfirgl g agl b baw abe tvbuwibgt
Sbay bb tvenigtrowy i abvir 1 ai Fbjtq bgl vabto htUj6tc ¢ tortw v ri pii nmx -
¢ rabeter w dtafibtzOtei hgtl vbnbev dtafibtgi ¢ 1 pr dter w dtgrc ¢ bvii et

otl vbml vai avo ti ati pronmr wheter w dtafibtl vbuvor gt1Oteihgtl i agthbl a
aibwmtT) Ctivor etU02 ,ty wefitui pr bgt402 tpy butv tgr ¢ ¢ bumoc 1 i vbetaot
afiogbtoSai v beter w dtgl w dtkddjt4B(jts bi tebfihewwaw tSbay bb tgl w dt
i etgrc c bwty fiwnfity i gti pgotvbQbnabetSht. -ui pr bgty i gtubvitge vi wv t
¢ odfibvtvogbaabgti et by tng bgtebgl wbtafibtp vdbtc ow fioppdvm frewr
tbvb nbgtSbay bb tbi ubgtortSodfitl @ atahl bgjits MRtv nvbi gbetSbay bb t
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glw dti etgrc c bwtSratc ovbtc i vibefhtv tc oafibwivogbasbgtafii tv t by t
nw bg tafibty abvigfioy v dtpy bvis MRtui pr bgtafii  tafibtrove bwtbgl bmvi ht
v tafibtgr ¢ ¢ bwkiwljt4B(jtq bgl wbtdvoy v dtr ebwafibgbtfii vgfitb uwe -
cb dpm ewo gtc oafibvivogbasbgttbl atafibtni ] i mehteotrove t by tn bgt
erw dtafibtgar ehtl bwoe, ty wefit by tSregtke bwgabe i antaggr bg(ti poy v dt
mw ipglwlidiao terw dtgl w dti etvbi nfiv dti d wer namo tortQjUKt by t
nw bgtlbwl g ao tiubvidbter w dtafibtUKtei hgtortgar ehtkFwdjtz (jt) bt
oSgbvabe tafii atafibtni | i mehtortl wernv dt by tnp bgte bnvbi gbetl vodvbg
gwbphti gtgrc ¢ bwevor dfiat]l vodvbggbeter w dtafibtgbigo ti et ot byt
nw bgty bvbtl voer nbeter w dtRrdrgati etLbl abc Sbutkl bvgjtOSgj(j

Acclimation to severe drought

) btc bi gr vbetui wor gtgavbggtc i Hbvgtv tafibtPbpetaodbafibwry vefitfiow
c o ipl wPpr dtafiver dfiti tc bai Soppc witii | 1 voi nfitr gv dts C-ML]MLjtRt
100-ropetv nwbi gbtv tropi wRBRtno &b ay i gtoSgbwibetmoc tgl w dtao
grc ¢ bvSodfitv tc oafibvivogbacbgti et by tnp bgtkiwdjt6(;tno noc i ah
y efitvber nmo gtv tT) C,ty fiwnfit ebnvbi ghet Sht402 to phtkFwdjt 4(jtA
mo aw gataotRBR,tafibtno ab agtortLRtgpdfiaphte bnvbi gbetSodfitv tc oafibw
vogbasbgti et by tn bgtSbay bb tgl w dti etgrc ¢ bwkiwdjt6(jtCo nbw -
v dtdige o i abg tafibtSwogh afibawntl i afiy i htgbbe betaotSbtvi 1 ve thte whnabe
aotafibt]l voer nao tortafibtSwoi navubtno %di abet%gc o iabtmove ,tJR-Ab,
y fiwnfitv nvbi gbetgw rmi  bor ghty wfitRBR, ti pfior dfiteoti tppy bwtbf b a
kivor etlO-moptv tSodfitl i aahl bg(jtAtgt oaby ovefihtafii aty fivbtrvbbtJR
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Rooted clone
" An"

Rooted clone

C Season period Days  Clone production Rooted clones
SPring- 75 0.75+0.31 20%
summer

swigh A Qrb nbtortevor dfiato t by tnw btl voer nao tv ti tfior gbfbbHkSempervivum tectorum sj(tl ol rj aw tdvoy v dtr ebwubvhtgavbggr pno evao gtv tge i pnpargtv t
s bgtWk vpbwbgtkNEtLL i v (ter w dtafibtgar ehtl bwoe thivoc tUafitJr  btaot41gatRr dr gat404z (jtkR (tRte bai vitortc bwgabe i anntavggr bgtbi ev dtaot by tnp btl voer nawo ter w dt
gl w djtkB(t; fioaodw1 fitai Fb ter w dtafibtgr ¢ ¢ bvtgfioy v dtwoabet by tnp bgtafii ay bvbtl voer nbeter w dtafibt gatz—: tc o afigitkC(tNr ¢ Sbwortnw bgtl voer nbetl bw

¢ oafibvtvogbadbti etl bwib a dbtortwooav dtortafibt by tng bgter w dtafivgtl bwoej

gpdfiahte bovbi gbe,tO; qRtmo @b agty bvbtgfii w phtvber nbe tSbay bb tgl w dt
i etgrccbwtdirgtvewiav dtitgae dtinawuiao tort afibt %ge o iabt
1iafiy i htaoy i vegtrove i awo tortJR-Abtkiwdjt6(jtI fibtbafihh btl vbnx vgowt
RCCti pgotv nvbi gbetSbay bb tgl w dti etgrc c bwti pfior dfitaoti tbggbw
bfab atefii tafibtoafibvigavbgg-vbi abetfiove o bgtkRl11b e tRAFWjt1(j

Atno awgataotRBRti etJR-Ab,tdvoy afi-vbp abetfiove o bgtv nrev dt
Swinaubtirfv kR11b e RAFWj@(,tWRgkidjtk(ti etmhaoHyv v gkiwdjt (t
ebmbi gbetmvoc tgl w dtaotgr ¢ ¢ bwty fiwfity i gtno gweb aty wefitdvoy afit
i wbga tSr atafibwivbgl o gbty i glewrbvb au pSodfitv tonmr wb nbtv tc oafibvgt
i et bytnp bgti etv tafibtvber nmo tbf &b &tl fibth eodb orgmo & atort
Svwi nawibti r f v ,tv eopb-z-i nbavnti me, te bnvbi gbe tgwe vii whtShtK02 tv tSoafit
¢ odibvivogbasbgti et by tnp bgtSbay bb tgl w dti etgrc ¢ bukRl1b evft
RAFWjt4(jtA tno awi gatafibtno ab agtortafibtSwi navubtWRg tl i venn pi wht
WR1,tebnvbi gbetSbay bb tgl w dti etgrc ¢ bwShtlU02 tv tc oafibvivogbasbg t
SraShtz02 to thtv t by i bg tgotafii aWR;w @ av t by mp bgty i giz-t
rope tfivdfibvwefii tv tafibtc oafibvivegbaebgtkivdjtK(jtFv i gh, tafibtio ab agtort
Svwi nawibtnhaoHv v gt4-vgol b @ hpieb v bti ettrans-3bi av tebnvbi gbet
ShtK02 ti etz02 ,tvbgl bnawibph,tv tSodfitc oafibvivogbaabgti et by tnw bgt
Sbay bb tgl w dti etgrc ¢ bwkFuljt: (jtCfii dbgtv tnheoHv v gty fivnfitwgt
mo gebvbeti tdvoy afi-ti eti agb bgnb nb-vbp abetfiove o b,tl i wpbpet
afiogbtortava g Cfifgti etafibt Cfira] C waw,ty fiwnfiti fgotebmvbi gbetaoti t
g vi wbfab av tSodfitl g atehl bgtrvoc tgl w dteotgr ¢ ¢ bwkidjt: (§

F uMilo it .

Rnmpc i ao taotventhtnprrgtvbxr whgtgl bmPntrbi ar vbgtror etv tgoc bt
lg agl bmbgto thjt) btior etfibvbtafii atfior gbfpbHkSxtectorum sj(tl g agt
immpre i ebet aot gr vawubt afibt ubvint fii vgfit no evawo gt ort ge it npargt v t
co a btfii Swiggtr ebwvti tMbewbwi bi tnpc iabtv ts bgtWr vgbwbgtiNEt
Lliv (tShtebl phv dti tnoc 1 habti etnoc 1 bf tgbatortir navo i pawvegti et
bnopdwn pivbgl o gbgtafii atl vouvebtl i agty vefitafibtgr Pmb amr nao ig
g Swpehtaotgr vmwubtgbubvbtgr ¢ ¢ bvtevor dfigjt) fivbtnp i gvbl voer nao t
yigtie%gabetaot] vbui vy dtb uwe ¢ b dpgmo eww gtSbv dtafibtl vo-
ermmo tort by tnp bgtgawo dihtvber nbeter w dtafibtgar ehtl bwoe,tfiow
co ipie%gx b agti ppy beteotP bar btafibtl fihgwopdwm pvbgl o gbti atafibt
i ripbuby

Cp ipg lvoernmo t yigt ie%geet aot lvbuivw dt b uwo c b ap
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m ewao gterw dtafibtgar ehtl bwoetkvoc tgl w dtaotgr ¢ ¢ bvjtMoafibw
vogbaebgl voer nbet0jUKt by tnpp bgtl bl ater w dtafibtUKtei hgtortgar eh,t
afii avgtipr ogato bt by mp bl bvl i ao ti ubwdbjt ivgfitb uwo ¢ b ap
m ewao gt vbgrmbet vtitebn bt vtnw iplwernao ,tigtuwgripht
mo Pw betv tfibtPbpe,ty fibvbty bnor petoSgbwibtefii av tfii ptortafibtgar e et
ld agtipt bytnp bgtillbivbeterw dtJr bti etafiia otnp bgty bvbt
1 voer nbeti ai gter w dtRr dr gater btaotafibtgbubwehtorty i abvigavbggitl fivgt
y i abvigavbggt v tafivgtvonthtpniawo tc ihtfii ubtetaoti tgbubvbt rawb a
ebPmb nh,ty fiwfitc i hti pgotfii ubtpc webet by tnp btl voer navo jtI fivgtwgt
mo gwe ay wfitl vbuvor gtoSgbwai ao gtc iebtv todfibvinw ipglp agtvt
y fiwfitafibl voer nmo tort by o bgtgtr gr i ph,ti (Sbwteoti tevrbvb atbfab a
i et oatv ti pigl bmbgtpc webetShtgavbggr b uwo ¢ b a pno ewaw gtk@bt
bati [j,t4016,t401: (j

I fibty i abvtgavbggtvbgl o gbty i gtnfii wnabwBbetShti tgfii v tv nwbi gbtv t
opi WRBRtpbubpgter w dtafibtgr ¢ ¢ bvjtRpfior dfitRBRtl voc oabgtgeoc ial pt
npgr vbtKLr fiva thati [,t4006(,tc bi grvbe b agty bvbti py i hgtl bwove beti a
c weeihto tngbi vigr hteihgtv ty finfitmyggrinbi timetc ba Sopge t
1d agtgfioy tgbubvbtgaoc ia fnmgr vb,t got afivgt e w gantv nvbi gbt v tRBRt
mo @b aillbivbetaotSbte ovbtvbp abetaotl vibgbwvabty i abvigal ar gtafiver dfit
oafibvir navo iptc bofii wge git; vbuvor gtgar evbgtfii ubtgfioy tafii aRBRtwgt
v uopibetv tit rc Sbwortc bnfii e gtc oerp av dty i abwr gbtbrPmb nht
KRvb etbai [, 40058Nbdv t Mogfibpo ,1401: 8Nbdv thai §,4015(, toafibve
afii tafibt] vonbggt ort npogv dt gaoc i a tvagbmti gtvber nao gt v t i 1t gbt
Igbi ev dtaotv nvbi gbet i rtafiviH bgg ti gt vbQbnabetShtb fii nbets MR(jt
I fir g tRBRtri uovgti nmpc i aw taoty i bwpe wbeti et rawb al oovigoygt
gr nfiti gtafiogbtror etv tafibtge i pinpurgtorts bgtWr vybwbgjtFr vefibve ovb,t
1 vbuvor gtgar ebgtfii ubtgfioy tafii aRBRtm ti pgotvber nbtgeoc ia peb gwht
i etgoc ia ggBb,ti etSoogatoge oanti e%gac b akCfii ebwbati [,t40168
Nbdv t Mogfibpo ,t401: & btbati j,t4015(,ti gl bnagtafii aty i w¥ atr vefibwe
v ubgadi ao tv tor vigar ehtc oebptA tafivgtno abf a tvatgfior peti pgotSbt oabet
afii atafibtvber nawo tv taoa pCfipgty i gti nmoc 11 wbetShtvber nmo gtv tafibt
Cfiga] C wawijtl figti e%gac b av tl fioaogh afibantl wdc b agtgr ddbgagti t
vbernaw t v t afibt pdfiat fii vabgav dti ab bt aodbafibwt y wfiti tbub t
g0 dbvivber nmo tv tvbi namo tnb abvgtkgy nbtCfigia gtror etv tafibtp aabw
i etSodfitCfigtormr wv tafibti & i,tCvonbt ui tRc bwo db ,t4011(jt
ChaoHv v gtRBRt et%ge o iabgtfii ubtSbb twc 1 pmi abetv tafibtvbdr g ao t
ort Cfipt ebdvieiaw ti et it gb bgnb nb,t afibt mve bw 1 vouev dti t

77

.

CAPITULO 2



p

CAPITULO 2

SxMilladangos and Sxb unné-Bosch

800

ABA (ng / g DW)

500

SA (ng /g DW)

100 -

0
140
120

OPDA (ng / g DW)

400

JA (ng /g DW)

JA-lle (ng / g DW)

600 -

400 -

200 -

Season P<0.001
Status NS
Interaction NS

e

400 H

300

200 H

Season P<0.001

| Status NS

Interaction NS

{Season P<0.001

Status NS

1Interaction NS
100 -
80 1
60 -
40 4
20

[~ Tl

300 -

200 1

100 -

Season P =0.040

1 Status NS

Interaction NS

Season P =0.040

1 Status NS

Interaction NS

|

OH

OH

OPR3 and
B-oxidation

o

JAR1

Spring  Summer

Season

mmm Mothers
—= New clones

OH

Basic and Applied Ecology 81 (2024) 96-105

Jasmonates
pathway

swmia3h Viwi aw tv tb eodb orgtno @ agtortgavbgg-vbp abetl fihaofiove o bgtv nprev dti Sgmgwti metkRBR(,tgi pnhpnti metkLR(ti et%gc o iabgtSbay bb tgl w dti et
grc ¢ bwv tbi ubgtortc oafibwvogbagbgti et by tn bgtortSempervivum tectorum sjtdwoy v dto tge i pinpargtv ts bgtWe vpbwbgtkNELL i v (jtJige o iabtmo &b agtv npr ebtafiogbt
ort%egc o ohpworbr nv btkIR-Ab(ti e tvagt] vbnr vgovg t14-oPo-1 fihaew owti metkO; qR(ti et%ge o wti metkIR(tv tpbi ubgtortSxtectorum er w dtafibtgavbggti nmpe i aw t
1 vonbggjtq i a tvbl vbgb atafibtc bi t+ LEtort t= 9trowc oafibwvogbabgti etSbay bb t4zti et46t by tnp bgthrowgl w dti etgrc ¢ bwtvbgl bnavubth(jtTbgr pgtortga agang,t
gfioy v dtafibtbrrbnagtortaw btortc bi grvbe b agtkgbi go (;tebubpl ¢ b aipigai ar gti etafibwiv ebvinao twgtgfioy tv tafibtv hagtkV<0jOK,tay o-y i tRNOVR(tNL,t oatgwd-

Wni a8JRT1,tJRLMONRI EtTELAI RNI t180; Tz,tO; q Rtvber nai ghtzj
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sukRh Viwi ao tv tb eodb orgmo &b agortafibtdvoy afi-vbp abetl fihaofiove o bgtdSSbvbpy gtv nmrev dtWR1,tWR,,tWR6,tWR i etanal fWRgtSbay bb tgl w dti etgrc ¢ bw
v tibi ubgtortc oafibvivogbasbgti etvbnb ahtrove betnp bgtortSempervivum tectorum sjtdvoy v dto tge i pinpargtv ts bgtWe vipbwbgtkNELLL i v (jtqi a tvbl vbgb atafibtc bi t+ LEt
ot t= 9trowc oafibvivogbabgti etSbay bb t4zti et46t by tnp bgtkowgl w dti etgrc ¢ bwtvbgl bnavubph(jt Tbgr pgtortgai agang, tgfioy v dtafibtbmbnagtortaw btorte bi -
grvbe b agtkgbi go (;tebubplc b aipgaargti etafibwtv abwnao twgtgfioy tv tafibtv hagtkV<0jOK tay o-y i tRNOVRGtNL,t oagwd Wni g
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swindh Viwi ao tv tb eodb orgtno @ agtortdvoy afi-vbd abeti eti avgb bgnb nbtl fihaofiowe o bgtknhaoHyv v g(ti etl fioaogh afibantl wde b agtknfippvel fihpgt YCipgZ(t
Sbay bb tgl w dti etgrc ¢ bwv tpbi ubgtortc oafibvivogbaebgti etvbnb ahtrove betnp bgtortSempervivum tectorum sjtdvoy v dto tge i pinpargtv ts bgtWe vipbwbgtNELL i v (jt
O tafibtpbmtnhaoHv v gtv nprev dt4-wgol b abfihpieb v btkd-v; (ti ettrans-3bi av thfl(jt; i bpgto tafibtwdfiatgfioy taoa gCfigta + Cno @ ai etafibtwawtCfigi ]Sjtqiait
wl vbgb atafibtc bi t+ LEtort t= 9trovic oafibvivogbaebgti etSbay bb t4zti et46t by tnp bgthiowgl w dti etgrc ¢ bwtvbgl bnavubph(jtTbgr pgtortgal avgang, tgfioy v dtafibt
brrbnagtortaw btortc bi grvbe b agtkgbigo (;tebubplc b apigai argti etafibwtv abwnao twgtgfioy tv tafibtv bagtkV<0jOK tay o-y i htRNOVR(INL,t oagWd WPm &

i avgb bgnb abmbnati etafibtay otp asbvtl voc oav dtgb bgnb nbtr ebw
gabggmo evao gkl grnfivhi thati f,t15558flfii otbati [,1401: (jt. oy bubwtafibt
bfab aortfiove o ipui wiao tvbp abetaotCfigvber navo gtbf1 bwb nbetSht
ld agtc i anfibetrovimhaoHy v gto hjtl fivgtgr ddbgegtafii atafibtoS gbvabe tCfipt
mgevbQbmabetc ovbti ti nmpc i aovit o -gb bgnv dtvbgl o gbtnfii v nabw3bet
Shtdwey éfiti whgathi ev dtaotevor dfidaotbw nb,tw afibwafii tShtmirgv dt
ingb bgnb nbtr ebvgaooetigti twwbubvgShtl vonbggtbi ev dtaotebi afijt
A ebbe,tafivgt nor et Sbtno Pve bet ShtoSgbwii ao gtv tafibt Pbpeter w dt
irarc ,tyfib ty btnor petuwgri ghtno Pve tafii &t oato htafibtgi ¢ btc oafibwe
vogbaebgti et by tnw bgtrowe beter w dtafibtl vbuvor gtgl w dty bvbt gayyt
i pub, tSr atafii arafibwipbi ubgt bwfibvigb bgnbt owiri gt bwfibwer w dtafibt
grc c bw owimbwirarc twv nipgtCo gbxrb ah,tvatill bi vgtafii aafibt
vbermao gtortnhaoHy v gty bvbti ggomi abety wfitafibtdvey afiti whgatbf1 b-
wb nbetShtl i agter w dtafibtfii vgfitgrc ¢ bwb uwe ¢ b apgmo evao gt
i etdfii aSodfitb fii nbetRBRti etJR-Abtno a agtl voc oabetevor dfia
gabggteotbvi  nbter w dtafivgtl bwoejtA tafivgtvbgl bna tetvgt oaby ovefihtafii a
y btoSgbvabetv nvbi gbgtv tafibtSwi nawubtd%ge o iabto phtkIR-Ab(ty fivbt
Sodfit afibwi] vibrr vgovgt kO; qRti etJR(tebnvbi gbetSbay bb tgl w dti et
grc ¢ bwtafir gtgr ddbgav dti tv nvbi gbetdge o i abtl i afiy i htaoy i ve gtafibt
i nawbtrove ,ti apbi gatl i veni ghtc bevi abetShti  tv nvbi gbe tJRT 1ti namrwehijt
. oy bubwtafivgtl ov atvbxr whgti eevaw i pigar ebgti atafibtdb bawntpbubp
Atno awgat aotnhaoHy v gtRBRti et%ge o iabgty fimfitvbgl o ebet
g i htaotb uwe c b a gigavbggr fno evao gtv tc odfibvivogbasbgti et
by i bg tWRgtgfioy beti tgpadfiatSr atevirbvb avi pvorb,tl i vevr g vihtv tafibt
ni gbtorfWR 1jtWR 1 \gto  btortafibte ogatSwoi navubtdvSSbvbpy gtc oerfav dti t
rc Sbvortl i al fihgwopdwm gl vonbggbg tvoc tgbbetdbve v iao tool g a
gBbti etQoy bw dtkqi ubg t40108Ci gwvo-Ci ¢ Si thati [j,t4044(jtA tafibt
1 vibgb agar eh,tWR e bnvbi gbetSbay bb tgl w dti etgrc ¢ bwv tSodfitl g a
ahl bgtSrat by tnp bgtfii etgdd WPm aphtfivdfibwbubpgtortafivgtfiowe o bt
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afii tafibwic oafibvgjtl fivgtc i htSbtvbp abetaotafibtri natafii anp i fomgbagt
fii ubti tfiwdfibvtdvoy afitnil i mehtebgl wbt gavbggjt At fii gt Sbb t1 vbuvor gt
gfioy tafiiatitlr naripgavbggtv nvbi gbetaoa il i aSwoc i ggtv tafibtnw ip
1d a Tlechoma longituGa Shtb fii nv dtomgl w dtphirti etebrb gwbt
ippmaw thoc 1i vbetaotopebvivi ¢ bag ty fibvbi gt tvbrr wb atgavbggtvber nbet
db baSwc iggti eti pomabetebrb gwibtc opbnr hgtaotafibthor dbwivic bagt
Kilfii dtbati §j,t4041(tI fivgtwgtno  gwgeb  aty afitafibtbf avbe btever dfiatbub a
afii atl g agtbf] bwb nbetv tor vigareh,ti etafibtdvoy afitni 1 i mehtortvooabet
np bgmoc | i vbetotafibwic oafibvgjtMovboubwtR gtfii ubtSbb tgfioy taotSbt
v uopubetv tafibtw1 vetubdba aubtdvey afitortafibtv ui guibtnp i gl bmbgt
7 edelia triloCata Shtlvec oav dt gabc tbp diao tkqivt batip,t401: (jt
. oy bubwtr vefibwgar ewbgti vbt bbebeteotSbaebvir ebvgal e tafibtvobtortafivgt
eurbvb av gSbfii uvowSbay bb tWRgti etoafibwdvey afi-vbp abetfiove o bgt
v t by tnp bgtvbp aubtaotafibtc oafibvivogbasbgti etc ogatl i veur fi whtaot
r wubpy fihtafibtvbgl o gbtormr wbetv tWR1i et oaoafibwSwi nauubtWR gj

.ovw o oc wgtfiigtieui nbetorwr ebvwga ev dtortafibtc opbnrp v
Si gwgtortui wor gt fihaofiowe o b-c bevi abetbub agtv tlp apab,tl i vewnz -
p vhtvbp abetaoti dvenr pr vbti etv nvbigv dtl @ atl wernamo ti etmwol t
hwbpetk wihic it Monfiweit40448soubtbati fj,t4046(jt. bvb,ty btl vouwebt
buweb nbtafii atafivgti | 1 voi nfitm ti ggotl vouwebtbggb ai v rove i ao trow
w 1 vouv dtor wH oy bedbtortfioy tl i agtvbgl o etaoti etimmpc iabtaot
nfii dv dtnpc iabgjtOr vigar ehtr ebww bgtafibtr gbir p bggtortrgv dtl g a
fiowe 0 oc wgtv tl @ abnowdhjt. ove o oc wghgti twl e, tbriPmb ai et
r gbir paoopirowebbl t1 fihgwopdwm 1 fib oahl v d,tronr gv dto tvbl vbgb -
aaubtl § advoy dfitvbdr i aovgti ggomi abety afitdvoy afi-vbp abeti e tgavibggt
gl o gbgtLl bmPni gh,ty btgfioy tafibti 1 1 pmao gtortl § afiove o oc wgt
v tw 1 vouv dtorwr ebvga ev dtortgavbggti mmpe iao ,ty fiwfitc i htSbt
rgbetrovic i idbc b atl vinanbgjtA ti tgv dpbtei h,ti tnoc 1 phabti i phgwgtort
Aibtfiove o ipl voPpr dtmi  tSbti nfivbube ty vefitgr mmbgg trvoc tgic 1 pr dteot



SxMilladangos and Sxb unné-Bosch

Laboratory

Field

At 80 km'from a lab

Travelling to the field
+

Duration of sampling

~2h

Ground x mg
of the sample

- 15 min

i

ﬁ

Sample one leaf and
freeze it immediately
in liquid N,

A8 4

Hormone extraction ~ 2 hz ‘
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Each extraction
round

Vortexing

e Cold ultrasonication 7
* Centrifugation at 4 °C

Final volume " Filtering supernatant and _ 1z min X

transferring to a vial

l

UHPLC-MS/MS

~ 2h Setting up the system and
running the calibration curve
+
~ 7 min running the sample
in both ion modes (+ and -)

]

Integrating and
quantificating results

~30min & ©

Time required to obtain results: 1 day

sundekh Wii 1 fivm pfor apv btortafibtawc bti  etl vonbggbgtvbxr whetaotoSa v tfiove o i pivbgr pgtiovo btpbi 1tgi ¢ 1 htnogbnabetv tafibtPbpejtFvoc ti htdwb tPbpetgwb,ti tibi it
gic | bte r gaSbtnogbnabeti etmo3b tv tpxrwet vavodb tin situ,taw gl owbetaotafibtp S,ti etfiove o bgtbf aw nabetmvoc tdvor etc iabwi gtl fibtd. ; sC-ML]MLtghgebce t
6000i I TR; twgtri gatb or dfitaotw titgic 1 to tSoafitl ogwwubti et bdi aubtw tc oebgtv tUtc v to hj

eiat iphgwtktvdjtU( tafir gt oy v dti tebbl tnfii v nabw3i aw tortafibtl @ a
gavbggt vbgl 0 ghjt A tor v gar eh,t &fibt fiove 0 oc wgtil 1 voi nfit gbwibet aot
ebc o gawabtafibtPa bggtort by tnm bgtafir gt gfioy v dtafii a fiow o bgt
r ebvpbtafibtgr nmbggtort by tvbmw vac b aShtnw i pvbl wer nao ,ti [Sbvat
Sbv dtc oewbetaotgoc btbf ab atShtgbubvbte vor dfigj

Bt. ddMt. M

Ato npgo ,tfior gopbHkSxtectorum sj(tl g agtdvoy v dto tc o a bt
npmgt r ebw it Mbewbwy bi t npc iabt y wfiga et bfavbe bt gre ¢ bw
evor dfiat bub agtShtie%gav dtvbmyvac b atort by tnp bgjtI fibt gl bmbgt
1 vbub agtgbubvbtmbptar vdovippggter w dtl bwoe gtorty ty i abwi ui vi Sypeht
v tafibtgowti etabe 1 bwar vbgti Soubt6zt&tShtgr nmbggr phti nawui av dti t
moc | pftfiove o ipvbgl o gbtafiiatr ebvpbgtafibt dvbi atnil i meht ort afivgt
gl bmbgtaotgr vawubtbf abe btnpe i antbub agjtTbdi vev dtafii atSoafitgavibggt
i etdvoy afi-vbg eetl fihaofiove o bgtbf1 i v be tafibtgavbggtvbgl o gbtortafivgt
gl bmbg ty btl vol ogbtafibe ti gtui pri Spbtrr nawo i fraw vagtrovebnol fihgwo-
pdwi fgar ebgjt. bvb,ty btfiwdfipdfiatafibt] oab a portfiowe o oc wgti gti t
1 gbir gaoopote 1 voubtor wiH oy hedbti Sor atgavbggti nmpe i ao tvbgl o gbgt
vtlg agtpuv dtr ebwnfii dv dtb uwe ¢ b ag
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APPENDIX A
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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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Month PPT Mean T MaxT MinT Mean RH  Solar radiation

(mm) (¢C) (¢C) (¢C) (%) (MJ/m?)
March 6.1 10.68 19.39 3.40 65.77 17.29
April 47.4 12.84 21.98 5.06 63.43 21.06
May 123.1 14.68 22.33 8.51 72.94 20.63
June 220.9 20.03 27.43 13.99 74.87 20.79
July 158 24.29 32.05 17.56 67.35 24.46
August 53.3 23.84 32.76 16.30 61.26 22.44
September 34.7 19.92 28.10 13.27 69.6 17.71
October 15.1 16.92 24.42 11.20 73.65 13.08
November 7.8 9.86 16.4 3.88 73.5 8.48
December 8.5 4.26 11.0 -1.6 76.68 6.72

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).
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RESUMEN

Los organismos aerdbicos son propensos al estrés oxidativos cuando satisfacen sus
demandas metabdlicas y del desarrollo, particularmente en ambientes estresantes. Aqui,
nuestro objetivo fue revelar estrategias de supervivencia para resistir un estrés extremo por
sequia en una especie clonal a varios niveles organizativos, incluyendo las rosetas parentales
y la descendencia clonal. Exploramos los mecanismos fisioldgicos subyacentes a la tolerancia
al estrés durante la reproduccion clonal en la especie altamente tolerante Sempervivum
tectorum, en condiciones controladas y en su habitat 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 fisiologia, 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 extendiod su supervivencia durante periodos
prolongados de estrés sin costes fisioldgicos irreversibles de la reproduccién 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 Meets 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 (Klimes 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. fectorum 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 F\/Fn 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 y-tocopherol decreased with stress, while the content
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of the major and most active form of vitamin E, a-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. fectorum, 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. SA). 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 F\/Fn 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 Fyv/Fm
values than their unrooted offspring in the spring and autumn, both showed a similar slight
photoinhibition in the summer, with Fy/Fr, values of around 0.7. However, the rooted offsets
suffered from severe photoinhibition, with F\/F 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 a-
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, y-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 i1s 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 F\/F 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 pmol g! 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 F\/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 y-
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 (Klimes 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-Sanchez & 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 (y-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-Marin 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. fectorum 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. 1s 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 (TO), 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 ImagelJ, 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 35° and 120° out of 255°, the
saturation values between 45° and 255° and the brightness values between 0° and 255° 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 (Fy = [Fm —
Fo]) to the maximal (Fn) 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 11, 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/cm?).
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 30°C 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
0°/360° is defined as red, 90° as yellow, 180° as green and 270° as blue. In our case, where the
green leaves were red-stained, the hue angle varied from 0° (red, fully stained, non-damaged
tissue) to 180° (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 -80°C 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, TAA, 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 4°C 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 (Miiller & 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 pum, 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 95°C, the reactions were stopped with a cold
temperature and samples were centrifuged to clarify the solutions. Finally, 200 pL 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 ANOV As.

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. fectorum 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. (IT) 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 Fy/Fy, 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 Fyv/F 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 (TO0), 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 y- and a-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 (F\/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, y-
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 < 20umol - g! 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 F\/F. 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), y-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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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 7
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SUPPLEMENTARY DATA

A

Abiotic stress Extreme tolerance recorded data Species Reference
Heat
Hot period in summer 64°C (rosette leaves) S. tectorum Larcher et al., 2010

Frost

Early freezings

-9°C (apex, all rosette leaves)

S. montanum

Larcher et al., 2010

Winter conditions

-20°C (apex, all rosette leaves)
-25°C (vegetative clonal rosettes)

S. montanum

Larcher et al., 2010
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Port de La Bonaigua, Lleida, ES

RERERY RS

Month

S S s
Month

PP PR e
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Altitude (m.a.s.l.) 789 1308 2067
Slope orientation South South South
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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)?*. 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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A Season Population Mother

Variable 2 4
(drought) (altitude) rosette size
Clonal offset
. <0.001 NS NS
production
B Population 1 Population 2 Population 3
9 Season NS Season NS Season NS
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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 (a-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 Il
(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 t 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 702C to obtain the dried soil, and we estimate the soil water content (%)
by applying the gravimetric method formula 8g = (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.

Sampling season T°C RH% Soil water content (%)
Spring 24.31 60.26 18.23+9.23
Population 1 | Summer 43.68 20.03 1.16+£0.19
Autumn 22.99 45.97 1.67+£0.55
Spring 31.87 41.13 38.00+5.53
Population 2 | Summer 39.61 23.95 15.24 £ 6.99
Autumn 16.71 39.06 26.67 + 3.38
Spring 25.46 29.75 16.92 + 1.52
Population 3 | Summer 31.90 27.45 6.98 + 3.52
Autumn 8.59 43.09 26.46+4.71
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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.

Hormone Status Population Status x
Population

ABA 0.044 < 0.001 NS
SA NS < 0.001 NS
OPDA NS < 0.001 NS
JA NS NS NS
JA-lle NS NS NS
ACC NS 0.003 NS

GA, NS 0.004 0.006
GA; NS NS NS
GA, NS NS NS
IAA NS 0.044 NS
IPA NS 0.047 NS
2-iP NS 0.019 NS
z NS 0.009 NS
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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.

Variable Population Season Status
FoFy NS <0.001 < 0.001
RwWC 0.012 <0.001 NS

Hydration < 0.001 < 0.001 NS

Leaf damage < 0.001 < 0.001 NS
LMA < 0.001 < 0.001 < 0.001
Rosette size < 0.001 < 0.001 < 0.001
Chla+b NS <0.001 NS
Chla/b < 0.001 <0.001 NS
Car NS <0.001 NS
LOOCH < 0.001 <0.001 NS
a-Tocopherol < 0.001 < 0.001 NS
y-Tocopherol < 0.001 < 0.001 0.014
ABA < 0.001 <0.001 0.022
SA < 0.001 <0.001 NS
OPDA 0.011 <0.001 NS
JA < 0.001 <0.001 NS
JA-lle 0.007 < 0.001 < 0.001
ACC < 0.001 0.045 NS
GA, NS 0.005 NS
GA; < 0.001 NS NS
GA, NS 0.001 NS
GA; 0.039 0.001 NS
IAA < 0.001 0.016 NS
IPA 0.014 <0.001 NS
2-iP NS <0.001 NS
z < 0.001 <0.001 NS
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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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Population Individual Parental rosette N® Unrooted N° Rooted
diameter (cm) offsets offsets

1 8.0 2 2
2 8.0 2 3
3 6.5 2 2
4 6.0 3 3
5 10.0 1 9
6 12.0 1 3

Population 1
7 5.0 3 2
8 13.0 4 2
9 9.5 2 2
10 10.0 1 1
11 12.0 1 3
12 14.0 5 0
13 6.5 2 3
14 7.0 2 1
15 4.0 1 1
16 6.0 1 0
17 5.0 2 4

Population 2 18 7.0 4 6
19 9.0 1 2
20 4.0 5 4
21 5.0 2 2
22 5.0 1 5
23 11.0 1 1
24 45 2 3
25 7.0 1 2
26 5.0 1 3
27 4.0 1 2
28 55 1 6
29 55 1 6
30 35 2 0

Population 3
31 4.1 3 3
32 2.2 1 1
33 3.0 2 1
34 56 1 2
35 4.0 2 7
36 3.0 2 9
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RESUMEN

Los olivos se desprenden de sus hojas durante la sequia severa como un mecanismo de
defensa. La abscision foliar inducida por sequia 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 relacidn con los jasmonatos derivados de la peroxidaciéon
lipidica en respuestas de estrés abidtico, hipotetizamos sobre su posible rol en la
sefalizacidn de abscisidon mediante la formacién de un gradiente de jasmonatos basipétalo
creciente a lo largo de la hoja hasta la zona de abscision. Expusimos a olivos jovenes a una
retirada de agua durante 21 dias, tras lo cual, se muestrearon cinco secciones de hoja, desde
el dpice hasta el peciolo, en hojas caidas y no caidas de arboles irrigados y estresados
hidricamente. Encontramos que el estrés por sequia prolongado resulté en una reduccion
drastica de la eficiencia del fotosistema Il, y de los contenidos de clorofila y vitamina E en
hojas, llevando a un estrés foto-oxidativo, reflejado por el aumento de la peroxidacidon
lipidica. Ademds, aumentd el contenido de oxilipinas derivadas del cloroplasto vy
fitohormonas, tales como la jasmonoil-isoleucina y el dcido salicilico. Al mismo tiempo, el a-
tocoferol disminuyd en el peciolo de hojas no caidas estresadas hidricamente, sugiriendo un
condicionamiento para el proceso de abscisidon. Aunque no se observaron diferencias en
peciolos de hojas caidas y no caidas, las hojas caidas mostraron mayor estrés oxidativo en la
[dmina foliar. Se concluye que la sefializacion redox a través de la acumulacién de oxilipinas
puede desencadenar la abscision foliar en olivos estresados por sequia. El estrés mecanico
es, sin embargo, necesario adicionalmente para ejecutar la abscision foliar una vez que la

zona de abscision esta debidamente acondicionada.
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1 | INTRODUCTION

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 Il 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, a-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.

(Langgut et al., 2019). As a long-lived drought-tolerant species, the
olive tree has been widely cultivated under rainfed conditions in semi-

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 & Schar, 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

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

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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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 (Agusti 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 PSIl 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
(Mufioz & 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-lle), 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
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a-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; Munoz & Munné-Bosch, 2019). Due to the
lipidic peroxidation origin of jasmonates, vitamin E could substantially
condition their accumulation (Casadesus 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 4L pots in a silty-clay substrate, were purchased in a local
garden (Jardiland S.A., Sant Cugat del Vallés, 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 pmol m~2 s~ 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 umol m~2s71,

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 Il (F,/F.,) 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 ||
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 eg = (Mmoist soil — Mgry 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 uL 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 pL were taken to prepare two different aliquots for
each sample: 50 pL of extract + 50 pL of solvent, and 50 pL of
extract + 50 pL of 10 mM triphenylphosphine (TPP) as the negative
control. Aliquots were incubated at room temperature in darkness for
30 min. Then, 10 uL 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 (ll) 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

H,0, calibration curve as the standard.

2.6 | Tocochromanol analyses

Quantification of tocochromanols, including the four tocopherol
homologues (a-, -, y- and &-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 uL were passed onto hydrophobic 0.45 um
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 um, 250 x 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-lle) 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 Miiller and Munné-Bosch (2011). In brief, 200 uL of
extracts containing deuterium-labeled internal standards were trans-
ferred into vials by passing through a 0.22 um 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-lle, OPDA and SA with the negative ion mode,
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FIGURE 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 PSlI
photochemistry (F,F,, 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.

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 F,/
F., 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
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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 F,/F,, 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 F,/F,, dropped below 0.75. Leaf abscission occurred
from day 14 onwards when F,/F,, 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
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FIGURE 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-lle, jasmonoyl-isoleucine; OPDA, 12-oxo-phytodienoic acid;
Toc, tocopherol.

arresting growth. While new leaves were produced in plants growing soil water status was very low (3.5%, i.e. below accepted levels of plant

under irrigated condition, water-stressed plants arrested growth, water availability for the silty-clay soil type, Figure 1E) and leaf hydration

showed smaller and thicker leaves and these curled severely (Figure 1C). decreased by up to 95% (with values of 0.07 compared to 1.8 g H,O/g

Abscission of these leaves, which occurred quite homogeneously dry matter in water-stressed and irrigated plants, respectively,

throughout the canopy, was triggered by a slight manual shake when Figure 1F). Under these conditions, leaf abscission was 25% (Figure 1D).
147
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FIGURE 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).

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 (Chlrot), 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 y-tocopherol
(precursor of a-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 pug/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 y-tocopherol, the major
tocochromanol form in leaves, «-tocopherol, showed significant

decreases in water-stressed plants in the petiole only (although in
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both parts), decreasing from 293 ug/g DW to 112 ug/g DW in Pet
1 and from 210 pg/g DW to 97 pg/g DW in Pet 2 (Figures 2A and 4).
Besides, a-tocopherol content significantly decreased from 477 ug/g
DW to 284 pg/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 a-tocoph-
erol, PC-8 showed a similar spatiotemporal variation to that observed
for a-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
o-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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FIGURE 4 Vitamin E (including both y- and a-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).

(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-lle 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-lle 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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FIGURE 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-lle) on a dry matter (DW) basis are shown (see also legend of Figure 3 for further details).

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-
lle 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-lle 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-lle 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-lle 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
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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-lle/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-lle synthe-
sis was promoted from JA in all leaf parts of water-stressed leaves, as
JA-lle/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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FIGURE 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-lle) are shown (see also legend of Figure 3 for further details).
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FIGURE 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.

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 a-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 & Pefuelas, 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

152

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
a-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-lle and SA, whereas OPDA, a-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;

Mufioz & Munné-Bosch, 2020) and vitamin E has been suggested to
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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-lle. The sharp reduction in
OPDA content linked to the increase in the downstream products of
the pathway (JA and JA-lle) suggested that jasmonates biosynthesis
was induced, leading to the specific accumulation of the bioactive
form JA-lle (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-lle/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-lle (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-lle in Arabidopsis (Mahmud et al., 2022).
Therefore, it appears that jasmonates, and more specifically the bioac-
tive form JA-lle, 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; Miller & 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-lle. 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 Gonzélez. 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 Cientific 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.

Agusti, J., Merelo, P., Cercés, M., Tadeo, F.R. & Talén, 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, RM. & 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., Gongalves, 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., Gonzélez-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

153

ASUSDIT SUOWIWO)) dANEI)) d]qedrjdde oy £q PAUIIAOT aIe SIO1IE YO SN JO s3|n1 10j A1eIqIT duljuQ) A3[IA\ UO (SUONIPUOD-pUE- CAP I’TU LO 4 dyy) suonipuo) pue swd I, 3y} 33§ ‘[€707/90/80] o Areiqiy suruQ A[IA “(ouf eANqe) 9qnopey Aq [+6¢1°1dd/[111°01/10p/woo Aopim Areiqiaurjuo,/:sdny woly papeojumo( ‘€ ‘€207 ‘vS0E66€1



.

CAPITULO 4

12 of 13

Physiologia Plantar

VILLADANGOS ET AL

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.

Casadesus, 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. & Schar, 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., Chaibi, 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: Pértner, H.-O.,
Roberts, D.C., Tignor, M., Poloczanska, E.S., Mintenbeck, K., Alegria, A.
et al. (Eds.) Contribution of working group Il 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 Il. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 118, €2019246118.

154

Langgut, D., Cheddadi, R., Carrién, 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. Il. 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., Sanchez-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, TJ.A, Ton, J, Verrier, P.J., Pickett, JA. &
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.

Miuiller, 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.

Miiller, 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. & Pefiuelas, 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.

Mufioz, P. & Munné-Bosch, S. (2019) Vitamin E in plants: biosynthesis,
transport, and function. Trends in Plant Science, 24, 1040-1051.

Mufioz, 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.

ASUADIT SUOWIIO)) dANEAL)) d[qeor[dde oy Aq POUIOAOT OB SI[IIE V() (9SN JO SA[NI 10§ AIBIGIT SUI[UQ) AS[IA\ UO (SUOHIPUOI-PUE-SULId}/WI0d A[IM" AIRIQI[OUI[U0//:sd}Y) SUONIPUO,) PUB SULID | 9y 938 “[£707/90/80] U0 Areiqry suruQ Ad[IA “(-ouf eAnqe ) aqnopeay £q [H6¢1°1dd/[ 1 11°01/10p/wod Kayim Areiqrjaur[uoy/:sdiy woxy papeojumo( ‘¢ ‘€702 “bS0E66£1



VILLADANGOS ET AL.

13 of 13

ia Plantarun

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-Garcia, S., Blanco-Roldan, 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, AM., 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 Il core proteins. Planta, 231,
1077-1088.

Zuur, A., leno, 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., Gonzalez, 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

155

ASUSDIT SUOWIWO)) dANEI)) d]qedrjdde oy £q PAUIIAOT aIe SIO1IE YO SN JO s3|n1 10j A1eIqIT duljuQ) A3[IA\ UO (SUONIPUOD-pUE- CAP I’TU LO 4 dyy) suonipuo) pue swd I, 3y} 33§ ‘[€707/90/80] o Areiqiy suruQ A[IA “(ouf eANqe) 9qnopey Aq [+6¢1°1dd/[111°01/10p/woo Aopim Areiqiaurjuo,/:sdny woly papeojumo( ‘€ ‘€207 ‘vS0E66€1



.

CAPITULO 4

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.

— Attached leaves
n 2 30 per tree

n=10

Attached leaves
n = 30 per tree

Detached leaves
n = 30 per tree

Water-stressed trees
n=10

156



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.

P-values
Irrigated vs. Water-stressed Attached vs. Detached

Stress marker  Apical | Mid | Basal | Pet 1 l Pet2 | Apical | Mid | Basal I Pet 1 I Pet 2
Chl atb (mg/gDW)  0.00046 0.195 0.109 0.0337 0.0298 0.0906 0.246 0.966 0.776 0.555
a-Toc (ug/gDW) 0.489 0.785 0.157 0.00014 | 0.00208 | 0.0444 0.39 0.286 0.324 0.255
y-Toc (ug/gDW) 0.0007 0.0036 0.0215 | 1.79e-06 0.338 0.0823 0.422 0.123 0.695 0.19
PC8 (ug/gDW) 0.531 0.842 0.314 0.00059 | 0.00121 0.101 0.517 0.37 0.203 0.429
LOOH(umol/gbW)  0.017 0.0013 | 0.00047 | 0.0993 0.588 0.745 0.653 0.135 0.237 0.0839
OPDA (ng/gDW) 0.0364 0.0084 | 0.00059 | 0.00197 0.004 0.0051 0.422 0.0793 0.578 0.504
JA (ng/gDW) 0.229 0.437 0.415 0.00018 0.812 0.0675 0.442 0.0296 0.407 0.459
JA-lle (ng/gDW) 0.00014 | 0.00021 | 4.23e-05 | 1.18e-06 | 7.12e-07 0.387 0.943 0.235 0316 0.283
ABA (ng/gDW) 0.0996 0.734 0.953 0.978 0.628 0.821 0.72 0.517 0.329 0.399
SA (ng/gDW) 0.0224 0.0301 | 0.00186 6e-06 | 3.69e-07 0.297 0.683 0.0891 0.964 0.374
a-Toc / Chl 0.0319 0.21 0.911 0.00412 0.754 0.0143 0.481 0.518 0.126 0.266
y-Toc / Chl 0.00307 | 0.00135 0.024 | 6.15e-06 0.813 0.309 0.857 0.0908 0.188 0.196
PC8 / Chl 0.0299 0.218 0.718 0.00888 0.714 0.056 0.375 0.575 0.00805 0.13
OPDA / Chl 0.597 0.071 0.0249 | 0.00017 | 0.000103 | 0.619 0.746 0.218 0.503 0.78
JA/ Chl 0.00106 0.101 0.109 7.89e-06 | 7.5e-05 0.452 0.648 0.108 0.335 0.396
JA-lle / Chl 0.000329 | 0.00611 | 0.00107 | 1.08e-07 | 3.11e-09 0.728 0.517 0.366 0.127 0.164
OPDA / LOOH 0.0711 0.0378 0.0707 0.0015 | 0.000673 | 0.866 0.224 0.01 0.217 0.221
JA / LOOH 0.496 0.0366 0.068 0.209 0.461 0.584 0.196 0.0144 0.186 0.258
JA-lle / LOOH 0.0308 | 0.000464 | 0.0103 0.115 0.0907 0.743 0.494 0.0562 0.16 0.209
JA / OPDA 0.0783 0.0972 | 0.00186 | 3.3e-12 | 2.06e-08 0.999 0.597 0.772 0.397 0.797
JA-lle / JA 1.35e-08 | 1.03e-06 | 8e-06 1.07e-07 | 2.58e-09 0.155 0.723 0.216 0.78 0.481
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DISCUSION

1. Tolerancia al estrés severo por sequia: efectos a nivel de hojay de
planta entera

El estrés moldea la fisiologia de las plantas a lo largo de su vida y la supervivencia a
un determinado estrés estd condicionada por el tipo de estrategias de respuesta
constitutivas adquiridas por adaptacién o inducibles por aclimatacion. 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 dafios graves en su
fisiologia se trata de una planta tolerante a este estrés concreto. Aun asi, cuando el estrés
es severo puede llevar al limite 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
aclimatacién que se dan en este limite 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 fisioldgica de las plantas a la sequia se ve reflejada en diferentes niveles
de organizacion: celular, de 6rganos y planta entera (Gupta et al., 2020). En el capitulo 1
observamos mecanismos de tolerancia a la sequia de S. tectorum en una escala
espaciotemporal, incluyendo estrategias a nivel de hoja, asi como a nivel de planta a lo largo
de las 10 semanas de duracidn del estrés. Durante ese tiempo, las plantas de S. tectorum no
mostraron sintomas de fotoinhibicidn ni de estrés foto-oxidativo en hojas maduras situadas
en los verticilos intermedios de la roseta, manteniendo la F,/Fm por encima de 0,75
(Takahashi & Badger, 2011), y con niveles constantes de peroxidacion lipidica, similares a los
de las plantas irrigadas. Mantener intactos los fotosistemas durante un estrés por déficit
hidrico 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 mas lento de
ATP y de poder reductor en el Ciclo de Calvin, son necesarios mecanismos de fotoproteccion
muy eficientes para hacer frente al exceso de luz (Lu et al., 2003). En el capitulo 1, se
describen dos de ellos: la reduccion en las clorofilas y el aumento de vitamina E por unidad
de clorofila, concretamente en la forma a-tocoferol. Esta pérdida de clorofilas se ha descrito
como una estrategia fotoprotectora porque al disminuir la luz absorbida se reduce la
probabilidad de dafo oxidativo (Anjum et al., 2011), y ademdas 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 hidrico y nutricional
activan respuestas fotoprotectoras, aumentando los niveles de a-tocoferol para evitar tanto
el estrés oxidativo (que detallaré mas adelante) como la fotoinhibicion, demostrandose
recientemente su papel en el control de la oxidacidn de las proteinas D1 del PSII (Kumar et
al., 2021). Ademas, la funcién fotosintética esta fuertemente asociada al estado hidrico de
la planta, como asi se muestra en otros estudios donde la F,/Fm solo disminuye cuando el

RWC baja sustancialmente (Lawlor & Tezara, 2009; Dahal & Vanlerberghe, 2017).

Una caracteristica relacionada con el metabolismo CAM es la suculencia y, aunque
se desconoce si han evolucionado de forma dependiente o no, sin duda existe una relaciéon
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 aridos (von Willert et al.,
1992), también ocurre en especies de nichos alpinos, como es el caso de S. tectorum (Kérner
et al., 2003). Ademas, la relacion entre el metabolismo CAM vy 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 fotosintesis y almacenan agua; al contrario que en especies de los
géneros Aizoaceae o Asphodelaceae, donde existe una especializacion funcional entre las
células fotosintéticas o clorénquima y las células almacenadoras de agua o hidrénquima,
denominandose suculencia de almacenamiento (lhlenfeldt, 1985). Al igual que el
metabolismo CAM, un mayor grado de suculencia estd asociado a mantener la integridad
del PSII durante mas tiempo ante la desecacién mediante la disminucion de las tasas de

pérdida de agua (Ripley et al., 2013). En S. tectorum, disminuyd la hidratacion de la hoja a
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medida que pasaron las semanas, reflejado también en un menor peso fresco de la misma
(capitulo 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 tamafo reducido de las hojas y posiblemente
paredes celulares mas gruesas (Korner, 2003), esto parece indicar una tolerancia a la
desecacion mantenida durante varias semanas de estrés. Las variaciones hidricas en las
plantas estan asociadas a la sefializacion de ABA y en S. tectorum encontramos que esta
disminuciéon del RWC ocurrié de manera simultanea al pico de ABA en las plantas sometidas
a estrés. Pese a que el ABA promueve el cierre estomatico como respuesta temprana al
déficit hidrico (Suhita et al., 2004), estas plantas CAM a mediodia tendrian los estomas
cerrados y por lo tanto el aumento de ABA podria estar mas relacionado con otros
mecanismos morfoldgicos y bioquimicos que modulan las relaciones hidricas de las plantas
(Negin & Moshelion, 2016). En efecto, esta respuesta la observamos también en la poblacién
natural de S. tectorum estudiada en el capitulo 2, donde las condiciones de sequia en verano
redujeron el RWC de las hojas hasta el 70%, obteniendo reducciones similares a las plantas
en condiciones controladas del capitulo 1. También observamos un aumento del contenido
de ABA en las hojas en el verano y un aumento del LMA, resultante de una reduccién en el
area foliar. Un mayor LMA requiere una mayor inversion en masa seca foliar por unidad de
superficie foliar, pero implica una menor superficie de transpiracién, por lo que es una
estrategia propia de las especies adaptadas a habitats 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 variacién
morfoldogica es también una respuesta de aclimatacién a la sequia y podria estar
desencadenada por el ABA. Este mantenimiento parcial de la turgencia en S. tectorum, se
confirma durante el capitulo 3, en el que alargamos la exposicién a déficit hidrico y
nutricional en las mismas plantas del capitulo 1 hasta siete meses, y el RWC baja hasta un
42%. Pese a que la reduccion es sustancial, ocurre tras un largo periodo de tiempo sin
disponibilidad hidrica y, por lo tanto, refleja una estrategia suculenta ahorradora de agua o
de evitacion del estrés; al contrario que las plantas resurrectoras, las cuales si toleran la
desecacion casi total en hojas, disminuyendo su RWC hasta el 5% y recuperandose al acabar
el estrés (Bernacchia et al., 1996; Oliver et al., 2020). En este contexto, la recuperacion del

estado hidrico de las hojas del medio de la roseta en tan solo una semana después de la
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rehidratacion muestra también la resiliencia a la sequia 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 mas en la aclimatacion de una especie. De hecho,
se sabe que las paredes celulares de las hojas suculentas son el3sticas, lo que les permite
doblarse durante un estrés prolongado y tener cambios drdsticos pero reversibles en el

volumen sin comprometer su funcién (Fradera-Soler et al., 2022).

En este capitulo 3 también descubrimos otro mecanismo de aclimatacion 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 hidrica. Con la prolongacién de las condiciones estresantes, las plantas de
S. tectorum entran inevitablemente en fotoinhibiciéon, 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 sequia a través de
una posible disminucidn en la actividad metabdlica. Durante un estrés hidrico severo, las
plantas de S. tectorum podrian haber reducido su actividad CAM para después retomarla
durante la recuperacidn hidrica, como se ha visto en su congénere S. montanum ante un
estrés hidrico prolongado (Earnshaw, 1985). Esto podria explicar el hecho de que las plantas
de S. tectorum tengan mayores niveles oxidativos en condiciones irrigadas que durante un
estrés hidrico severo. Ademas, el Unico antioxidante con capacidad conocida para
contrarrestar la peroxidacion lipidica, la vitamina E, aumenta con la prolongacién 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 recuperacion hidrica permite a las
plantas protegerse del estrés oxidativo en un momento vulnerable como es la posible
reactivacion del metabolismo CAM, ademads de ser una necesidad descrita en otras plantas
perennes (Munné-Bosch & Penuelas, 2003; Cotado et al., 2020). Fisiolégicamente, se
definen la latencia o quiescencia como estados de evitacidn oportunista, en los que el
crecimiento se reanuda en condiciones favorables (Considine & Considine, 2016). A
diferencia de la dormicidn, la cual es mas propia de semillas y yemas, la quiescencia es una
detencion del crecimiento y del metabolismo de poca duracién, una latencia caracterizada

por una menor divisién celular (Velappan et al., 2017). Este estado de quiescencia en las
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hojas permitid detener el crecimiento en pro de la supervivencia en S. tectorum, pudiendo

considerarse una respuesta de aclimatacion al estrés o endurecimiento por estrés.

Asi, 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 poblacion natural estudiada en el capitulo 2. En este estudio
en el Espacio Natural de Les Guilleries, observamos una detencién del crecimiento en las
plantas durante un evento de sequia estacional de verano, donde los niveles de citoquininas
activas 2-iP y t-Z, las auxinas y la giberelina bioactiva GA; disminuyeron en las hojas. Tanto
las citoquininas como las auxinas estan relacionadas con el crecimiento de la hoja, las
primeras por su implicacion en el ciclo celular y las segundas en la modulacién de la
expansion foliar (Davies, 2010). Una reduccion en el tamafio foliar, como refleja también el
LMA en este estudio, reduce el area de transpiracién ayudando a preservar el contenido
hidrico en la hoja. Esta detencién del crecimiento ocurrié simultdneamente a una respuesta
de aclimatacién a la sequia mediada por las hormonas relacionadas con el estrés, el ABA 'y
la JA-lle, cuyos niveles aumentaron significativamente durante el verano. Las respuestas
fisioldgicas descritas en S. tectorum parecen indicar que, ante situaciones de estrés severo,
como una sequia, inclina la balanza a favor de la supervivencia, aunque esto restrinja su

crecimiento.

Este compromiso por la supervivencia al estrés se evidencié 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 hidrico en el capitulo 1 aparecen indicios de senescencia
foliar en las hojas mas viejas, aquellas localizadas en los verticilos mas externos de la roseta.
La removilizacién de nutrientes desde las hojas viejas hasta las hojas jovenes de la planta se
considera una estrategia adaptativa a la sequia (Munné-Bosch & Alegre, 2004; Zhao et al.,
2017), siendo esencial para la aclimatacion en ambientes con déficit hidrico. En efecto, en el
capitulo 3 se muestra que esta senescencia foliar ocurrié de manera gradual a lo largo de la
roseta en las plantas de S. tectorum, sin llegar a las hojas mas jovenes internas de la yema
apical, situadas en el centro de la roseta; protegiendo asi los meristemos imprescindibles
para permitir el rebrote durante la recuperacién hidrica. Ademas, en las tres poblaciones
naturales estudiadas en este capitulo, observamos en verano una disminucién del didmetro

de la roseta que encaja con la reduccién del area foliar, pero también con el plegamiento
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interno de las hojas hacia la yema apical en las plantas mas estresadas. En ellas, solo las
superficies abaxiales de los verticilos mds viejos de la roseta estaban expuestas a la luz solar.
El enrollamiento de érganos por desecacion es un mecanismo morfolégico de defensa mas
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 sequia que cuenta con
mecanismos de evitacion del estrés y con mecanismos de tolerancia al estrés altamente

relacionados entre si y en diferentes niveles organizativos (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de tolerancia y de evitacion del estrés severo por sequia 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 detencion temporal del crecimiento. ABA, acido
abscisico; CKs, citoquinines; JA-lle, jasmonoil isoleucina; LMA, relacién masa por area foliar.
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En el capitulo 4, los olivos sometidos a estrés hidrico durante 21 dias presentaron abscisién
foliar, una respuesta a la sequia que no nos permitia estudiar el otro modelo. La abscision
foliar en olivos es una respuesta de proteccion frente a la sequia, pero comporta graves
consecuencias para la fisiologia y la productividad de los arboles en afios venideros (Bacelar
et al., 2007; Trabelsi et al., 2019). Aunque en este estudio se llevo al limite a olivos jévenes
cv. Manzanilla de tan solo 1,5 aios, observamos durante el proceso algunos mecanismos de
tolerancia a nivel de planta y de hoja. La retencién del riego también ocasiond una parada
en el crecimiento en esta especie, donde los arboles 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 morfoldgicos en las hojas, éstas comenzaron a
curvarse, reduciendo asi el drea expuesta a transpiracion. Ademas, el hecho de tener hojas
esclerdticas 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 estomatico que permite a los olivos mantener un potencial
hidrico adecuado y soportar periodos de sequia (Torres-Ruiz et al., 2013), un estrés muy
severo puede llevar al limite el estatus hidrico del olivo, como se ve en el contenido hidrico
foliar medido en este capitulo y en el potencial hidrico en otros estudios (Boussadia et al.,
2008; Baccari et al., 2020). No obstante, el dafio causado por el estrés hidrico en olivos esta
asociado principalmente a una disminucién en la actividad fotosintética (Tognetti et al.,
2004; Guerfel et al., 2009). De hecho, estudios previos muestran que la inhibicidn de la
fotosintesis ocurre temprano en olivos bajo déficit hidrico severo y que la recuperacion es
gradual y depende del grado de estrés sufrido (Angelopoulos et al., 1996; Bacelar et al.,
2006). En efecto, en nuestro estudio los arboles entraron inevitablemente en fotoinhibicion
tras 9 dias sin aporte hidrico. Sin embargo, no fue hasta que la F,/Fm descendié por debajo
de 0,4 cuando se desprendid la primera hoja en los arboles estresados. Esto parece marcar
un limite a partir del cual la abscision foliar es inevitable, donde la vida del arbol se pone en
peligro, como se muestra en algunos casos de declive en otras especies arbdreas (Poyatos
et al., 2013). Este resultado concuerda con un estudio previo que muestra la recuperacién
tras un periodo de sequia progresivo, pero con la misma duracién, en olivos de 2 afios y de
dos variedades distintas, Coratina y Biancolilla, donde la F,/Fn se mantuvo por encima de
0,4 (Sofo, 2011). La fuerte fotoinhibicion sufrida por los olivos, con valores de F,/Fm cercanos

a 0 al final del experimento, se vio asociada a una reduccién de clorofilas y del a-tocoferol
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en hojas estresadas, lo que probablemente refleja una degradacion generalizada del aparato
fotosintético, que fue el preludio de la abscsidn foliar. Los sintomas de dafo foto-oxidativo
también fueron evidentes, con un aumento de la peroxidacion lipidica en la lamina foliar en
los arboles estresados en comparacion con los arboles 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 disminucion de clorofilas es indicativa de
dano foto-oxidativo y no de fotoproteccién, como asi se muestra también con el aumento
de la peroxidacién lipidica y la disminucidn antioxidante, caracteristica de una sensibilidad

al estrés por sequia (Figura 7).
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Figura 7. Estrategias de tolerancia al estrés hidrico severo en Olea europaea L. y mecanismos que se ven
superados tras 21 dias de estrés, con una pérdida de clorofilas, vitamina E y una marcada peroxidacion lipidica
que conlleva un estrés foto-oxidativo en hojas. Se muestra el limite fisioldgico a partir del cual ocurre la
abscision foliar.
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2. Relacidn entre aclimatacion, senescencia y abscision en plantas

La aclimatacién de una especie a un determinado estrés abarca respuestas
fisiolégicas que varian dependiendo del grado de estrés, pudiendo incluso dar lugar a
procesos de senescencia y abscisidon foliar. De esta manera, la senescencia y la abscisidon
foliar no dejan de ser respuestas de aclimatacion 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 aclimatacién a la sequia
incluyendo aclimatacién, senescencia y abscision foliares, donde estos procesos no ocurren
en todos los capitulos de esta tesis. Asi, el proceso de senescencia foliar gradual en la roseta
fue evidente en S. tectorum, mientras que en olivo se dio un proceso de abscisidn foliar en
ausencia de senescencia. La transiciéon 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
organulo celular donde ocurre la fotosintesis y donde se sintetizan compuestos esenciales
del metabolismo de la planta, participa en la deteccion y aclimatacidon a estreses ambientales
mediante la sefializacion retrograda al nucleo (Fernandez & Strand, 2008; Foyer, 2018), y
ademas es la diana de muchos procesos de aclimatacion celular, incluyendo su
diferenciacién a gerontoplasto y su desintegracion a medida que progresa la senescencia
foliar (Crosatti et al., 2013). La integridad de los cloroplastos durante la aclimatacion a
estreses abioticos parece recaer en los niveles de tres componentes clave relacionados entre
si: las clorofilas, el estrés oxidativo, y las fitohormonas, que regulan el alcance de los dos

anteriores.

Un mecanismo comun en los tres procesos es la reduccién de las clorofilas. Esta
respuesta la encontramos en todos los capitulos, pero con un resultado fisiolégico
diferencial para cada caso. Durante la aclimatacién inicial a un estrés, una disminucion en el
contenido de estos pigmentos captadores de luz permite disminuir la tasa de luz absorbida
y por tanto minimizar el posible dafo por fotoinhibicion (Kyparissis et al., 1995; Munné-
Bosch & Alegre, 2000; Anjum et al., 2011). Esta respuesta representa un mecanismo de
fotoproteccion, y lo observamos en S. tectorum en el capitulo 1, donde la integridad del PSII
se mantiene pese a una reduccion de las clorofilas en la semana 10 del experimento. Esta
reduccion inicial de clorofilas puede deberse a una disminucién en su sintesis (Makhmudov,

1983), o bien a una degradacién que puede ser inducida por las ROS (Zhang et al., 2022), e
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indica el comienzo del proceso de senescencia foliar, aun reversible (Lim et al., 2007).
Cuando el estrés es severo, el aumento de las ROS provoca una mayor degradacién de
clorofilas, entrando en fases mdas avanzadas de la senescencia foliar, como se observa
gradualmente en la roseta en esta especie tras un estrés hidrico prolongado en el capitulo
3. En este caso, la reduccién de clorofilas ocurre junto con una fotoinhibiciéon del PSlI,
mostrando sintomas de senescencia foliar inducida por sequia en las hojas muestreadas
situadas en los verticilos del medio de la roseta. Sin embargo, el proceso de senescencia
foliar llegd a la fase terminal Unicamente en las hojas mas externas, mientras que las hojas
restantes de los verticilos intermedios recuperaron completamente el estatus hidrico y
fotosintético, siendo por tanto una fotoinhibicidn transitoria. Este control espacial de los
parametros 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 fotoinhibicién aparecen en la semana 10 del estudio, con una disminucién de la
relacién clorofila a/b (capitulo 1). Debido a que solo la clorofila a se encuentra en los centros
de reaccidon de los fotosistemas mientras que la clorofila a y b estan presentes en los
complejos captadores de luz (Croce & van Amerongen, 2011), esta disminucion indica que
hay una reduccién de los centros de reaccion y por lo tanto afecta a la produccién de la
energia quimica, como se ha sefialado previamente (Juvany et al., 2013). Este mismo patrén
de reducciéon de los centros de reaccion también se observa durante el verano en la
respuesta de aclimataciéon a la sequia estacional severa de la poblaciéon natural de S.
tectorum estudiada en el capitulo 2, donde la marcada reduccion de clorofilas es debida
principalmente a una disminucidén de la clorofila a. Asimismo, en las tres poblaciones
naturales estudiadas se da una reduccién de clorofilas durante el verano acompafiada de
una fotoinhibicion transitoria, para después recuperar los contenidos de clorofila en el otofio
en las hojas intermedias de la roseta (capitulo 3), estrategia protectora que muestra una
aclimatacién exitosa a la sequia en esta especie. La degradacion de clorofilas permitiria la
removilizacion de nitrégeno a otras partes de la planta, como a las hojas jévenes situadas en
el interior de la roseta (Hortensteiner & Feller, 2002). Ademas, 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 abscisién foliar tras la senescencia permitiria mantener un reservorio de

nutrientes para los tejidos supervivientes y asegurar la recuperacion del estrés a nivel de
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planta, sugiriendo una estrategia adaptativa en una especie que crece en habitats rocosos
pobres en nutrientes (Praeger, 1932). Por ultimo, la degradacion de clorofilas puede ser
preludio en ocasiones de la abscision foliar, como se muestra en O. europaea en el capitulo
4, donde la reduccién de clorofilas esta asociada a una fotoinhibicion severa del PSIl que es
irreversible. Asi, existe una relacidon entre la degradacién de clorofilas y la formacion de la
capa de abscisioén, siendo dependiente de especie (Primka & Smith, 2019), y se ha mostrado
la implicacion de la degradacion de clorofilas en la induccidn de la produccion de etileno,
hormona reguladora de la abscision foliar (Ito et al., 2022). Esto se demostrd en plantas de
alamo 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
relacion entre la degradacion de clorofilas y la produccién de etileno durante la abscisién
podria explicarse en parte porque los catabolitos de clorofilas producen ROS y se sabe que
el estrés oxidativo induce la produccion de etileno y amplifica su sefializacién (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 aclimatacidn transitorias o irreversibles a
nivel de hoja que terminan con la senescencia foliar definitiva o la abscision foliar. La
aclimatacién a un estrés a nivel foliar podria conseguirse gracias a la sefializacion redox
ejercida por las ROS, que en niveles basales actlan como moléculas senalizadoras
retrogradas al nucleo, activando genes de respuesta al estrés (Mittler, 2017); mientras que
en niveles citotoxicos podrian 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 sefializacién retrograda al nucleo (Farmer & Mueller, 2013).
Un rasgo diferencial entre la tolerancia al estrés severo en S. tectorum y el inicio de la
abscisidn foliar en O. europaea es precisamente la ausencia o presencia de estrés oxidativo
(Zimmermann & Zentgraft, 2005). Esto es porque la carga oxidativa controla la sefializacién
al estrés y media el proceso de senescencia foliar (Bhattacharjee, 2005), por lo que la
produccién de ROS debe ser transitoria y controlada de manera eficiente por la maquinaria
antioxidante de los cloroplastos, o de lo contrario se inducira rdpidamente la fase terminal

(Foyer, 2018). Asi, las hojas de O. europaea sufren una peroxidacion lipidica que no puede
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ser contrarrestada por este antioxidante lipofilico, ya que los niveles de a-tocoferol se ven
reducidos en los arboles estresados (capitulo 4), pero no muestran sintomas de senescencia
foliar inducida por sequia, como si ocurre en otros estudios (Munné-Bosch et al., 2001;
Prochazkova et al., 2001). En cambio, este estrés oxidativo desencadena la acumulacion
foliar de oxilipinas como los jasmonatos, cuya implicacién en la sefializacién retrégrada
mediando respuestas al estrés se ha documentado previamente (Howe et al., 2018; Mufioz
& Munné-Bosch, 2020). De manera especifica, esta acumulacién de jasmonatos bioactivos
ocurre en el peciolo, donde se encuentra la zona de abscisidn, aunque ocurre tanto en hojas
caidas como en hojas que permanecen en el drbol 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 funcion antioxidante de la vitamina E durante
largos periodos de estrés abiodtico (capitulos 1y 3). Pese a la disminucion en las clorofilas y
la leve fotoinhibicién inducida por el estrés severo y prolongado en condiciones controladas,
mantener bajo control el estrés oxidativo durante tanto tiempo fue lo que limitd el proceso
de senescencia, ya que un aumento descontrolado del mismo conllevaria la degradacidn de
componentes celulares y finalmente la muerte celular y del 6rgano entero. Estos resultados
muestran que también en especies tolerantes al estrés los mecanismos fotoprotectores y
antioxidantes estan implicados en el mantenimiento de la funcion del cloroplasto durante la
aclimatacioén a la sequia, en etapas iniciales de la senescencia y defoliacion (Encinas-Valero
etal., 2022), y durante la progresién de ésta (Garcia-Plazaola et al., 2003); pero no en su fase

terminal (Prochazkova et al., 2001; Munné-Bosch & Pefiuelas, 2003; Juvany et al., 2012).

La concurrencia de la degradacién de clorofilas y el aumento de las ROS durante las
respuestas de aclimatacion al estrés severo apunta a un mecanismo regulador comun, cuya
coordinacion precisa permita adecuar la respuesta a la situacién de estrés. Este tercer
componente son las fitohormonas, las cuales desempefan roles fundamentales en la
aclimatacién a estreses abiodticos (Davies, 2010), mostrando la relevancia de la interaccion
entre la sefializacion redox y hormonal (Considine & Foyer, 2014), modulando no solo la
fotosintesis sino también la fotoproteccién ante un estrés (Miller & Munné-Bosch, 2021),
asi como controlando la degradacion de las clorofilas (Kocsy et al., 2013). Ademas de su rol
en la preservacion del estado hidrico de la planta durante un estrés por sequia, el aumento

sostenido del ABA observado en las plantas de S. tectorum del capitulo 1 podria promover
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una respuesta de fotoproteccidén ante el déficit hidrico y nutricional. El papel del ABA en la
fotoproteccion se ha demostrado con su implicaciéon en la regulacion de genes que codifican
para la violaxantina de-epoxidasa del ciclo de las xantofilas que confieren tolerancia al estrés
por sequia (Guan et al., 2015), pero también en la regulacién de genes de la biosintesis de la
vitamina E (El Kayal et al., 2006; Chaudhary & Khurana, 2009). Asi, un aumento de ABA
podria modular la composicién y contenido de este antioxidante, incrementando los niveles
de a-tocoferol en las plantas estresadas para controlar el balance de las ROS. La disminucion
progresiva de las clorofilas también podria estar relacionada con este aumento del ABA, ya
gue se ha descrito el papel de esta hormona en la regulacién de la degradacion de las
clorofilas a través del factor de transcripcién NAP (Yang et al., 2014), y por lo tanto en la
senescencia foliar (Takasaki et al., 2015). Aunque la disminucién 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 hidricamente (Yang et al., 2003), lo que podria explicar la
consiguiente disminucién en las clorofilas. Sin embargo, durante el estrés prolongado los
niveles de ABA disminuyen (capitulo 3), pero la fotoproteccion mediada por la vitamina E
continva y la senescencia foliar es finalmente revertida durante la recuperacion hidrica,
sugiriendo asi un papel fotoprotector en la aclimatacién a la sequia en esta especie. Este
resultado es consistente con lo hallado en dos de las tres poblaciones naturales de S.
tectorum en los capitulos 2 y 3, en las cuales se observa un pico de ABA durante el verano
junto con un aumento del a-tocoferol que prosigue hasta el otofio, mostrando una
aclimatacidn a la sequia a nivel foliar en esta especie. En el caso de los olivos, el estrés fue
tan severo que ya no encontramos una sefalizacion por ABA a los 21 dias (capitulo 4), la cual
debid producirse antes, de acuerdo con estudios anteriores que muestran la implicacién de
esta hormona en respuestas tempranas al estrés hidrico (Harb et al., 2010). En cambio, si
gue hay mayores niveles endégenos de SA en los olivos estresados y se ha demostrado la
implicacion de esta hormona en la aclimatacidn a estreses abiéticos severos (Munné-Bosch
& Pefiuelas, 2003; Khan et al., 2015; Sharma et al., 2017). El contenido hidrico en hoja tan
bajo y la fotoinhibicidn severa del PSIl estarian mostrando niveles fisioldgicos criticos para
la vida de estos olivos, los cuales podrian haber entrado en fallo hidraulico. La abscision foliar
desencadenada tras una agitacion mecdanica solo en los arboles estresados por sequia

muestra que este proceso fue inducido por la sequia, pero no hallamos ninguna
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caracteristica diferencial entre hojas caidas y no caidas. Esto podria explicarse por un
condicionamiento de la zona de abscisidn previo a la ejecucién en si del mecanismo, y en el
cual los jasmonatos parecen estar implicados. Dada la implicacién de los jasmonatos en esta
y otras de las respuestas de aclimatacion al estrés severo analizadas en esta tesis, se discutira
profundamente en el siguiente apartado. Todas estas respuestas de aclimatacién
diferenciales estan relacionadas a través de los mecanismos de sefalizacion hormonal y su
coordinacion con el estado redox (Figura 8). Ademas, los resultados muestran laimportancia

de la severidad del estrés y las respuestas a nivel de planta entera para la transicidon de un

proceso a otro.

Clorofilas
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Fotoinhibicion

S | +Respuesta libic
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Figura 8. Relacion entre los procesos de aclimatacidn, senescencia y abscisidn foliar en plantas.
Implicacién de las clorofilas, las ROS y las fitohormonas en la coordinacion de las respuestas.

ABA, acido abscisico; SA, acido salicilico.

3. Implicacién de los jasmonatos en las respuestas al estrés abidtico

severo

La implicacion de los jasmonatos en las respuestas de tolerancia a estreses abidticos
como la sequia 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 (Sanchez-Romera et al., 2014; Fresno & Munné-Bosch, 2023). Ahora bien, se
desconoce este papel en plantas no modelo que sean tolerantes al estrés, asi como el rol de
los jasmonatos en situaciones limite de estrés severo. En esta tesis se describen diferentes

respuestas a la sequia severa en las cuales estan implicados los jasmonatos, como la
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aclimatacién a un déficit hidrico y nutricional en plantas de S. tectorum (capitulo 1), o el
acondicionamiento de la abscisidn foliar inducida por sequia en O. europaea (capitulo 4). Es
relevante destacar que, en ambas especies y culminando en respuestas fisioldgicas muy
distintas, la JA-lle fue la forma de jasmonatos acumulada en las hojas de las plantas
estresadas, sugiriendo que fue la molécula bioactiva de la via de sefializacién de jasmonatos
involucrada en ambos casos. Estos resultados apoyan otros estudios en plantas modelo que
muestran que la forma mas bioactiva de los jasmonatos es la JA-lle (Fonseca et al., 2009;

Mahmud et al., 2022).

La acumulacién de JA-lle enddgena en las plantas de S. tectorum estresadas en el
capitulo 1, a la vez que disminuyen los niveles de sus precursores OPDA y JA, muestra una
alteracion del metabolismo de los jasmonatos favoreciendo la sintesis de esta forma
bioactiva en condiciones de déficit hidrico y privacién de nutrientes. Otros estudios avalan
que estas deficiencias inducen la via de los jasmonatos, pero en caso de estrés hidrico o
nutricional aplicados solos y no en combinacién de estreses (Seo et al., 2011; Khan et al.,
2016). Por otro lado, el aumento de JA-lle que se inicia en la semana 4 del estrés ocurre
simultaneamente al de ABA, hormona con la que se correlaciona positivamente, sugiriendo
una interaccién hormonal entre ambas en la modulacién de la respuesta de aclimatacion al
estrés observada en esta especie. Estos resultados en condiciones controladas se ven
corroborados con el estudio de la aclimatacidn a la sequia en condiciones naturales, en la
poblacién de S. tectorum investigada en el capitulo 2. Durante los meses de verano de 2023,
la escasez de precipitaciones cursd con varias olas de calor intensas, lo que llevd a calificar
este afio como el segundo mas calido desde 1950 en Cataluia (Servei Meteorologic de
Catalunya, 2024). En particular, entre el 18 y el 25 de agosto de 2023 se produjo una de las
olas de calor mas intensas registradas hasta la fecha en el territorio, coincidiendo con el
muestreo de verano que realizamos el dia 21 de agosto y donde se registraron temperaturas
elevadas con 432C de media al mediodia solar. Una vez mas, estos datos muestran que, en
condiciones naturales, la sequia puede cursar con otros estreses abidticos, como un
aumento de las temperaturas, y la combinacidn de estos estreses desencadena una
respuesta grave y, en ocasiones, diferencial en la planta (Zandalinas et al.,, 2017). La
severidad del estrés abidtico encontrada también en condiciones naturales permitio

equiparar la respuesta fisiolégica de ambos capitulos. En efecto, el evento de sequia
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estacional promovid igualmente una alteracidon del metabolismo de los jasmonatos en las
hojas, con disminuciones de los contenidos endégenos de OPDA y JA, y un aumento de JA-
lle en el verano. Esta acumulacién de JA-lle ocurrié de nuevo en paralelo al aumento de ABA,
reforzando la hipdtesis de que ambas hormonas participan en la aclimatacion al estrés
abidtico en esta especie. En especies con metabolismo C3 en hdbitat natural se ha descrito
un aumento de JA durante episodios estivales de estrés por sequia, 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-lle, 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 aclimatacién a la sequia posiblemente mediada por JA-lle. Sin embargo,
un estudio en la especie Mesembryanthemum crystallinum que induce el cambio C3-CAM
en condiciones de salinidad, muestra la disminucién de los niveles de JA y de JA-lle durante
el cierre estomatico, que parece modular el ABA de forma independiente (Wakamatsu et al.,
2021). En relacién, un analisis comparativo reciente entre la especie CAM obligada
Kalanchoé fedtschenkoi y las plantas C3 A. thaliana y Populus deltoides revela cambios
transcripcionales comunes implicados en la tolerancia al estrés por sequia, entre los que no
se incluye la sefializacion por JA, presente de manera Unica 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 supresidon prolongada del riego en condiciones
controladas que cursa con metabolismo CAM (Batista et al., 2024). La hipotesis
anteriormente mencionada de la posible supresion del metabolismo CAM en S. tectorum
durante sequias 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 relacién con la sefalizacidon de los jasmonatos, pero si
sugerimos que el aumento de JA-lle observado en esta especie en los capitulos 1y 2 refleja

una respuesta de tolerancia al estrés por sequia severa.

En las hojas de los olivos estresados hidricamente en el capitulo 4 también se
produce una acumulacién de JA-lle enddgena, pero en este caso solo se produce una
disminucion de OPDA, mientras que el JA también aumenta, respecto a las hojas de olivos
irrigados. El estatus fisioldgico de los olivos estresados muestra evidencias de senescencia

foliar, y los jasmonatos estan implicados en la regulacién 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 degradaciéon de clorofilas a través de la regulacion de sus genes
catabdlicos (Zhu et al., 2015). No obstante, mediante el muestreo basipétalo realizado,
donde separamos la lamina foliar en las secciones apical, medio y basal, y el peciolo en dos
partes, peciolo 1y peciolo 2, pudimos encontrar gradientes bioquimicos a lo largo de la hoja
y una diferenciacién fisioldgica entre la ldmina foliar y el peciolo. Ademads, permitié descubrir
respuestas diferenciales en el peciolo 2, donde se encuentra localizada la zona de abscisiéon
foliar. De esta manera, Unicamente la JA-lle aumenta especificamente en el peciolo 2 de
hojas estresadas, sugiriendo de nuevo que es la forma bioactiva de los jasmonatos también
en esta especie. Ademas, la reduccién de la relacién OPDA/LOOH en el peciolo de las hojas
estresadas sugiere que la formacion de novo de OPDA a partir de la peroxidacion lipidica se
encuentra bloqueada, mientras que los aumentos de las relaciones JA/OPDA y JA-lle/JA
muestran que la via de sefializacién estd dirigida hacia la formacion de JA-lle, sugiriendo la
activacion de las enzimas OPR3 y JAR1, respectivamente (Stintzi & Browse, 2000; Staswick
& Tiryaki, 2004). En este estudio fue relevante considerar el hecho de que la [dmina foliar y
el peciolo son érganos de la planta con diferente nimero y composicidén 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
mas importante en relacion con los jasmonatos fue que se invirtié el gradiente decreciente
de JA-lle, dando lugar a un gradiente creciente hacia el peciolo 2 de JA-lle/Chl en hojas de
los olivos estresados. Este resultado del gradiente se desmarca de una senescencia foliar
generalizada y podria indicar una sefializacién por parte de esta hormona en la zona de
abscisidn foliar. Sin embargo, al no observar diferencias significativas en el grado de estrés
oxidativo, ni en contenidos antioxidantes u hormonales entre hojas caidas y no caidas de los
arboles estresados, todo parece indicar que ninguna de estas moléculas ejecuté como tal el
proceso de abscisidn foliar. No obstante, el acondicionamiento de la zona de abscision foliar
mediante la acumulacién de oxilipinas producto del estrés foto-oxidativo y la posible
sefializacion hormonal por parte de JA-lle parece ser un requisito previo para desencadenar
el proceso. La relacién entre los jasmonatos y el etileno, la hormona inductora de la abscisiéon
foliar (Jackson & Osborn, 1970), estd extensamente descrita, incluso en respuestas de

tolerancia a la sequia (Kazan, 2015). Los factores de respuesta al etileno (ERFs) estdn
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implicados en la regulacion de la abscisién 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). Ademas, se ha demostrado que
la aplicacién exdégena 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
peroxidacidn lipidica, podrian estar implicados, como asi vemos en nuestro estudio. Aun asi,
sera necesario investigar en el futuro la interaccién entre ambas hormonas en este modelo
para entender mejor el proceso de abscision foliar, cuyo impacto negativo en la

productividad de los arboles es critico para el sector oleico y agro biotecnoldgico.

Por lo tanto, los jasmonatos estan implicados en respuestas de aclimatacion al estrés
abidtico severo, y en todos estos casos parece ser a través de la hormona bioactiva JA-lle
(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 especificas y contribuir en el conocimiento sobre las respuestas de

aclimatacién al estrés abidtico severo en plantas.

o emmmm- -~ Aclimatacion a déficit
Plastidio | OPDA _: hidrico y nutricional
l [Aclimatacic’)n a estrés]
beroxicoma | JA T por sequia extrema
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Figura 9. Respuestas de aclimatacidn al estrés abidtico severo en las que esta implicada la JA-lle,
incluyendo la fotoproteccién y el acondicionamiento de la abscisién foliar, proceso que podria estar
regulando junto con el etileno a través de los factores de respuesta al etileno (ERFs). ABA, acido abscisico;
AZ, zona de abscision; ERF1, factor de respuesta al etileno 1; ET, etileno; JA, acido jasmonico; JA-lle,
jasmonoil-isoleucina; OPDA, acido 12-oxo-fitodienoico.
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4. Relacion entre jasmonatos, acido abscisico y vitamina E para la
fotoproteccion en plantas

La capacidad de ejercer sefializacion retrégrada al nicleo permite que los jasmonatos
puedan activar genes de respuesta al estrés a través de la unién del factor de transcripcion
MYC2 a elementos de respuesta a los jasmonatos (JRE), modulando asi la aclimatacion de
las plantas al estrés (Munoz & Munné-Bosch, 2020). Entre los genes que contienen JRE se
encuentran los de biosintesis de la vitamina E, como se ha visto en los genes VTE1 y VTE4 en
A. thaliana (Ma et al., 2020; Casadesus et al., 2021), y en esta tesis en el gen HPPD en K.
fedtschenkoi en el capitulo 1. La implicacién de los jasmonatos en la induccién de la
biosintesis de la vitamina E se ha propuesto y demostrado en otros estudios (Sandorf &
Hollander-Czytko, 2002; Casadesus et al., 2021), de manera que el aumento previo de JA-lle
pudo ejercer una funcidn sefializadora promoviendo la acumulaciéon de a-tocoferol que
resultd esencial para la fotoproteccion durante el estrés abidtico en S. tectorum (Munné-
Bosch, 2007). Asi, el analisis realizado muestra una correlacion positiva entre la JA-lley el a-
tocoferol por unidad de clorofila, pero no con el precursor y-tocoferol. Ademas, la relacién
de los jasmonatos y la vitamina E resulta ser bidireccional, ya que el a-tocoferol modula la
acumulacién de jasmonatos mediante la detoxificacion de las ROS y el control de la
propagacion de la peroxidacidn lipidica, cuyos productos son las oxilipinas (Muioz & Munné-
Bosch, 2019). En otras especies en los que la forma activa es el JA, se da una correlacion
negativa entre la vitamina E y el OPDA (Morales et al., 2015; Casadesus et al., 2021). Sin
embargo, en el capitulo 1 observamos una correlacién negativa entre el a-tocoferol/chl y el
JA, precursor directo de la JA-lle, 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 prolongaciéon del estrés abidtico, el aumento de vitamina E ejerce una funcién
fotoprotectora disminuyendo los niveles oxidativos y por ende también la via de los
jasmonatos, tal y como observamos en el capitulo 3. La recuperacién hidrica de las plantas
estresadas permite una reanudacién del metabolismo, con niveles oxidativos elevados y un
aumento de JA. La acumulacién de jasmonatos durante una recuperacion hidrica repentina,
y no gradual como ocurriria en la naturaleza, se ha visto en otras especies como Cistus
albidus (Jubany-Mari et al., 2010), y puede ser causado por un estrés de choque que produce

cambios bruscos en las relaciones hidricas de la planta. No obstante, en dos de las
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poblaciones de S. tectorum encontramos un aumento de OPDA y JA en los muestreos del
otofo, mostrando una reanudacion del metabolismo de jasmonatos también en condiciones
naturales que podria guardar relacion con la reactivacion de las respuestas de defensa frente

a estreses bidticos una vez ha terminado el estrés abidtico (Cotado & Munné-Bosch, 2020).

Por otra parte, también se ha propuesto el papel del ABA en la regulacién de la
biosintesis de la vitamina E (El Kayal et al., 2006; Munné-Bosch et al., 2009; Siles et al., 2018),
donde esta hormona ejerceria una sefalizacion retrégrada al nucleo activando los genes de
biosintesis de la vitamina E mediante la unién 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 (capitulo 1). Este gen codifica para la
tocoferol metiltransferasa, enzima encargada de sintetizar a-tocoferol a partir de y-
tocoferol, y el ABA correlaciond positivamente con el primero y negativamente con el
segundo en este estudio. Por ello, el aumento de ABA podria estar ejerciendo un rol
fotoprotector, activando la biosintesis de a-tocoferol que se acumula después en las plantas
estresadas. Por otro lado, la degradacién de clorofilas podria tener relacidon con la sintesis
de vitamina E a través de la via 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,
qgue el ABA exégeno promueve la transcripcidon de las enzimas fitol quinasa vy fitil fosfato
quinasa, promoviendo el aumento de vitamina E (Mufioz et al., 2024). Esta implicacién
requeriria validarse para la fotoproteccién en hojas durante la aclimatacion a un estrés
abidtico. La relacion entre el ABA, que es la hormona por excelencia que modula las
respuestas al estrés abidtico, y la vitamina E, que ejerce una funcién 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 si resulta relevante es la posible interaccidn entre la seializacidon de JA-lle y
ABA en la modulacion del contenido y composicién de la vitamina E en hojas ante un estrés
abidtico severo. Esta respuesta fotoprotectora no solo la vemos en el capitulo 1 en
condiciones controladas, sino también en condiciones naturales en el capitulo 3, en el que
las plantas de S. tectorum de la poblacidn 1 que sufren estrés hidrico durante la sequia estival

tienen aumentos consiguientes de ABA, de JA-lle y de a-tocoferol en el verano. La necesidad
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de esta interaccion hormonal para desencadenar la fotoproteccién mediada por vitamina E
se ve respaldada en las sinergias entre estos dos grupos hormonales observadas en otras
respuestas fisioldgicas a la limitacién hidrica (De Ollas & Dodd, 2016). En primer lugar, la
senalizacion de ABA y de JAs confluyen en el cierre estomatico en respuesta a la sequia
(Savchenko et al., 2014), lo cual evidencia la relacion existente entre ambas hormonas en las
respuestas al estrés abiético. Ademas, la interaccién entre ABA y JA modula su biosintesis y
el metabolismo antioxidante ante déficit hidrico (Brossa et al., 2011). De manera que el ABA
y el JA parecen influir en su biosintesis mutuamente (Bandurska et al., 2003; De Ollas et al.,
2013), e incluso se ha demostrado la implicacién de los receptores de ABA en la sefializacion
de jasmonatos mediante la regulacién de los componentes COl o MYC2, estableciendo asi
una conexién entre la sefializacién mediada por ambas hormonas (Yu et al., 2021). La
correlacién positiva entre ABA y JA-lle mostrada en el capitulo 1 concuerda con la idea de
una regulacién génica entre ambas hormonas. Ademas, se ha demostrado en A. thaliana
que la acumulaciéon de JA-lle es necesaria para la acumulacion consistente de ABA en raices
bajo estrés hidrico (De Ollas et al., 2015), y que la exportacion de jasmonatos desde el
sistema radicular mejora la acumulacién de ABA en las hojas inducida por el déficit hidrico
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-lle podrian modular
de forma sinérgica la acumulacion de vitamina E en hojas ante déficit hidrico, promoviendo

asi la fotoproteccion en plantas.

5. Resistencia al estrés extremo durante la reproduccion clonal

Las plantas clonales son aquellas con capacidad de producir descendencia
genéticamente idéntica mediante el crecimiento vegetativo, a través de &érganos
horizontales aéreos como los estolones o subterraneos 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
organo conector durante largos periodos de tiempo, incluso después de enraizar y
establecerse (Klimes et al., 1997). Esto permite formar sistemas clonales formados por un
Unico genet o unidad genética con los ramets conectados entre si y cubriendo grandes
extensiones, favoreciendo un crecimiento rdpido de la planta y la colonizacién de nuevos

habitats. La conexion entre ramets permite la traslocacion 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 produccién y demanda de recursos entre los distintos ramets
(Pitelka & Asmund, 1985). Esto resulta en la integracion fisiolégica del clon, en el cual se da
una division de tareas entre los distintos ramets que beneficia a todo el genet (Stuefer, 1998;
Dong et al., 2015). Cuando la divisién de tareas es inducida ambientalmente conduce a la
especializacién en la captacion de recursos, de manera que cada ramet tendrd un cometido
en funcion de los recursos disponibles en su microhabitat. En cambio, la division de tareas
programada en funcién del desarrollo o la edad del ramet restringe las tareas por ramet y

aumenta asi la eficiencia dentro del clon.

De esta manera, las especies con reproduccién clonal cuentan con ventajas
adaptativas en la respuesta al estrés, como son la integracion clonal de los recursos y de la
informacién ambiental, la explotacion de nuevos recursos en zonas mas favorables, o el
almacenamiento de estos recursos en diferentes drganos 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 aclimatacion al estrés severo en una especie clonal (S.
tectorum), también evaluamos el impacto de un estrés por sequia en la reproduccion clonal
(capitulo 2), asi como los costes fisioldgicos del crecimiento clonal en la tolerancia a un

estrés severo (capitulo 3).

Asi, la tolerancia extrema a la sequia de S. tectorum viene acompainada 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 (capitulo 3). Otros
estudios muestran ejemplos de cooperacidon entre los ramets de un mismo clon para
sobrevivir a un estrés, como el apoyo por parte de ramets en habitats favorables a ramets
en situaciones estresantes (Roiloa & Retuerto, 2006; Xiao et al., 2010; Roiloa et al., 2014).
La caracteristica que los agrupa es una integracién fisioldgica que permite ayudar a los
ramets clonales estresados, pero équé 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 hidricas del
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suelo, como asi 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 hidricamente de
su progenitora. Aun mas, cuando las plantas se encuentran bajo un estrés moderado, con
las rosetas parentales alcanzando un RWC del 53%, el dafio en hoja es significativamente
inferior en los ramets colgando en comparacién 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 fisioldgicas que las rosetas parentales para poder sobrevivir. Priorizar la
supervivencia de la descendencia clonal incluso en detrimento de la parental encaja con una
proteccion de los mdédulos mas jévenes de la planta, como se observa en las hojas mas
jovenes 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 jévenes, como se ha visto en otras
especies clonales (Jonsddttir & Callaghan, 1989; Huber et al., 2004). El hecho de que la roseta
de S. tectorum sea monocdrpica guarda una gran relevancia con esta posible priorizacién,
asi como con la organizacion jerarquica establecida en la planta clonal. La inversién en
reproduccién 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 situacién estresante podria terminar con la desecacién
total de la roseta parental, evitando asi el Unico evento de reproduccion sexual posible para
una planta monocdrpica. Queda entonces la opcidn de escapar del estrés a través de sus
nuevos modulos o ramets colgantes, tratando de llegar a nuevos ambientes favorables fuera
de la maceta. Esto podria ocurrir a través de la integracién clonal, aunque no se ha
demostrado en este estudio. Lo que si 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 sequia, por lo tanto, logrando la

supervivencia de todo el genet.

No obstante, esta resistencia al estrés ocurrié junto con ajustes en la nueva
produccién clonal, que observamos tanto en condiciones controladas como en el habitat
natural (capitulos 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 rosetay
de formacién de nuevas hojas como a nivel de produccién clonal (capitulo 3). Como hemos
visto previamente, esta restriccion en el crecimiento esta asociada a la respuesta de
aclimatacion a la sequia en S. tectorum y se ve especialmente reflejada en los capitulos 2 y
3, donde ante un evento de sequia 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 detencion del crecimiento a nivel de planta clonal
entera. Esto se asocia con el ajuste en la nueva produccion clonal durante el verano en esta
poblacién, donde no se llega a 1 ramet nuevo de media por roseta parental. La nueva
produccién clonal solo se mantiene activa en la poblacién 3, que es la situada a mayor
altitud, y cuyas rosetas parentales no tienen variaciones estacionales en el estatus hidrico ni
fotosintético (capitulo 3). Ademas, esta poblacidon presenta un mayor nimero 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 esta 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 mas estresante, el verano. Esta capacidad de aguante
estuvo asociada a ajustes fisioldgicos a diferentes niveles organizativos en la planta clonal,
tanto en las rosetas parentales como en las rosetas hijas (capitulo 3). Las ventajas de
mantener las interacciones inter-ramets en la época estresante del verano se reflejan en la
mavyor F,/Fm y contenido de clorofilas en hojas en los ramets colgando de la roseta parental
respecto a los ya enraizados en la poblacion 1. La fuerte fotoinhibicién experimentada en el
verano por aquellos ramets enraizados muestra el riesgo de dafio fotoinhibitorio asociado a
un enraizamiento en una época desfavorable. El sistema radicular no estd tan desarrollado
como el de la roseta parental y esta adquisicion de independencia progresiva le conlleva un
coste, aunque es temporal porque su supervivencia no se ve afectada, como observamos en
la recuperacion durante el otofio. Ademas, 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, y-tocoferol, durante la primavera; y mayores

niveles de JA-lle durante el otofio, mostrando una respuesta de aclimatacién a la sequia
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reforzada en la descendencia clonal. Ademas, la estrategia de tipo quiescente que mantiene
niveles oxidativos bajos durante periodos de estrés se observo tanto en la roseta parental
como en las descendientes, mostrando todo el genet la capacidad de aclimataciéon a la

sequia.

Por ultimo, los costes fisioldgicos de la reproduccién clonal en la capacidad de esta
especie de tolerar la sequia a través de esta estrategia de tipo quiescente solo se vieron en
la necesidad de ajustar parametros fotoprotectores y morfoldgicos en la roseta parental en
respuesta a un mayor numero de ramets colgando (capitulo 3). Asi, existe una correlacién
positiva entre el nimero de hijos colgando y el contenido en ABA, y-tocoferol y el LMA de
las rosetas parentales que se encuentran en quiescencia. Mediante estos ajustes fisioldgicos,
gue solo ocurren con el nimero de hijos sin enraizar y no los hijos totales, las plantas de S.
tectorum mantienen a los ramets colgando, evitando dafios 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 fisioldgicos
reversibles que permiten lograr la supervivencia del genet (Figura 10).

( Ajustes fisiologicos

en todo el clon

Fotoinhibicién

(transitoria) Respuesta diferencial
Quiescencia Ramets en los ramets
Niveles " Ramet ho enraizados
oxidativos enraizado y-Tocoferol
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Figura 10. Ajustes fisioldgicos a diferentes niveles organizativos en el clon durante un estrés severo por
sequia 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, acido abscisico; CKs, citoquininas; JA-lle, jasmonoil-isoleucina; LMA, relacidon masa por area foliar.
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6. Implicacion del estrés severo en la aclimatacion y adaptacion de
las especies vegetales

El estrés severo moldea la fisiologia, en una primera instancia durante el proceso de
aclimatacién en un individuo, para después dar lugar a cambios en el genotipo a lo largo de
generaciones sucesivas consiguiendo asi la adaptacion de la especie. Y la adaptacidon es lo
gue ha permitido a las especies aparecer, desarrollarse y mantenerse en el planeta. Ademas,
la adaptacién a nuevos ambientes a través de la plasticidad fenotipica, o grado de
adaptacion de un mismo genotipo al ambiente, permite a las plantas sobrevivir en nuevos
escenarios climaticos (Valladares et al., 2006). Esta plasticidad adaptativa permite expandir
asi la tolerancia a cambios ambientales, contribuyendo por lo tanto a la dispersidon de una
especie. A largo plazo, la seleccion natural puede conducir al desarrollo de adaptaciones
fisiolégicas y morfoldgicas al nuevo entorno local, generando una diferenciacidn ecotipica
en algunos rasgos funcionales (Oleksyn et al., 1998; Baquedano et al., 2008). La busqueda
de rasgos funcionales en la adaptacion 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 habitats contrastantes, de manera que se consigue
la especializacidon ecoldgica (Laughlin, 2023). Asi, se han podido agrupar algunos rasgos que
resumen las adaptaciones de las plantas al entorno, como el espectro econémico 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 permitié encontrar diferencias
en algunos rasgos fisioldgicos y morfoldgicos. La poblacién situada a mayor altitud estaba
caracterizada por plantas de menor tamafio, con menor didmetro de la roseta, como se ha
descrito en otras especies alpinas y subalpinas (Kérner, 2003). Este menor tamafio tanto de
la planta como de las hojas minimiza la exposicion a los fuertes vientos y al frio del invierno,
siendo una adaptacion morfoldgica protectora. Ademas, las plantas de esta poblacién tenian
los niveles enddégenos mas elevados de a-tocoferol, JA y SA incluso desde la primavera, lo
gue sugiere su alta preparacion adaptativa para responder a estreses abidticos y bidticos en

un ambiente tan extremo (Korner, 2003).
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Los estreses abiodticos son grandes impulsores de la evolucién en plantas debido a la
extrema presion selectiva ejercida sobre ellas, donde la supervivencia se vuelve todo un reto
(Jackson et al., 2009). Sobre todo, cuando se trata de un evento climatico extremo, un
episodio caracterizado por un periodo climatico estadisticamente inusual que altera la
estructura o el funcionamiento de un ecosistema mas alld de la variabilidad tipica (Smith,
2011); y que ademas consigue superar la capacidad de aclimatacién de un organismo o
poblacién, a menudo impactando en su fisiologia a largo plazo (Gutschick & BassiriRad,
2003). Para considerar un evento climatico extremo es tan importante que la parte climatica
sea extrema como que la respuesta o resultado en el organismo también lo sea. De hecho,
la respuesta extrema dependera 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
duracion del estrés, cuando activd una estrategia de tipo quiescente que le permitio tolerar
la sequia prolongada como vimos en el capitulo 3. Ademas, no hubo efectos persistentes en
esta planta clonal, la cual recuperd su estatus hidrico y fotosintético en tan solo una semana
y continué siendo productiva a posteriori. No obstante, detuvimos el estrés cuando
estdbamos a punto de perder la ultima hoja de los verticilos del medio de una de las rosetas
parentales del estudio, fue un limite experimental y técnico, para poder mantener el criterio
establecido de los muestreos. Por lo tanto, no sabemos cuanto tiempo mas podria haber
aguantado el estrés, pero probablemente la senescencia gradual hubiera alcanzado las hojas
mas jovenes de la roseta junto con los meristemos de la yema apical del tallo. Explorar la
integridad o dormicidn de los tejidos meristematicos en esta especie podria ser relevante
para profundizar aiin mds en su tolerancia a la desecacién (Volaire, 2018). Ademas, podria
darse un proceso conocido como memoria transgeneracional del estrés, donde el efecto de
un estrés tan severo podria pasarse a las sucesivas generaciones a través de epialelos
heredados durante la reproduccién sexual o clonal, siendo una implicacién mas para la
aclimatacién y adaptacién 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 expresion de genes relacionados con la aclimatacién al
estrés en las siguientes generaciones (Rapp & Wendel, 2005). Esto permite por ejemplo una
variacion fenotipica dentro de un mismo clon que fomenta una aclimatacion al estrés exitosa
a través de ajustes rapidos en las poblaciones clonales (Douhovnikoff & Dodd, 2015;

Sammarco et al., 2024). Con todo ello, ambas especies demuestran ser tolerantes a la sequia,
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contando con mecanismos adaptativos y de aclimatacidon especificos, exhibidos de una

manera espaciotemporal.

Con el cambio climatico se predice un aumento de eventos climaticos extremos como
sequias mas frecuentes, severas y prolongadas que impactardn 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 sequia nos
permite encontrar herramientas que poder emplear en la mejora de cultivos o en la gestién
de la conservaciéon de ecosistemas naturales. Ademas, establecer marcadores de estrés en
plantas como posibles herramientas para la deteccidn facil, rdpida y barata de un estrés por
sequia es fundamental para garantizar el acceso de todos a su deteccién y control,
asegurando una deteccién temprana que permita la intervencién inmediata, mucho antes
de que los sintomas sean visibles (Munné-Bosch & Villadangos, 2023). Uno de estos
marcadores de estrés es el test de tetrazolio (Anexo 1), 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 rapida
deteccidn del estrés en las hojas, y a través de la cuantificacién del color mediante el espacio
CIELAB y el angulo Hue. Esta prueba refleja rdpidamente el estado fisioldgico de la planta 'y
predice la vida de la hoja. Como hemos visto en el capitulo 3, este test de tetrazolio permite
distinguir entre plantas estresadas de no estresadas por sequia, siendo por lo tanto un

método util y sencillo para el monitoreo del estrés.

En vista de los resultados presentados en esta tesis, S. tectorum dispone de
mecanismos fisioldgicos y morfoldgicos que le permiten tolerar sequias extremas y
prolongadas, siendo también una especie resiliente al estrés. Ademas, la reproduccién
clonal permite alargar la supervivencia del genet una vez la roseta parental monocarpica
florece y muere, permitiendo el rdpido crecimiento y extensidon de cada nuevo ramet que,
incluso, aprovecha las estructuras senescentes de la roseta parental. Todas estas estrategias
protegen a la especie en el marco climdtico actual, incluyendo periodos estivales
caracterizados por sequias prolongadas, elevadas temperaturas y baja humedad, y podrian

ser suficientes de cara a un futuro marcado por el cambio climatico. En efecto, la poblacidn
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natural mas meridional de este estudio, la situada en Les Guilleries (capitulos 2 y 3), muestra
como esta especie nativa de ecosistemas de alta montafia como los Alpes o los Pirineos,
puede adaptarse a latitudes y altitudes mas bajas, estando expuestas a sequias mas severas
y veranos mas calurosos sin dafios irreversibles para la planta. Ademas, se trata de una
poblacién natural establecida que cuenta con eventos de reproduccidon sexual frecuentes.
De hecho, existen otras poblaciones densas descritas en la zona, como en el macizo del

Montseny. Por todo ello, las sequias extremas no presentan amenazas para la supervivencia

de esta especie.
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Vi.

La especie Sempervivum tectorum puede tolerar el estrés por sequia durante 10

semanas sin sufrir sintomas de fotoinhibicidn y evitando el estrés foto-oxidativo.

S. tectorum dispone de un mecanismo fisioldgico por el cual no solo el ABA, sino también
la forma de jasmonatos JA-lle, puede inducir la fotoproteccién modulando el contenido
y la composicion de vitamina E en hojas, concretamente acumuldndose la forma activa

a-tocoferol por unidad de clorofila.

La acumulacién simultdnea de ABA y de JA-lle junto a una disminuciéon de las
citoquininas activas permite la aclimatacion de S. tectorum a una sequia extrema
durante el verano en su habitat natural caracterizada por una detencién en el

crecimiento.

S. tectorum detiene la nueva produccion clonal ante situaciones de estrés muy severo,
como una sequia estival extrema o ante un estrés severo prolongado en condiciones
controladas, donde se da un compromiso entre crecimiento y supervivencia e

inclindndose la balanza de forma muy clara en pro de la supervivencia al estrés.

S. tectorum esta 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 funcion antioxidante de la vitamina E.

Ante un aumento en el nimero de nuevas rosetas clonales colgantes, las rosetas
parentales aumentan los niveles enddgenos de ABA y y-tocoferol en hojas,
promoviendo una mayor capacidad fotoprotectora, ademas de ajustes en la morfologia
foliar mediante un aumento en la masa foliar por area, para asi poder mantener la

supervivencia.
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Vii.

viii.

Xi.

S. tectorum es una planta clonal con la capacidad de realizar ajustes fisioldgicos en
diferentes niveles organizativos, en las rosetas parentales, en las nuevas rosetas
enraizadas y no enraizadas del clon, y también en el érgano clonal, los estolones,

promoviendo asi la supervivencia de todo el genet a un estrés abidtico severo.

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 mas jovenes y la yema apical permanecieron intactas.

El estrés foto-oxidativo promueve la acumulacién de oxilipinas, particularmente en la
forma JA-lle, en los peciolos de hojas de Olea europaea severamente estresados por

sequia, lo que puede condicionar la zona de abscisidn y provocar la caida de las hojas.

El estrés severo por sequia en olivo acentua la diferenciacidn fisioldgica entre la ldmina
foliar y el peciolo, especialmente en los contenidos enddgenos de hidroperdxidos

lipidicos y a-tocoferol, indicando un mayor estrés oxidativo en la lamina foliar.

El estrés severo por sequia en olivo promueve la formacién de gradientes hormonales
a lo largo de la hoja desde la parte apical de la ldmina foliar hasta la parte mas basal del
peciolo, donde se encuentra la zona de abscisidon. En particular, forma un gradiente
creciente de JA-lle por unidad de clorofila hacia el peciolo, lo cual sugiere una posible

senalizacion por parte de esta hormona en la zona de abscision.
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RESUMEN

Las condiciones ambientales adversas a menudo comprometen la supervivencia de las
plantas. Por ello, el monitoreo del estrés con tecnologias precisas y rentables debe ser una
prioridad para anticiparnos a las amenazas ambientales, pero el tiempo de procesamiento y
los costes asociados son aun limitaciones importantes. Revisar tecnologias de investigacién
como los marcadores bioquimicos puede proporcionar datos directos para prever los
efectos de los factores estresantes de las plantas. La prueba del tetrazolio estd 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 util para los test de viabilidad de
semillas, sino también para evaluaciones de dafio tisular, como propuso inicialmente Larcher

etal. (1969).

El test de tetrazolio sobresale como un biomarcador de estrés util, especialmente cuando se
usa junto con otros marcadores, como el contenido hidrico relativo (RWC) y la eficiencia
maxima del fotosistema Il (PSII) (relacidon Fv/Fm); predice claramente la muerte, como se
ejemplifica aqui en la planta de metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) Sempervivum
tectorum. Aunque destructivo, este test de viabilidad emerge como el método mas rentable
para el monitoreo del estrés; ya que requiere poco equipo, refleja rapidamente el estado

fisioldgico de la planta y, lo que es mas importante, prevé la mortalidad de las hojas.
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